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Résumé

Dans le but de valoriser les plantes aromatiques algériennes, nous nous sommes intéressés dans cette thése
d’une part, a la caractérisation chimique par CPG (Ir), CPG-SM et RMN du **C des huiles essentielles obtenues a
partir de trois plantes, a savoir, Pituranthos scoparius, Santolina africana et Cymbopogon schoenanthus, poussant
spontanément en Algérie, et d’autre part, a la détermination des activités biologiques de ces huiles essentielles.

La premiére partie concerne la caractérisation chimique des huiles essentielles des trois plantes étudiées en
exploitant la complémentarité des techniques analytiques (CPG(Ir), CPG-SM et RMN **C). Les échantillons (93) de
P. scoparius prélevés dans cing stations différentes de 1’ Algérie : Ghardaia, Biskra, Batna (Fesdis-Bouilef et Djerma)
et Béchar, ont montré des teneurs en huile essentielle d’une grande variabilité, allant de 0,16 a 0,99%. L’analyse
détaillée des huiles essentielles des parties aériennes de P. scoparius, a permis d’identifier 62 composés. La
composition de ces huiles essentielles présente une grande variabilité chimique, caractérisee par une forte proportion
de monoterpénes hydrocarbonés (sabinéne, limonéne, a-pinéne) et/ou de phénylpropanoides (6-méthoxy élémicine,
myristicine et apiole dill). Les analyses statistiques des compositions, ont permis de mettre en évidence une variabilité
chimique. Ainsi, les échantillons se répartissent en trois groupes principaux, qui ont été distingués sur la base des
teneurs en 6-méthoxy élémicine (0,0-59,6%), sabinéne (0,8-55,6%), limonéne (0,3-44,0%), a-pinéne (0,7-31,0%),
myristicine (0,0-32,4%), élémicine (0,0-29,1%) et apiole dill (0,0-31,4%). En paralléle, le groupe Il est subdivisé en
deux sous-groupes (I11A et I11IB). Le premier groupe apparait original et caractérisé par une teneur élevée en 6-
méthoxy élemicine (jusqu'a 59,6%) et n'a jamais été rapporté dans la littérature. Les échantillons (18) de S. africana,
ont été récoltés dans trois stations de la région de Batna (Algérie) : Fesdis (Fesdis et Bouilef), Oued Chaaba (Hamla).
Les rendements en huiles essentielles sont trés faibles, variant considérablement d'un échantillon a l'autre, allant de
0,03 4 0,17%. L analyse détaillée des huiles essentielles des parties aériennes de S. africana, a permis d’identifier 91
composeés. La majorité des échantillons sont caractérisés par de fortes proportions en monoterpénes (51,5-69,7%).
La composition de I’huile essentielle de S. africana est généralement homogene. Cependant, nous remarquons une
variabilité chimique quantitative particulierement pour les composés suivants : germacrene D, myrcéne, spathulénol,
a-bisabolol, B-pinéne, 1,8-cinéole, cis-chrysanthénol, capillene, santolina alcool, camphre, terpinéol-4 et lyratol.
Quatre composés minoritaires qui présentent une structure avec un motif di-alcyne sont également identifiés pour la
premiere fois dans I’huile essentielle de cette espéce. L’étude statistique montre une variabilité chimique faible. Les
échantillons (30) de C. schoenanthus, récoltés dans deux régions du Sahara de 1’ Algérie, Ghardaia et Béchar, ont
montré des rendements en huile essentielle homogéenes avec des moyennes comprises entre 0,6 et 0,9%. L’analyse
des huiles essentielles a conduit a 1’identification de 55 composés. Il s’agit en large majorité de composés
monoterpéniques oxygénés avec un squelette menthane, avec le trans-p-menth-2-éne-1-ol (10,5-31,7%) et le cis-p-
menth-2-éne-1-ol (7,2-19,8%) comme composés majoritaires, suivis de 2-caréne (2,1-17,0%) et un alcool
sesquiterpénique, a savoir le B-élémol (1,9-20,7%). Deux autres dérivés p-menthaniques, trans-pipéritol (4,6-11,7%)
et cis-pipéritol (3,2-9,0%) sont également identifiés en quantités assez importantes. L’analyse statistique met en
évidence une variabilité chimique quantitative particulierement pour les composés majoritaires : trans-p-menth-2-
éne-1-ol (10,5-31,7%), cis-p-menth-2-ene-1-ol (7,2-20,2%), B-élémol (0,5-20,7%), 2-caréne (1,0-17,0%) et suggere
I'existence de deux groupes principaux : I et Il (qui est subdivisé en deux sous-groupes IIA et 1IB) et deux
compositions atypiques.

La deuxiéme partie a été consacrée a 1’étude des activités biologiques. Les huiles essentielles des parties
aériennes de P. scoparius, agissent de fagcon active contre Staphylococcus aureus, les deux souches de Candida
albicans, et contre Aspergillus fumigatus, avec des diamétres de zone d’inhibition allant de 12 4 27 mm, et des CMIs
comprises entre 2 et 4 ul/ml. Les huiles essentielles de S. africana, ont montré une bonne activité vis-a-vis des
souches microbiennes S. aureus et A. fumigatus, avec des zones d'inhibition de 19,7 mm et 17,5 mm, respectivement.
Les huiles essentielles de C. schoenanthus, ont montré la meilleure activité contre S. aureus, C. albicans, A. flavus
et Fusarium oxysporum, avec des zones d’inhibition comprises entre 15,5 et 31,0 mm et avec des CMIs allant de 0,5
a2 pl/ml. Parallélement, la capacité de I’huile essentielle de S. africana a inhiber la lipoxygénase de soja a été évaluée
qu’indication d’une potentielle activité anti-inflammatoire. Les résultats obtenus ont montré une bonne activité, avec
une Clso de I’ordre de 0,065 + 0,004 mg/ml, 5 fois supérieure a celle du NDGA (0,013 + 0,003 mg/ml). Enfin,
I’activité antioxydante des huiles essentielles des trois plantes étudiées a été évaluée par la méthode du piégeage du
radical libre DPPH en utilisant deux solvants différents (méthanol et éthanol). Les résultats obtenus ont révélé une
faible activité antioxydante pour 1’ensemble des huiles essentielles testées par comparaison aux composés de
référence. Cependant, ’huile essentielle de S. africana s’est montrée la plus active et les Clso sont nettement plus
faibles en présence de 1’éthanol.

Mots clés : Pituranthos scoparius, Santolina africana, Cymbopogon schoenanthus, CPG (Ir), CPG-SM et RMN **C,
activité antimicrobienne, CMI, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire.



Abstract

In order to promote the Algerian aromatic plants, we are interested in this thesis on the one hand, to the
chemical characterization by GC (RI), GC-MS, and *C NMR, of the essential oils obtained from three plants, namely:
Pituranthos scoparius, Santolina africana and Cymbopogon schoenanthus, growing spontaneously in Algeria, and
on the other hand, to determine the biological activities of these essential oils.

The first part concerns the chemical characterization of the essential oils of the three plants studied by
exploiting the complementarity of analytical techniques (GC (RI), GC-MS, and **C NMR). The P. scoparius samples
(93) collected from five different regions in Algeria: Ghardaia, Biskra, Batna (Fesdis-Bouilef and Djerma) and
Béchar, showed essential oil yields of great variability, ranging from 0.16 to 0.99%. The composition of these
essential oils has a great chemical variability, characterized by a high proportion of monoterpene hydrocarbons
(sabinene, limonene, a-pinene) and/or phenylpropanoids (6-methoxyelemicine, myristicine and dill apiole).
Statistical analyses of the compositions revealed chemical variability. Thus the samples are divided into three main
groups, which have been distinguished on the basis of the contents of 6-methoxyelemicine (0.0-59.6%), sabinene
(0.8-55.6%), limonene (0.3-44.0%), a-pinene (0.7-31.0%), myristicine (0.0-32.4%), elemicine (0.0-29.1%) and dill
apiole (0.0-31.4%). In parallel, group Il is subdivided into two subgroups (I11A and I1IB). The first group appears
to be original and characterized by a high content of 6-methoxyelemicine (up to 59.6%) and has never been reported
in the literature. The samples (18) from S. africana were collected from three sites in the Batna region (Algeria):
Fesdis (Fesdis and Bouilef), Oued Chaaba (Hamla). Essential oil yields are very low, varying considerably from one
sample to another, ranging from 0.03 to 0.17%. Detailed analysis of the essential oils of the aerial parts of S. africana
identified 91 compounds. The majority of the samples are characterized by high proportions of monoterpenes (51.5-
69.7%). The composition of the essential oil of S. africana is generally homogeneous. However, we note quantitative
chemical variability particularly for the following compounds: germacrene D, myrcene, spathulenol, a-bisabolol, 8-
pinene, 1,8-cineole, cis-chrysanthenol, capillene, santolina alcohol, camphor, terpineol-4 and lyratol. Four minority
spiroacetalenol derivatives were also identified in the first time in essential oil from this species. The statistical study
shows a low chemical variability. The samples (30) of C. schoenanthus, harvested in two regions of the Sahara of
Algeria, Ghardaia and Béchar, showed homogeneous essential oil yields with averages between 0.6 and 0.9%. The
analysis of essential oils led to the identification of 55 compounds. They are mainly monoterpene oxygenated
compounds with a menthane skeleton, with trans-p-menth-2-en-1-ol (10.5-31.7%) and cis-p-menth-2-en-1-ol (7.2-
19.8%) as the major compounds, followed by 2-carene (2.1-17.0%) and an oxygenated sesquiterpene component,
namely B-elemol (1.9-20.7%). Two other p-menthanic derivatives, trans-piperitol (4.6-11.7%) and cis-piperitol (3.2-
9.0%) are also identified in appreciable amounts. The statistical analysis shows quantitative chemical variability
particularly for the main compounds: trans-p-menth-2-en-1-ol (10.5-31.7%), cis-p-menth-2-en-1-ol (7.2-20.2%), B-
elemol (0.5-20.7%), 2-carene (1.0-17.0%) and suggests the existence of two main groups: | and Il which is subdivided
into two subgroups I1A and 11B and two atypical compositions.

The second part was dedicated to the study of biological activities. The essential oils of the aerial parts of P.
scoparius, were effective against Staphylococcus aureus, the two strains of Candida albicans, and against Aspergillus
fumigatus, with inhibition zone diameters ranging from 12 to 27 mm, and MIC between 2 and 4 pl/ml. The essential
oils of S. africana, showed good activity against the microbial strains S. aureus and Aspergillus fumigatus, with
inhibition zones of 19.7 mm and 17.5 mm, respectively. The essential oils of C. schoenanthus, showed the best
activity against S. aureus, C. albicans, Aspergillus flavus and Fusarium oxysporum, with inhibition zones between
15.5 to 31.0 mm and with MICs ranging from 0.5 to 2 pl/ml. At the same time, the ability of S. africana essential oil
to inhibit soybean lipoxygenase was evaluated as an indication of potential anti-inflammatory activity. The results
obtained showed a good activity, with an 1Cs of about 0.065 + 0.004 mg/ml, 5-fold higher than that of NDGA (0.013
+ 0.003 mg/ml). Finally, the antioxidant activity of the essential oils of the three plants studied was evaluated by the
DPPH free radical scavenging method using two different solvents (methanol and ethanol), the results obtained
revealed a low antioxidant activity for all the essential oils tested compared to the reference compounds. However,
the essential oil of S. africana was the most active and the 1Cs are lower in the presence of ethanol.

Keywords: Pituranthos scoparius, Santolina africana, Cymbopogon schoenanthus, GC (RI), GC-MS, and **C NMR,
antimicrobial activity, MIC, antioxidant activity, anti-inflammatory activity.
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Introduction

Les plantes, qui produisent des huiles essentielles, appartiennent a de nombreuses especes
botaniques différentes et sont présentes dans le monde entier. Tout au long de I'histoire, ces
huiles ont été considérées avec un tres grand intérét, bien que beaucoup de leurs utilisations
aient été perdues avec le temps. Il est généralement admis que l’extraction des huiles
essentielles a été faite depuis I’aube de I’humanité, et depuis, leur utilisation s’inscrit dans
I’histoire de nombreuses régions du monde.

Les applications des huiles essentielles a différentes fins sont variées et souvent liées a
leur potentiel thérapeutique (antibactérien, antifongique, antivirale, antioxydant et anti-
inflammatoire). Parallélement & I'aromathérapie populaire, I'application des huiles essentielles
se développe aussi dans le cosmétique, la conservation des aliments, la santé des animaux
d'élevage et lI'agriculture (Tisserand et Young, 2014). Dans chaque cas, les huiles essentielles
remplacent des produits chimiques plus toxiques pour lesquels des bactéries ou des parasites
ont développé une résistance.

Les maladies infectieuses résistantes aux antibiotiques constituent un domaine qui suscite
actuellement un intérét considérable pour la recherche. Des preuves expérimentales ont
démontré un potentiel remarquable pour les huiles essentielles, non seulement parce qu'elles
peuvent neutraliser les bactéries résistantes, mais aussi parce qu'elles peuvent inverser la
résistance aux antibiotiques classiques (Tisserand et Young, 2014).

En effet, les huiles essentielles et autres extraits de plantes aromatiques et médicinales
sont empiriqguement connues pour leurs propriétés antimicrobiennes, et qui n'ont été
scientifiquement prouvées qu'au début du 20°™ siécle. Leur utilisation s'est développée au cours
des quatre derniéres décennies. Elles sont aujourd’hui considérées comme une alternative
potentielle aux antibiotiques.

De plus, les huiles essentielles sont considérées comme des ressources potentielles de
molécules bioactives naturelles et ont fait I'objet de nombreuses études pour leurs propriétés
antioxydantes (Bakkali et al., 2008).

Les antioxydants éliminent les radicaux libres (et autres especes réactives de I'oxygene)
qui endommagent les protéines, les acides aminés, les lipides et I'ADN. Ce type de dommage
pourrait étre considéré comme la cause profonde de l'inflammation, du vieillissement et de
nombreuses maladies comme le cancer, les maladies du foie, l'arthrite, le diabéte de type 1, les
maladies neuro-dégenératives et I'athérosclérose (Preedy, 2016).

Bien que nous ayons des systéemes de défense intrinseques qui peuvent piéger les radicaux
libres, dans le cas d’un déséquilibre entre la production et 1'élimination de ces derniers (stress

oxydatif), il est nécessaire d’avoir une source externe d’antioxydants.
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De nos jours, la demande en antioxydants naturels est trés forte, en raison des préférences
des consommateurs et des problémes de santé associés a l'utilisation d'antioxydants
synthétiques tels que le butylhydroxyanisol (BHA) et le butylhydroxytoluéne (BHT),
soupconnés d'avoir des effets mutagenes, cancérigenes et tératogenes lors d'une utilisation a
long terme (Chavéron, 1999).

En plus des avantages directs sur la santé de I'activité antioxydante des huiles essentielles,
il y a aussi I'aspect conservateur et protecteur des aliments contre I'oxydation des lipides qui est
I’une des préoccupations majeures de 1’industrie alimentaire. Compte tenu de la demande
croissante des consommateurs pour des produits naturels verts sans additifs, de nouvelles études
récentes ont amené les industries a envisager l'incorporation de substances non chimiques dans
leurs préparations alimentaires ou cosmétiques.

L’ Algérie de part sa position géographique, située au nord du continent africain, bordant
la méditerranée d’ouest en est, se compose de quatre principaux ensembles de reliefs, le tell, les
hauts plateaux, I'atlas saharien et le Sahara qui se succédent du nord au sud, une topographie
variée et des conditions climatiques variées qui permettent la croissance de prés de 3 000
especes de plantes différentes dont 168 especes endémiques (Cheriti et al., 2006), lui conférant
I’une des flores les plus riches et diversifiées au monde. En effet, I’ Algérie est le plus grand
pays riverain de la Méditerranée. Il est reconnu par sa diversité variétale en plantes médicinales
et aromatiques, ainsi que leurs diverses utilisations populaires dans I’ensemble des terroirs du
pays. Ce sont des savoir-faire ancestraux transmis de génération en génération chez les
populations, le plus souvent, rurales. C’est un héritage familial oral, dominant en particulier
chez les femmes agées et illettrées.

De plus, I'une des caractéristiques les plus importantes des plantes spontanées en Algeérie
est qu'elles offrent une trés grande variabilité dans la composition chimique de leurs huiles
essentielles.

C’est la raison pour laquelle, en plus de tout le potentiel que peuvent apporter les huiles
essentielles notamment leur utilisation comme agent antimicrobien, antioxydant, anti-
inflammatoire ou insecticide, nous avons mené durant cette thése, en collaboration avec
I’équipe « Chimie et Biomasse » de I’'université de Corse, des études pour valoriser trois especes
végetales aromatiques (Pituranthos scoparius ; Santolina africana ; Cymbopogon schoenantus)
poussant spontanément en Algerie, en proceédant a la caractérisation et la variabilité chimique
et a I’étude du pouvoir antimicrobien, antioxydant et anti-inflammatoire des huiles essentielles
obtenues a partir de ces plantes.

Dans ce contexte, nous avons structuré ce présent travail en trois grandes parties.
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Une premiére partie qui regroupe une synthése bibliographique, elle-méme subdivisée en
trois chapitres. Un premier chapitre comportant une présentation botanique des trois especes
vegétales étudiées, leurs propriétes thérapeutiques, ainsi que les travaux déja réalisés sur ces
plantes. Dans le deuxiéme chapitre, nous présentons les différentes méthodes d’extraction des
huiles essentielles et les principales techniques d’analyse de ces derniéres, avec leurs avantages
et leurs limites. Nous présenterons également la méthode d’analyse par RMN du carbone 13
développée par I’équipe « Chimie et Biomasse » de 1’université de Corse. Enfin, dans le
troisieme chapitre, nous présentons le pouvoir antimicrobien, antioxydant et anti-inflammatoire
des huiles essentielles. En parall¢le, nous détaillerons les notions d’agents antibactériens
classiques, leur mécanisme d’action et le phénomene de résistance.

La deuxieme partie regroupe les données expérimentales. Nous détaillons dans un
premier temps, I’échantillonnage des trois plantes étudiées récoltées dans différentes régions en
Algérie, I’obtention des huiles essentielles par extraction, ainsi que leur caractérisation en
combinant plusieurs techniques d’analyse chromatographiques et spectroscopiques
(Chromatographie en Phase Gazeuse, Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la
Spectrométrie de Masse et la Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13 pour 1’analyse
des mélanges). Ensuite, nous abordons dans un second temps, 1’¢tude des activités biologiques
des huiles essentielles a savoir : 1’activité antimicrobienne, antioxydante et anti-inflammatoire.
L’activité antimicrobienne a été testée selon deux méthodes : la méthode de diffusion sur disque
et la détermination des concentrations minimales d’inhibition (CMIs) par la méthode de contact
direct en milieu gélosé. L’activité antioxydante a été¢ évaluée par la méthode du piégeage du
radical libre DPPHe (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) tandis que 1’activité anti-inflammatoire,
a été évaluée par le test d'inhibition de la lipoxygénase in vitro.

Dans la troisieme et derniere partie, nous proposons une synthese et une discussion des
résultats obtenus, pour la caractérisation et la variabilité chimique des huiles essentielles et leurs

activités biologiques, et enfin, une conclusion viendra cléturer la présentation écrite.
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Chapitre I : Synthese bibliographique des différentes plantes étudiées
I. Pituranthos scoparius
I.1. Présentation de la plante

Le genre Pituranthos Viv. (Syn. Deverra DC.) (Famille des Apiacées) est représenté par
12 espéces largement réparties en Afrique du Nord (Dobignard et Chatelain, 2011).

Dans la flore algérienne de Queézel et Santa, ce genre est représenté par quatre especes :
Pituranthos chloranthus (Coss. & Durieu) Benth. & Hook. ; Pituranthos battandieri Maire ;
Pituranthos scoparius (Coss. et Durieu) Benth. & Hook. et Pituranthos reboudii (Coss. et
Durieu) Benth. & Hook. (Quézel et Santa, 1963).

P. scoparius (Coss. & Durieu) Benth. & Hook. (Syn. Deverra scoparia Coss. & Durieu
(Ozenda, 1991, Dobignard et Chatelain, 2011), est une plante endémique qui se développe
spontanément dans le Nord de I’ Afrique (Algérie, Maroc, Tunisie et Mauritanie). Cette espece
végétale est présente dans les paturages rocailleux dans les hauts plateaux et dans tout le Sahara
(Quézel et Santa, 1963 ; Dobignard et Chatelain, 2011, EIl Oualidi et al., 2012).

Noms vernaculaires
Nom en francais :
- Pituranthos a balai (IUCN, 2005)
Noms en arabe :
- Guezzah, Tattai (Quézel et Santa, 1963)

I.2. Description botanique

Le genre Pituranthos est une plante vivace aphylle, éphédroides, avec des tiges souvent
trés ramifiées. Les ombelles sont a involucres et involucelles polyphylles. Les méricarpes sont
ovoides a 6 bandelettes (Quézel et Santa, 1963).

P. scoparius est une plante formant des touffes dressées a tiges non divariquees, en
général totalement aphylle. Tiges floriféres sont a ombelles latérales a pédoncule court (1-3
cm). Les fleurs sont blanches. Le fruit est plus long que large, hérissé de poils dressés (Quézel
et Santa, 1963).
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Photographies

Photo 1 : Inflorescence de Pituranthos scoparius Photo 2 : Plusieurs pieds de Pituranthos scoparius
(Station de Béchar le 24/04/2016) (Station de Djerma le 24/05/2016)

Photo 3 : Pied complet de Pituranthos scoparius Photo 4 : Tiges et inflorescences de Pituranthos
(Station de Béchar le 03 /04 / 2018) scoparius (Station de Béchar le 03/04/2018)

Photo 5 : Vue d’ensemble d’un pied complet de I"espéce Pituranthos scoparius (Station de
Béchar le 28/05/2018)
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1.3. Systématique de Pituranthos scoparius

Embranchement . Spermaphytes

Sous-Embranchement . Angiospermes

Classe . Eudicots

Ordre . Apiales

Famille . Apiaceae

Genre . Pituranthos

Espéce . Pituranthos scoparius (Coss. & Dur.) Benth. & Hook.

I.4. Usages thérapeutiques

Pituranthos scoparius communément appelée "Guezzah" (Quézel et Santa, 1963), est
utilisée en médecine traditionnelle. En effet, une infusion des parties aériennes est conseillée
pour les soins en post-partum (spasmes et douleurs) ainsi que pour le traitement du diabete, de
I'hépatite, des troubles digestifs et des infections urinaires (Hammiche et Maiza, 2006).

La plante est aussi utilisée en décoction dans le traitement de I'asthme et elle est conseillée
également pour soulager les douleurs liées aux rhumatismes par une application locale des
feuilles (Boukef, 1986 ; Benchelah et al., 2000).

Une infusion ou une décoction des feuilles et des fleurs de P. scoparius sont utilisées pour
soulager les indigestions, les maux de I’estomac et du bas ventre (Didi et al., 2003).

L’application d’un cataplasme des parties aériennes de P. scoparius sur la téte, est
conseillée pour soulager les maux de téte (EI Rhaffari et Zaid, 2002).

Une decoction des parties aériennes sont également utilisées dans le traitement de la
diarrhée et de I’eczéma (IUCN, 2005).

Dans la région de Msila, les parties aériennes sont utilisées en décoction contre les
troubles digestives (Boudjelal et al., 2013).

P. scoparius est communément appelée aussi « Tattal » par les Touaregs (Le Floc'h,
1983) qui utilisent cette plante pour aromatiser les préparations culinaires ainsi que le pain
(Benchelah et al., 2000).

» Usage traditionnel de cette plante par la population locale dans les régions d’étude :

= Dans la région de Béchar, la plante est utilisée en infusion contre les douleurs intestinales.

= Dans la région de Batna, la plante est utilisée en infusion contre les douleurs intestinales, et
les troubles liés au dysfonctionnement rénal. Les fermiers brilent la plante et la fumée qui
en résulte est utilisée pour dégager les voies respiratoires des bétails malades (moutons et

vaches).
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1.5. Métabolites secondaires de Pituranthos scoparius
1.5.1. Huiles essentielles
1.5.1.1. Composition chimique des huiles essentielles

Plusieurs études ont été réalisées sur la composition chimique de I'huile essentielle de
Pituranthos scoparius obtenue par hydrodistillation des parties aériennes (tiges, fleurs et
graines) récoltées en Algérie. Selon la littérature, ces huiles essentielles contiennent des
monoterpenes ou des phénylpropanoides comme composés majoritaires.

En effet, la premiére analyse a été entreprise en 1999. Elle a été menée sur des huiles
essentielles obtenues par hydrodistillation des tiges et des graines de P. scoparius récoltées
durant I'automne 1989 a Ain Diss (Oum EI Boughi, Est de I’ Algérie). L'huile essentielle des
tiges contient de l'a-pinene (34%) et de I'apiole (15%) comme composés majoritaires. En
revanche, celle des graines est riche principalement en apiole (52%), suivi de l'acétate de
bornyle (21%) et de 'a-pinéne (11%) (Vernin et al., 1999).

Plus tard, Vérité et al. (2004) ont comparé la composition chimique de deux échantillons
d'huile, le premier obtenu a partir des tiges et le deuxiéme a partir des gaines de P. scoparius
récoltés en avril 2001 dans la région de Ghardaia (Sud de I'Algérie). Les composés majoritaires
de I’huile essentielle des graines sont : apiole dill (12,2%), limonéne (11,2%), myristicine
(11,1%), a-pinene (8,2%), p-cymeéne (7,5%), thymol (5,9%), B-pinéne (4,6%) et a-phellandréne
(4,0%). A l'inverse, I’huile essentielle des tiges contient du germacréne D (12,7%), du limonéne
(9,8%), de la myristicine (7,2%), de I’a-phellandréne (7,1%), de 1’a-pinene (6,8%), du
méthyleugénol (5,9%), du spathulénol (4,5%), du p-cyméne (4,2%), du B-eudesmol (4,1%) et
de I’B-pinéne (3,8%) comme composés majoritaires.

Les huiles essentielles de 12 échantillons de parties aériennes (tiges et graines) de P.
scoparius récoltées dans différentes régions de I'Algérie (Ghardaia : 7 échantillons, Laghaouat :
2 échantillons et Djelfa : 3 échantillons) ont été analysées par CPG et CPG-SM. La composition
est largement dominée par des monoterpénes (45,3-83,7%), avec principalement des
monoterpenes hydrocarbonés (44,4-81,9%). Certains échantillons sont également riches en
phénylpropanoides tels que la myristicine (tr-31.1%) et 1’apiole dill (0,4-47,3%). L'analyse
statistique a montré I'existence de deux groupes principaux (I et I). La composition chimique
du groupe I est dominée par I’apiole dill (1,4-47,3%) et l'a-pinéne (23,7-35,8%). Toutefois,
d’autres composés sont présents en quantités appreciables, a savoir : le B-pinene (1,7-5,3%) et
I'acétate de bornyle (tr-9,6%). Les échantillons appartenant a ce groupe ont été récoltés dans la
région de Laghouat et de Djelfa. L'huile essentielle du groupe Il est caractérisée par une tres
forte teneur en limonene (32,7-66,5%), suivi par la myristicine (tr-31,1%). L huile essentielle

-9-
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de ce groupe contient également une teneur appréciable en germacréne D (2,1-6,3%). A noter
que tous les échantillons de ce groupe ont été récoltés a Ghardaia (Gourine et al., 2011).

Au cours de la méme période, Smaili et al. (2011) ont rapporté la composition d'un
échantillon d'huile essentielle des fleurs récoltées durant l'automne a M'sila (Centre de
1I’Algérie). La composition est principalement riche en monoterpénes et contient aussi des
phénylpropanoides. Les composés majoritaires sont la myristicine (24,1%), I'a-pinene (17,4%)
et 'a-phellandréne (15,6%). D’autres composés sont présents a des teneurs appréciables, allant
de 3 a 7,5%, a savoir: sabinéne (7,5%), B-phellandrene (6,1%), (Z)-B-ociméne (4,7%),
germacréne D (4,0%), B-pinene (3,7%) et apiole dill (3,4%).

En 2013, Lograda et al., ont étudié la composition chimique des huiles essentielles
obtenues par hydrodistillation des parties aériennes récoltées en pleine floraison en octobre
2011, provenant de quatre régions de I'Algérie (Boussaada (M'sila), T'Kout (Batna), EI Kantra
et Mechouneche (Biskra)). Les constituants majoritaires sont : sabinéne (14.8- 24,8%), a-
pinene (8,3-23,3%), a-terpinéne (3,7-7,7%), B-pinene (2,8-5,1%), terpinéol-4 (0,0-4,6%), p-
cymene (1,0- 3,2%), a-thujene (1,6-3,1%) et limonéne (0,7-2,5%). Un autre constituant est
présent a des quantités appréciables, il s’agit de 1’apiole dill (0,4-16,8%). Les deux échantillons
de Biskra (ElI Kantra et Mechouneche) contiennent les mémes composés majoritaires. Par
ailleurs, il est a signaler que I'échantillon d'El Kantra, contient des teneurs appréciables en
myristicine (7,6%) et en apiole dill (6,6%), alors que celui de Mechouneche est dominée par de
I’apiole dill (16.8%).

Chikhoune et al. (2016) ont étudié la composition chimique de deux échantillons d’huile
essentielle de parties aériennes (tiges et feuilles) fraiches et séchées de Pituranthos scoparius
récoltées a Souk Ahras (Est de I'Algérie) en avril 2014. Les deux huiles présentent une
composition dominée respectivement par l'a-pinene (34,4% et 23,6%), le sabinene (16,3% et
26,5%), le p-cyméne (10,1% et 8,6%) et le terpinéol-4 (4,1% et 9,7%). Cette étude a montré
aussi I’absence totale de phénylpropanoides dans ces huiles.

Récemment, Ksouri et al. (2017), ont également étudié la composition d’un échantillon
d'huile essentielle des parties aériennes de cette méme plante récoltée au mois de Mars 2012
dans la région de Tamanrasset (Hoggar, Sud de I'Algérie). Cet échantillon est caractérisé par
une teneur élevée en limonéne (46,9%). D’autres composés sont présents a des teneurs
appréciables, il s’agit de : le 1,8-cinéole (7,6%), le spathulénol (2,5%) et le B-eudesmol (2,4%).
L'ar-Curcumeéne (3,2%) est le sesquiterpéne hydrocarboné présent également en quantité

appréciable. Parmi les composants inhabituels des huiles essentielles, ces auteurs avancent la
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présence de deux phtalides isomeres, a savoir : (3Z2)-butylidene phtalide (2,6%) et le (3E)-
butylidene phtalide (1,2%).
1.5.1.2. Activites biologiques des huiles essentielles

Certaines activités biologiques ont été rapportées pour des extraits ou des huiles
essentielles de 1’espéce Pituranthos scoparius, comme l'activité antioxydante (Ksouri et al.,
2017) et l'activité antimicrobienne (Boutaghane et al., 2004 ; Ksouri et al., 2017).

Boutaghane et al. en 2004, ont évalué I’activité antibactérienne des huiles essentielles
obtenues a partir des tiges et des graines de P. scoparius, récoltés dans la région de Ghardara.
Ils ont constaté que les huiles essentielles des graines qui sont riches en apiole (52,8%) sont
plus actives que les huiles essentielles des tiges qui sont dominées par I’a-pinéne (34,0%). Les
CMls varient principalement entre 0,156 et 40 mg/ml et entre 1 et 256 mg/ml, respectivement.

Ksouri et al. (2017), ont réalisé une étude sur 1’activité antimicrobienne de l'huile
essentielle des parties aériennes de P. scoparius vis-a-vis de six souches bactériennes et quatre
souches fongiques. Les champignons, a savoir : Candida albicans, Mucor sp., Aspergillus
flavus et Penicillium expansum se sont révelés les plus sensibles, avec des diamétres de zones
d'inhibition de I’ordre de 15,8 a 20 mm et des CMIs tres faibles variant entre 0,02 a 1,25 mg/ml.
En revanche, Staphylococcus aureus est la seule souche bactérienne qui s’est avérée sensible
avec une CMIs de I’ordre de 1 mg/ml.

Ces méme auteurs Ksouri et al. (2017) ont étudié également 1’activité antioxydante de
I’huile essentielle des parties aériennes de P. scoparius par le test du piégeage du radical libre
DPPH. Ils avancent une activité modérée avec une Clso de 11,21 + 0,26 mg/ml comparée aux
standards testés, a savoir : l'acide ascorbique (Clso = 4 ug/ml), 1'a-tocophérol (Clso = 9,55
pug/ml) et le BHT (Clso = 72,16 pg/ml) qui sont tres actives. Ils ont évalué le pouvoir antioxydant
de ces huiles essentielles par un deuxieme test, celui du blanchiment du f-caroténe, qui a montré
que I'huile essentielle n'est pas capable d'inhiber efficacement I'oxydation de I'acide linoléique
avec une valeur de I’ordre de 38% obtenue a une concentration de 2 mg/ml, trés faible au BHT
témoin positif (93,56 + 0,37%) a la méme concentration.

1.5.2. Les extraits

Des études phytochimiques ont révélé que Pituranthos scoparius contient une grande
variété de composes. Cing flavonoides glycosylés ont été identifié dans I'extrait butanolique a
savoir : apigénine 7-O-glucoside ou apigétrine ; apigénine 7-O-rhamnoside ; apigéenine 6,8-di-
C-glucoside ; isorhamnétine 3-O-glucoside et apigénine 6,8-di-C-glucoside (vicénine-2)

(Benmekhbi et al., 2008). Deux isocoumarines ont été isolées dans la fraction d'acétate d'éthyle

-11 -



Synthése bibliographique

des racines de P. scoparius, il s’agit de : 6-hydroxy-5-méthoxy-3-propylisocoumarine et 6-
hydroxy-5,7-diméthoxy-3-propylisocoumarine (Hamada et al., 2004).

Deux acides cinnamiques (acide 5-O-cafféoyl quinique et acide 5-féruloyl quinique) et
treize flavonoides connues (vicénine-2, six quercétine et six dérivés d'isorhamnétine O-
glycosylés) ont été identifiés dans des extraits méthanoliques et aqueux des parties aériennes
de P. scoparius (Dahia et al., 2009).

Benmekhbi et al. (2008), ont testé 1’activité antimicrobienne de I’extrait butanolique des
parties aériennes de P. scoparius, sur plusieurs souches bactériennes, a savoir Escherichia coli,
Enterobacter, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et
Streptococcus a-hémolytique. Toutes les bactéries se sont révélées sensibles a cet extrait, avec
des diametres de zones d’inhibition variant entre 18 et 30 mm et des CMIs tres faibles allant de
0,03 a 128 pg/ml.

Adida et al. (2014), ont eétudié Il'activité antibactérienne des extraits aqueux,
méthanoliques, chloroformiques et d’acétone des parties aériennes et des racines de P.
scoparius vis-a-vis de plusieurs souches. Aucune activité n'a été enregistrée pour les extraits
aqueux contre toutes les espéces microbiennes testées. A I’inverse, celui de I'acétone a montré
une plus grande activité antibactérienne. Les extraits des parties aériennes ont montré une
meilleure activité antibactérienne par rapport aux extraits de racines. Pour les parties aériennes,
Salmonella typhimurium s’est montrée la plus sensible a 1’extrait acétonique, avec une CMI et
une CMB de I’ordre 1,04 mg/ml et 1,56 mg/ml, respectivement. Enterococcus faecalis s’est
révélé le plus sensible a I'extrait méthanolique, avec une CMI et une CMB de 1,56 mg/ml et
3,12 mg/ml, respectivement. En revanche, 1'extrait chloroformique s’est montré le plus actif
contre Staphylococcus aureus, avec une CMI et une CMB de I’ordre de 3,12 mg/ml. Par contre,
concernant les racines, 1'extrait méthanolique s’est révélé le plus efficace contre Acinetobacter
baumannii, avec une CMI et une CMB de ’ordre de 6,25 mg/ml.

Adida et al. (2015), ont évalué le pouvoir antioxydant de différents extraits de P.
scoparius par la méthode du piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus a differentes
concentrations, montrent que le pourcentage de réduction du radical DPPH augmente en
fonction de la concentration des extraits. A la forte concentration de 250 pg/ml, les extraits des
parties aériennes présentent le pourcentage de réduction le plus élevé : 98,43% ; 88,13% ;
83,52% ; 92,94% pour les extraits : aqueux, hydro-méthanolique, hydro-acétonique et la
fraction d’acétate d’éthyle, respectivement, ainsi que la fraction d’acétate d’éthyle des racines
(96,40%). L’extrait aqueux des parties aériennes ainsi que la fraction d’acétate d’éthyle qui est

la plus riche en polyphénols ont présenté le meilleur pouvoir antioxydant, avec des Clso de

-12 -



Synthése bibliographique

I’ordre de 45 et 51,25 pg/ml, respectivement. Ces résultats montrent néanmoins une activité
tres faible en comparaison avec le standard testé, a savoir : ’acide ascorbique qui a montré une
activité antioxydante tres puissante avec une Clso de 3 ug/ml.

L’¢évaluation de la capacité antioxydante de plusieurs extraits (hydro-méthanolique,
fraction hexane, fraction éther diéthylique, fraction butanolique et fraction d’acétate d’éthyle)
des parties aériennes (tiges et graines) de P. scoparius a été réalisée par plusieurs méthodes :
capacité antioxydante totale, piégeage du radical libre DPPH et pouvoir réducteur de I’ion
ferrique (Belyagoubi-Benhammou et al., 2016). Les résultats obtenus révelent que la fraction
d’acétate d’éthyle s’est révélée la plus active a réduire les ions ferriques et les radicaux libres
DPPH, avec des Clso de ’ordre de 1,19 £ 0,00 mg/ml et 0,91 + 0,02 mg/ml, respectivement ;
mais faible par rapport au composé de réference 0,06 + 0,00 mg/ml et 0,09 + 0,00 mg/ml,
respectivement.

Haddouchi et al. (2016) ont étudié le pouvoir antioxydant de 1’extrait méthanolique des
parties aériennes de P. scoparius par deux méthodes : piégeage du radical libre DPPH et
pouvoir réducteur de I’ion ferrique. Ils avancent une trés bonne activité plus importante que
celle du butylhydroxytoluéne (BHT), avec une Clso de I’ordre de 73,73 + 1,41 pg/ml, 90,57 +
2,12 ug/ml, respectivement. Dans cette méme étude, ils ont rapporté également que cet extrait

possédait un faible pouvoir hémolytique.
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Il. Santolina africana
I1.1. Présentation de la plante

Le genre Santolina appartient a la famille des Astéracées et est représenté par plus de 10
especes largement réparties dans la région méditerranéenne (Derbesy et al., 1989). Parmi les
espéces de ce genre, S. viridis W. (Sud de la France et Nord de I'Espagne), S. pectinata Lag. (=
S. rosmarinifolia L.) (Péninsule ibérique) et S. chamaecyparissus L. (bassin méditerranéen)
sont les espéces les plus répandues dans le monde.

S. africana Jord. & Fourr. (Syn. Ormenis africana (Jord. & Fourr.) Litard. et Maire ; S.
chamaecyparissus L. var. africana B. et T.) est une espéce endémique de I’Afrique du Nord
(Maroc, Algérie et Tunisie) (Quézel et Santa, 1963 ; Dobignard et Chatelain, 2011) qui

pousse naturellement dans les foréts et les paturages steppiques (Quézel et Santa, 1963).

Noms vernaculaires
Nom en francais :

- Santoline (Coste, 1937).
Nom en arabe :

- EL Djouada (nomination selon la population locale « région d’étude »).

11.2. Description botanique

L’espéce Santolina africana qui appartenait au genre Ormenis selon la flore de I’ Algérie
de Queézel et Santa en 1963, fait partie actuellement du genre Santolina (Oberprieler, 2002).

Les especes du genre Santolina L. sont des plantes suffrutescentes. Les capitules sont
homogames, discoides. Le réceptacle est faiblement convexe, a paillettes non carénées. Les
fleurs sont toutes tubuleuses, hermaphrodites (les périphériques sont a étamines avortées). Les
bractées moyennes et internes de  I'involucre sont a marges et appendice scarieux bien
développés. La corolle externe est a tube coiffant I'ovaire. Les akénes oblongs, a 3-5 angles plus
ou moins marquées, montrent sur la face interne trois pseudo-cotes (faisceaux libéro-ligneux
saillants) et la face externe est lisse. Le péricarpe est en général sclérenchimateux, le disque
apical est horizontal et le stylopode est central (Quézel et Santa, 1963 ; Fennane et al., 2014).

L’espéce Santolina africana Jord. & Fourr. est un sous-arbrisseau touffu, vert ou cendré.
Les tiges sont ligneuses, & rameaux floriféres dressés en touffe, nus et épaissis au sommet. Les
feuilles inférieures sont lineaires-cylindriques avec des segments courts et obtus sur 4-6 rangs
et les caulinaires sont pennatipartites a segments linéaires sur 2 rangs. L’involucre est creusé

en écuelle. Les bractées sont ovales-oblongues, a tiers supérieur villeux. Les corolles
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extérieures sont a tube coiffant I’ovaire. Les capitules sont discoides, jaunes, homogames

(Quézel et Santa, 1963).

11.3. Systématique de Santolina africana

Embranchement : Spermaphytes
Sous-Embranchement . Angiospermes

Classe . Eudicots

Ordre : Astérales

Famille . Astéracees

Genre . Santolina

Espeéce . Santolina africana Jord. & Fourr.

I1.4. Usages thérapeutiques

Certaines espéces du genre Santolina sont connues depuis longtemps comme plantes
médicinales. En effet, les especes végétales telles que : S. chamaecyparissus, S. corsica, S.
insularis et S. rosmarinifolia, sont utilisées pour leurs propriétés antispasmodique, digestive,
analgésique, anti-inflammatoire, antiseptique, stimulante, antimicrobienne, dépurative
intestinale, vermifuge, stomachique, antiparasitaire, fébrifuge, antitussive, antipyrétique et anti-
hypotensive. Elles sont également conseillées pour le traitement des problemes
ophtalmologique, des dermatites ainsi que pour repousser les parasites et les insectes (Tundis
et Loizzo, 2018).

S. africana est utilisé dans la médecine traditionnelle marocaine pour ses propriétés
stomachique, abortif, anthelminthique, antidiabétique et emménagogue (Fdil et al., 2011 ;
Lmachraa et al., 2014). En Tunisie, elle est traditionnellement utilisée pour son effet
hypoglycémiant et pour le traitement des douleurs de I'estomac. Ils rapportent également que le
mélange des inflorescences en poudre et du miel est conseillé contre les ulcéres et les douleurs

de I’estomac (Ben Mansour et al., 2011).
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Photographies

Photo 1 : Inflorescence de Santolina africana Photo 2 : Feuilles de Santolina africana (Station
(Station de Batna-Fesdis le 11/05/2018) de Batna-Fesdis le 11/05/2018)

Photo 3 : Pied de Santolina africana (Station de Photo 4 : Plusieurs pieds de Santolina africana
Batna-Bouilef le 23/05/2016) (Station de Batna-Fesdis le 11/05/2018)

Photo 5 : Vue rapprochée des inflorescences d’un pied de Santolina afrinana (Station de Batna -Fesdis
le 23/05/2016)
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11.5. Métabolites secondaires de Santolina africana
11.5.1. Huiles essentielles
11.5.1.1. Composition chimique des huiles essentielles

La caractérisation chimique des huiles essentielles des plusieurs espéces appartenant au
genre Santolina a été largement étudiée (Tundis et Loizzo, 2018). S. chamaecyparissus est
probablement I'espéce la plus étudiée de ce genre (Demirci et al., 2000 ; Garg et al., 2001 ;
Tognolini et al., 2006 ; Grosso et al., 2009 ; Djeddi et al., 2012 ; Ruiz-Navajas et al., 2012 ;
Nouasri et al., 2015 ; Zaiter et al., 2015 ; Khubeiz et Mansour, 2016 ; Salah-Fatnassi et al.,
2017 ; Labed et al., 2017 ; Boudoukha et al., 2018). La composition chimique d'autres especes
telles que S. corsica (Liu et al., 2007 ; Rossi et al., 2007), S. insularis (Cherchi et al., 2001 ;
Gnavi etal., 2010) et S. rosmarinifolia (Pala-Paul et al., 2001 ; loannou et al., 2007 ; Chibani
et al., 2013) a également été rapportée.

Les monoterpenes tels que le 1,8-cinéole, le camphre, I'artémisia cétone et le myrcene
sont les principaux composants des huiles essentielles isolées de certaines espéces de Santolina
poussant dans différentes régions du monde.

Inversement, seules cing études ont rapporté la composition chimique de I'huile
essentielle de S. africana. Fdil et al. (2011) ont comparé la composition chimique de trois
échantillons d'huile essentielle isolée & partir de différents organes de la plante (tiges, feuilles
et fleurs) de S. africana récoltés dans la région de Marrakech (Maroc). Les trois échantillons
présentent respectivement une composition dominée par des monoterpénes oxygéenés : camphre
(69,14% / 71,36% / 80,44%), bornéol (20,33% / 18,13% / 12,34%) et acétate de bornyle (7,08%
/ 8,12% / 3,50%). L’huile des tiges contient également des quantités appréciables en a-
humulene (3,14%), tandis que 1’huile essentielle des fleurs présente une teneur appréciable en
1,8-cinéole (3,32%).

Un autre échantillon d'huile des parties aériennes de la plante d'origine marocaine
présente une composition similaire. Elle comprend principalement du camphre (54,3%), du
bornéol (17,24%), de I'acétate de bornyle (8,61%) et du 1,8-cinéole (5,27%) (Lmachraa et al.,
2014).

Un échantillon d'huile essentielle d’origine tunisienne (tiges et feuilles) est caractérisé par
une teneur élevée en terpinéol-4 (54,96%), suivi par 1’a-terpinéol (14,06%) et le bornéol
(8,37%) (Attia et al., 2012).

Concernant S. africana d’origine algérienne, seules deux études sont rapportées dans la
littérature. Un échantillon (fleurs) récolté dans la région de Constantine (Algérie) est dominé
par l'acénaphténe (25,23%), le calaréne (21,54%) et I'ociméne (17,44%) (Derouiche et al.,
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2013). Une composition radicalement différente a été rapportée pour un échantillon d’huile
essentielle des parties aériennes récolté dans la méme région. Les composés majoritaires sont :
le B-eudesmol (14,58%) et le B-pinéne (12,78%), suivis par le 1,8-cinéole (10,02%), le
curcumene (7,96%), le myrcene (6,94%) et le spathulénol (5,96%) (Zaiter et al., 2015).

Enfin, une étude postérieure a notre article, est reportée dans la littérature. Les auteurs
décrivent la composition chimique d’une huile essentielle de parties aériennes fraiches récoltées
a Ichemoul dans la région de Batna. L’analyse de sa composition chimique par CPG-SM a mis
en évidence la présence majoritaire du B-pinene (11,65%), du germacréne D (10,33%), du 1,8-
cinéole (9,46%), du sabinéne (7,18%), de I’hedycaryol (5,79%), du a-bisabolol (5,63%) et du
a-curcumene (4,5%) (Boudjedjou et al., 2019).
11.5.1.2. Activités biologiques des huiles essentielles et des extraits

Certaines activités biologiques ont été rapportées pour les extraits ou les huiles
essentielles de S. africana, telles que l'activité antioxydante (Ben Mansour et al., 2011 ;
Derouiche et al.,, 2013 ; Béjaoui et al.,, 2017 ; Boudjedjou et al., 2019), l'activité
antimicrobienne (Derouiche et al., 2013 ; Boudjedjou et al., 2019), I'activité acaricide (Attia
et al., 2012) et I'activité antidiabétique (Béjaoui et al., 2017).

L'activité antimicrobienne de I'huile essentielle des fleurs de S. africana a été évaluée
contre quatre souches bactériennes a Gram positif (Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, S. epidermidis), quatre souches bactériennes a Gram negatif
(Escherichia coli, Pseudomonas aereginosa, Proteus vulgaris, Klebsella pneumoniae), deux
champignons (Aspergillus flavus et A. niger) et une levure (Candida albicans), en utilisant la
méthode de diffusion sur disque a des concentrations de 250, 500, 1000, 2000, 4000 et 8000
pg/ml. Les souches les plus sensibles sont E. faecalis, A. flavus, S. aureus et B. subtilis avec
des diamétres des zones d'inhibition variant entre 15,0 et 20,2 mm, mais a une concentration de
I’ordre de 8000 pg/ml (Derouiche et al., 2013).

Dans cette méme étude, les auteurs ont évalué également 1’activité antioxydante de ces
huiles essentielles en utilisant la méthode du piégeage du radical libre DPPH, a différentes
concentrations : 101,102, 103 et 10 M. IIs avancent que le pourcentage du piégeage du radical
DPPH le plus élevé est de 13,80% a la concentration de 101 M, un résultat nettement inférieur
comparé a la vitamine C (plus de 70%) utilisée comme standard (Derouiche et al., 2013).

L’activité antimicrobienne et antioxydante de I’huile essentielle des parties aériennes de
Santolina africana a également été demontrée Boudjedjou et al., 2019. Elle est notamment
active vis-a-vis de Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli, avec des diametres de zones

d’inhibition de I’ordre de 29,0 et 29,27 mm, respectivement. Is rapportent également une bonne
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activité antioxydante, avec un pourcentage d’inhibition variant entre 23,3 et 92,9% a des
concentrations de I’ordre de 0,28 a 18 mg/ml et une Clso 1,13 mg/ml.

L’activité antioxydante de 1’extrait hydro-éthanolique des inflorescences d'Ormenis
africana a été évaluée par la méthode du piégeage du radical libre DPPH et le radical ABTS™.
Les résultats obtenus ont révélé une activité antioxydante élevé avec une Clso de 1’ordre de
24,0+ 1,57 pg/ml et 2,137 £ 0,12 mM, respectivement ; comparable a celles du composé de
référence, BHT de I’ordre 8,31 £0,2 et 2,81 + 0,13 mM, respectivement (Ben Mansour et al.,
2011).

L’activité antioxydante de I’extrait hydro-méthanolique des parties aériennes d'Ormenis
africana a été évaluée également par Béjaoui et al., en 2017, en utilisant quatre méthodes :
capacité antioxydante totale, piégeage du radical libre DPPH, FRAP et le radical ABTS™". Ces
auteurs avancent une bonne activité antioxydante par I’ensemble des tests utilisés.

Béjaoui et al., (2017), ont étudi¢ également ’activité antidiabétique de 1’extrait hydro-
méthanolique des parties aériennes d’O. africana par sa capacité d’inhibition de I’a-amylase et
la a-glucosidase. Les résultats montrent que cet extrait a une activité inhibitrice
significativement plus élevée que celle de I'acarbose (standard) et cela a une concentration allant
de 60 a 80 mg/ml et une Clso estimée a 28,35 + 1,18 pg/ml, comparable a celle de l'acarbose
(Clso = 15,25 £ 1,42 pg/ml). De méme, ’inhibition de 1’a-glucosidase a atteint 98% a la
concentration de 100 mg/ml. A la concentration de 40 pg/ml, I’extrait a la méme capacité
inhibitrice que I’acarbose avec des valeurs respectives de 61 £+ 0,14% et 69 + 0,33%. Les valeurs
Clso de I'extrait et de 'acarbose sont comparable de I’ordre de 34,21 + 1,2 et 17,22 + 1,3 pg /ml,
respectivement.

L’activité acaricide de I’huile essentielle des parties aériennes (feuilles et tiges) de S.
africana récoltées dans la région de Téjrouine en Tunisie a été évaluée par Attia et al. (2012).
IIs ont démontré que la mortalité des acariens augmente avec la concentration en huile
essentielle, avec un pourcentage de 100% a une concentration de 1’ordre de 5,99 mg/ml et une
valeur de CLso de 2,35 mg/l. 1ls ont aussi rapporté une diminution de la fécondité observée aux

concentrations de 0,07 a 0,29 mg/I.
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I11. Cymbopogon schoenanthus
I11.1. Présentation de la plante

Le genre Cymbopogon, appartenant a la tribu des Andropogoneae, la famille des
Poaceae, est représenté par 56 especes (Mabberley, 1997), qui s'étendent sur les zones
tropicales et subtropicales d’Asie et d’ Afrique du nord (Shahi et Tava, 1993).

Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng. (= Andropogon schoenanthus L. Sp., =
Andropogon laniger Desf.) est une espece endémique commune dans tout le Sahara, largement
répandue dans les régions tropicales en Afrique du Nord et en Asie. On la trouve également en
Ethiopie, en Egypte, en Arabie Saoudite et dans I’ Asie désertique. Elle pousse par pieds isolés
dans les régions désertiques, semi-désertiques, ou semi-arides ou les précipitations sont faibles
(environ 100-150 mm par an). Cette plante se trouve sur les sols sablo-graveleux des lits d'oueds
non salins ainsi que dans les ravins des montagnes entre 800 et 2100 m (Ozenda, 1991 ; Quézel
et Santa, 1962 ; Le Floc’h, 1983 ; Sahki et Sahki, 2004). En dehors des périodes humides, la
plante se présente sous forme de paille jaunatre (Sahki et Sahki, 2004).

Noms vernaculaires

» Nom en frangais : Schoenanthe officinale, herbe a chameau, paille de la Mecque (IUCN,
2005)

» Nomen arabe : EI Lemad ou Idjhir (IUCN, 2005), Lemmadj, Mahareb, Adkhar (Quézel
et Santa, 1962).

111.2. Description botanique

Les especes du genre Cymbopogon, sont des plantes vivaces en touffes denses. L’¢épillet
est sessile sans nervures intracarinales ou a 2 nervures, mais sans fossette. L’ inflorescence est
en panicule enveloppée d'une spathe et comportant des paires de grappes pourvues d'une
spathéole a la base. Les épillets géminés sont par paire et différents : un sessile et aristé avec
un lemme et une fleur fertile (la fleur fertile est parfois remplacée par une neutre ou male dans
les épillets inférieurs de la grappe) et un pédonculé et sans aréte avec deux fleurs neutres ou
une fleur neutre et une (supérieure) male. En Algérie, ce genre est monotypique (Ozenda,
1991 ; Quézel et Santa, 1962).

L’espéce Cymbopogon schoenanthus, est une plante vivace et aromatique, formant des
touffes denses comprenant de nombreux rejets a souche aromatique. Les tiges (chaumes) sont
nombreuses et courtes de 20 a 50 cm, a 2-4 nceuds. Les feuilles sont étroites, coriaces, arquées

et a gaines dilatées. L’inflorescence est d'abord trés contractée, puis s'étalant en une panicule
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mélée de spathes. Les rameaux sont terminés chacun par une spathe d'ou sortent deux épis
velus-laineux qui sont formés a leur tour des épillets groupés par paires. Les grappes sont a
rachis et a pédoncules villeux sur un seul cété. Le lemme de la fleur fertile est nettement marqué,
bifide et portant une aréte grenouillée et glabre atteignant 10 mm de long (Ozenda, 1991 ;
Quézel et Santa, 1962). Sa floraison a lieu au printemps, généralement en mars et avril (IUCN,
2005).

111.3. Systéematique de Cymbopogon schoenanthus

Embranchement . Spermaphytes

Sous-Embranchement : Angiospermes

Classe . Monocots

Ordre . Poales

Famille . Poaceae

Genre . Cymbopogon

Espéce . Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng.

111.4. Usages thérapeutiques

Cymbopogon schoenanthus exhalant une odeur tres agréable, est utilisée en médecine
traditionnelle pour le traitement des rhumatismes et de la fiévre. Cette plante est également
conseillée dans les infections urinaires, dans le traitement de la goutte, I'inflammation de la
prostate, les maladies du rein et les douleurs d'estomac. Elle est utilisée comme diurétique pour
réduire les spasmes intestinaux et agit contre les intoxications alimentaires, lI'anorexie et les
troubles digestifs. La decoction de la plante soulage les maux de reins et inhibe la formation de
calculs rénaux. Elle sert également a parfumer le thé facilitant en méme temps la digestion (Le
Floc’h, 1983 ; ElI Ghazali et al., 1997 ; Sahki et Sahki, 2004 ; ITUCN, 2005). La plante
(rhizome, feuilles et tiges) est considérée comme tonique, antispasmodique, anti-paludisme et
elle est conseillée contre la névralgie, la fievre et la toux chez les nourrissons et les enfants
(Marwat et al., 2009). Elle est conseillée également contre les douleurs osseuses et articulaires,
le rhumatisme, la fiévre, 1’aérophagie, la flatulence, la mauvaise haleine et I’incontinence
urinaire (Hammiche et Maiza, 2006).

Dans la région de Djanet (Algérie), la plante est particulierement appréciée pour ses
vertus médicinales et est bien connue pour redonner I'appétit. En infusion, elle est employée
pour son action diurétique, et en décoction pour guérir les troubles intestinaux et les

intoxications alimentaires, elle aide aussi a la digestion (IUCN, 2005).
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Photographies

Photo 1: Inflorescence de Cymbopogon schoenanthus Photo 2 : Pied de Cymbopogon schoenanthus
(Station de Bécharle 12/04/2019) (Station de Béchar le 12/04/2019)

Photo 3 : Pied de Gymbopogon schoenanthus Photo 4 : Vue rapprochée d’un pied de Gymbopogon
(Station de Ghardaia le 22/04/2016) schoenanthus (Station de Béchar le 12/04/2019)

Photo 5 : Plusieurs pieds de Gymbopogon schoenanthus (Station de Béchar le 12/04/2019)
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I11.5. Métabolites secondaires de Cymbopogon schoenanthus
111.5.1. Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique de I’huile essentielle de 1I’espéce Cymbopogon schoenanthus
a été largement étudié révélant une grande variabilité de ces composés ainsi que de leurs
teneurs, généralement caractérisée par des pourcentages élevés de composés monoterpéniques
possédant un squelette de type p-menthane, tels que : la pipéritone, le 2-carene et le limonéne.

L’une des premicéres études menées sur la composition chimique de I’huile essentielle
de I’espece C. schoenanthus, a été réalisee par Shahi et Tava en 1993, sur un échantillon de
feuilles récoltées en Inde. Le limonene (19,54%) est le composé majoritaire, suivi du camphéne
(7,98%). D’autres monoterpénes sont présents en quantités appréciables, a savoir : a-pinéne
(2,86%), myrceéne (2,52%), bornéol (2,13%) et a-terpinéol (2,68%). L'élémol (4,52%), l'a-
cadinol (3,38%), le t-cadinol (2,74%) et le t-muurolol (2,20%) sont les principaux
sesquiterpénes oxygeénés présents en teneurs appréciables. Ces auteurs ont pu isolés et identifiés
également une serie de cétones méthyles telles que le 2-nonanone (2,58%), le 2-undécanone
(14,68%) et le 2-tridécanone (3,77%).

Les composés majoritaires de I’huile essentielle des feuilles et des fleurs de C.
schoenanthus prélevées au Burkina Faso sont respectivement : la pipéritone (59,1 et 55,6%) et
le 6-2-caréne (22,3 et 16,8%), suivi de limonene (3,9 et 3,1%), trans-p-menth-2-en-1-ol (1,1 et
0,2%), a-terpinéol (1,1 et 1,0%), élémol (5,8 et 8,1%) et y-eudesmol (1,1 et 2,5%) (Menut et
al., 2000).

Une autre étude menée sur un échantillon des parties aériennes de C. schoenanthus
cultivé au Togo révéle une huile essentielle principalement dominée par la pipéritone (68%),
suivie de 2-caréne (16,48%), de limonéne (2,29%) et de B-caryophylléne (1,10%) (Koba et al.,
2004). Une année plus tard, et dans la méme région (Togo), Ketoh et al. (2005 et 2006),
viennent confirmer ces résultats en rapportant une composition riche en pipéritone (69,0%,
61,0%) et en 2-caréne (17,0%, 23,4%) suivie de 1’élémol (5,8%, 1,1%), du limoneéne (2,15%,
0,2%) et du B-caryophyllene (1,10%, 1,04%), respectivement. Durant la méme année, une
composition similaire de 1’huile essentielle de C. schoenanthus originaire du Togo a été raporté
par Gbogbo et al. en 2006. En effet, le constituant majoritaire est la pipéritone (69,01%) suivi
du 2-carene (16,90%), del'élémol (5,76%) et du limonene (2,15%).

Onadja et al. (2007), ont analysé un échantillon d’huile essentielle des feuilles de C.
schoenanthus récoltées au Burkina Faso en juillet. Les composés identifiés sont la pipéritone
(42%), le 6-2-caréne (8,2%), 1’¢1émol (6,2%), le B-eudesmol (1,8%), le limonéne (1,5%), le 1-

muurolol (1,1%), et I’a-eudesmol (1,0%).
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Khadri et al. (2008), ont rapporté la composition chimique de I’huile essentielle des
feuilles et des racines de C. schoenanthus récoltées dans trois localités en Tunisie. Les
constituants majoritaires sont le limonéne (10,5 a 27,3%), le B-phellandréne (8,2 a 16,3%), le
d-terpinene (4,3 & 21,2%), I’a-terpinéol (6,8 a 11,7%), le B-eudesmol (0,2-14,2%), le juniper
camphor (2,7-8,2%), la valencene (0,2-7,2%), I’a-cadinene (tr-6,0%), 1’a-eudesmol (0,3-5,5%),
le 6-cadinéne (0,2-5,4%), I’é1émol (0,3-4,6%), le germacrene B (0,4-4,5%), le y-cadinéne (0,7-
4,2%) et I’a-sélinéne (0,2-4,1%).

Un autre échantillon d’huile essentielle des feuilles de C. schoenanthus originaire du
Bénin a fait I’objet d’une étude de la composition chimique par Alitonou et al. (2012). La
pipéritone (68,4%) et le 5-2-caréne (11,5%) sont les composés majoritaires, suivis de I’élémol
(3,9%), de I’a-eudesmol (4,6%) et du limonene (2,2%). De méme, I’huile essentielle des feuilles
fraiches de C. schoenanthus récoltées au Bénin, est caractérisée par des teneurs élevées en
pipéritone (60,3%), suivie de : 2-caréne (13,0%), limonéne (6,4%), B-eudesmol (3,1%), trans-
p-mentha-2,8-diénol (1,8%), cis-p-mentha-2,8-diénol (1,3%) et t-eudesmol (1,1%) (Kpoviessi
et al., 2014). Une autre étude menée par Bossou et al. (2015) dans la méme région (Bénin) a
montré une composition tres similaire, a savoir : la pipéritone (58,9%), le 6-2-carene (15,5%),
I’élémol (5,3%), le limonéne (3,6%), 1’a-eudesmol (2,1%). lls rapportent également des teneurs
appréciables en composés suivants : cis-p-menth-2-en-1-ol (1,4%), a-terpinéol (1,5%), E-
caryophylléne (1,1%), y-eudesmol (1,1%), éremoligénol (1,9%), p-eudesmol (1,2%) et une
faible teneur en trans-p-menth-2-en-1-ol (0,7%).

En 2016, Hashim et al. ont rapporté 8 composés majoritaires dans I’huile essentielle de
C. schoenanthus originaire d’Arabie Saoudite, a savoir : pipéritone (14,6%), cyclohexane
méthanol (11,6%), B-élémene (11,6%), a-eudesmol (11,5%), élémol (10,8%), B-eudesmol
(8,5%), 2-naphtaléne méthanol (7,1%) et y-eudesmol (4,2%).

Pavlovi¢ et al., 2016, ont analysé des huiles essentielles des tiges seéchées et des
inflorescences de C. schoenanthus récoltées au Soudan. Les résultats révélent une composition
riche en piperitone (47,7-71,5%), suivie de l'intermedéol (6,1 a 17,3%), du 6-2-carene (4,5 a
10,0%) et de I'élémol (2,7 a 9,0%). Au cours de la méme année, une autre étude menée sur un
échantillon d’huile essentielle de C. schoenanthus originaire également du Soudan a montré
une composition dominée par la pipéritone (18,48%) suivie de 1’élémol (18,33%), I’eudesm-
7(11)-en-4-ol (17,09%), I’a-eudesmol (10,69%) le bulnésol (7,08%) et 1’y-eudesmol (5,80%)
(Yagi et al., 2016).

Paradoxalement, certains auteurs rapportent des compositions radicalement différentes.

Un échantillon d’huile essentielle de C. schoenanthus originaire du Brésil a été analysé par
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Katiki et al. en 2011 et en 2012. Le géraniol (59,42% ; 62,5%), le géranial (13,49% ; 12,5%)
et le néral (8,98% ; 8,2%) sont les principaux composeés, suivis du citronellol (3,18% ; 3,8%),
de I’acétate de géranyle (4,80% ; 2,0%) et du E-caryophyllene (2,19% ; 3,4%), respectivement.
Un autre échantillon de I’huile essentielle des feuilles et des inflorescences de C. schoenanthus
récoltées a Burkina Faso, est caractérisé par une forte teneur en 1,8-cinéole (50,2%), suivi du
camphre (13,5%). D’autres constituants sont présents en quantités appréciables : a-terpinéol
(6,5%), B-pinene (5,7%), trans-a-bergamotene (2,8%), a-pinéne (2,7%), 6-cadinéne (2,5%),
myrcéne (2,1%), limonéne (1,9%), B-caryophylléne (1,9%), sabinéne (1,5%), cis-p-menth-2-
en-1-ol (1,4%), terpinéol-4 (1,3%) (Gbenyediji et al., 2014). Enfin, Andola et Maithani en
2018 rapportent la composition des huiles essentielles des parties aériennes (plante spontanée
et cultivée) de C. schoenanthus récoltées en Inde. Les composés majoritaires identifiés
sont respectivement : cis-hydrate de sabinene (30,1 et 31,6%), trans-hydrate de sabinene (17,0
et 14,5%), cis-pipéritol (9,6 et 18,5%), a-terpinolene (11,0 et 7,9%), trans-pipéritol (8,5 et
7,2%), pipéritone (2,7 et 3,7%), limonéne (3,2 et 3,8%) et p-cymene (4,5 et 4,3%).

Concernant le Cymbopogon schoenanthus originaire d’Algérie, la composition
chimique de I’huile essentielle est décrite dans cinq publications. Les composés identifiés sont
principalement des dérivés p-menthaniques, suivi du B-élémol et de sesquiterpenes présentant
le squelette de type eudesmane. Certaines compositions ponctuellement atypiques sont
également citées.

Sousa et al. en 2005 ont analysé la composition chimique d’une huile essentielle extraite
par COz supercritique, d’un échantillon de C. schoenanthus récolté en Algérie. lls ont rapporté
une composition dominée par le cis-p-menth-2-en-1-ol (17,78%), I'élémol (13,71%), le trans-
p-menth-2-en-1-ol (10,83%), le cis-pipéritol (9,14%) suivi du trans-pipéritol (6,26%), de 1’a-
terpinéol (5,59%), du cis-triménal (3,79%), du limonéne (2,40%) et du y-eudesmol (2,23%).

En 2009, Bouchikhi Tani et al. rapportent que I’huile essentielle des feuilles de C.
schoenanthus provenant de Ain Sefra (Ouest d’ Algérie) renferment les composés suivants : Cis-
p-menth-2-en-1-01 (18,6%), trans-p-menth-2-en-1-ol (9,5%), élémol (7,4%), pipéritone
(7,2%), limonene (7,0%), p-cymeéne (5,9%), y-terpinene (5,1%), trans-pipéritol (4,9%), a-
eudesmol (3,7%) et y-eudesmol (3,1%).

En 2015, Hadef et al. ont ¢tudié la composition chimique d’une huile essentielle des
feuilles de C. schoenanthus recoltées a Tébessa (Nord-est d’Algérie). Ils rapportent une
composition similaire : cis-p-menth-2-en-1-01 (15%), trans-p-menth-2-en-1-ol (13%), B-
élemol (10%), cis-p-menth-1-en-3-o0l (8%), trans-p-menth-1-en-3-ol (9%), 2-caréne (7%),
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limonéne (5%), B-phellandréne (5%), a-phellandrene (3%), p-cymeéne (2%), p-menth-4(8)-en-
3-one (2%), isolongifolan-8-ol (2%) et y-cadinene (2%).

Par ailleurs, I’huile essentielle d’un échantillon des parties aériennes de C. schoenanthus
originaire de I’Illizi (Sud-est d’ Algérie), présente une composition caractérisée par des teneurs
élevés en pipéritone (63,35%) suivie de 2-caréne (4,9%), du B-eudesmol (9,3%) et de 1’élémol
(6,9%). Ils avancent également des teneurs appréciables en limonéne (1,41%), en a-terpinéol
(1,45%), en 10-épi-y-eudesmol (1,27%), et en a-eudesmol (1,88%) (Hellali et al., 2016).

Toujours dans le sud de 1’ Algérie, a Ghardaia, Kadri et al. (2017), rapportent un profil
chimique de I’huile essentielle des parties aériennes de C. schoenanthus également tres
différent, constitué principalement de guaiol (20,44%), du cis-p-terpinéol (16,23%), de
I’hinésol (10,55%), du cis- hydrate de sabinene (9,98%) et du 4-caréne (7,70%), suivis du 6-
sélinene (2,42%), de 1’eucalyptol (1,86%), de 1’agarospirol (1,79%). Inversement, 1’huile
essentielle des racines présente une composition dominée par une teneur élevée en agarospirol
(14,21%), en cis-p-terpinéol (12,61%), en 4-carene (6,92%), en cis-hydrate de sabinéne
(6,62%) et en guaiol (5,88%), suivis du limonéne (2,04%), du 2-cyclohexen-1-ol (3,31%) et de
sélina-6-en-4-ol (2,22%).

Enfin, tres récement, Aous et al. en 2019 ont étudié la composition chimique de 1’huile
essentielle des parties aériennes de C. schoenanthus récoltées dans six régions du Sahara
algérien (Béchar, Ghardaia, El Menia, Ouargla, Djanet et Tamanrasset). L’analyse statistique a
montré ’existence de trois groupes. Les composés majoritaires du groupe | sont : 2-carene
(13,4-20,4%), limonene (8,7-13,0%), cis-p-menth-2-en-ol (12,1-15,1%), trans-p-menth-2-en-
ol (8,4-9,2%), cis-pipéritol (3,3-6,9%), trans-pipéritol (5,4-6,6%), élémol (4,9-9,6%) et B-
eudesmol (2,8-9,6%). Le groupe Il (échantillon de Quargla) contient les mémes composés
majoritaires que le groupe I a 1’exception du limonéne qui est totalement absent dans cet
échantillon. Ce groupe différe par sa teneur appréciable en B-phellandréne (jusqu’a 8,0%) qui
est totalement absent dans le groupe I. En revanche, les échantillons du groupe 111 (Djanet et
Tamnrasset) sont trés riches en pipéritone (55,1-63,2%), suivie de 2-caréne (9,3-16,7%) et de
1’élémol (4,8-9,5%).

111.5.2. Activités biologiques des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus

Certaines activités biologiques ont été rapportées pour les huiles essentielles de 1’espece
Cymbopogon schoenanthus, telles que les activités : antioxydante (Khadri et al., 2008 ; Hellali
et al., 2016 ; Aous et al., 2019), antimicrobienne (Koba et al., 2004 ; Gbogbo et al., 2006 ;
Alitonou et al., 2012 ; Hellali et al., 2016 ; Hashim et al., 2016 ; Yagi et al., 2016 ; Kadri et
al., 2017; Aous et al., 2019), antiproliférative (Yagi et al., 2016), anti-cholinestérase (Khadri
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et al., 2008), insecticide (Ketoh et al., 2002 ; 2005 et 2006, Koba et al., 2007 ; Bouchikhi
Tani et al., 2009 ; Gbenyedji et al., 2014 ; Bossou et al., 2015 ; Aous et al., 2019),
anthelminthique (Katiki et al., 2011 ; 2012 ; Kpoviessi et al., 2014), acaricide (Alitonou et al.,
2012) et spasmolytique (Pavlovi¢ et al., 2016).

Koba et al. en 2004, ont évalué 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles d’un
échantillon récolté dans la région du Togo riche en pipéritone (68%), vis-a-vis de sept souches
fongiques (Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Malassezia pachydermatis et Aspergillus
fumigatus) et sept souches bactériennes (3 souches de Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
cepaci, et 3 souches de Staphylococcus intermedius). lls ont constaté que toutes les souches
microbiennes testées se sont révélées résistantes a cette huile essentielle, avec des CMIs
supérieurs a 500 pl/ml.

Gbogbo et al. (2006), ont évalué I’activité antifongique de 1’huile essentielle de C.
schoenanthus vis-a-vis de cinq souches microbiennes, a savoir: Alternaria alternata,
Aspergillus flavus, Bipolaris maydis, Fusarium oxysporum, et Nigrospora oryzae. Les résultats
obtenus montrent qu’a la concentration de 1,14 ul/ml, I’inhibition de la croissance des souches
a atteint les 100%, a I’exception de la souche Nigrospora oryzae, avec un pourcentage
d’inhibition de I’ordre de 96%.

Alitonou et al. (2012), ont réalisé une étude sur le pouvoir antimicrobien de I'huile
essentielle de C. schoenanthus également riche en pipéritone (68,4%), vis-a-vis de deux
souches bactériennes, Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Ils avancent une activité
modérée avec une CMI de I’ordre de 2,63 £ 0,16 mg/ml.

L'activité antimicrobienne de I'huile essentielle des parties aériennes de C. schoenanthus
récoltées dans la région d’Illizi (Algérie) riche aussi en pipéritone (63,35%), a été évaluée par
la méthode de diffusion sur disque. Les résultats obtenus révelent une bonne sensibilité
d’Enterococcus faecium (21 + 1,4 mm), de Staphylococcus aureus (19,5 = 0,7 mm) et
d’Escherichia coli (15 + 1,4 mm). En revanche, cette huile essentielle s’est avérée moins active
vis-a-vis de Salmonella typhimurium (10,5 + 0,7 mm), de Streptococcus agalactiae (12,75 +
0,3 mm) et de Candida albicans (12 + 1,4 mm) (Hellali et al., 2016).

L’activité antimicrobienne de 1’huile essenticlle de C. schoenanthus a été testée
également par Hashim et al. en 2016, contre dix souches bactériennes en utilisant la méthode
de diffusion sur disque. Les résultats obtenus montrent un effet inhibiteur sur cing souches
testées, dont trois bactéries a Gram positif (Staphylococcus saprophyticus (10 + 0,19 mm),
Staphylococcus aureus (12,5 = 0,6 mm) et Staphylococcus aureus (SARM) (11 + 0,4 mm)) et
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deux bactéries & Gram négatif (Escherichia coli (15 + 0,2 mm) et Klebsiella pneumoniae (14 £
0,16 mm)). Aucune activité antimicrobienne n'a été observée contre Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Enterococcus faecium et E. faecalis. La
concentration minimale inhibitrice a été évaluée pour les cing souches bactériennes ayant
montrées une sensibilité a 1’huile essentielle. Les plus faibles CMIs sont obtenues pour S.
aureus (MSSA) et K pneumoniae, avec une valeur égale a 2,3 pg/ml, suivi de S. aureus (SARM)
(4,69 pg/ml), E. coli (9,37 pg/ml) et S. saprophyticus (>150 ug/ml) qui s’est avérée la plus
résistante.

Au cours de la méme année Yagi et al. (2016), ont évalué aussi D’activité
antimicrobienne de I’huile essenticlle de C. schoenanthus, vis-a-vis de quatre souches
bactériennes. lls avancent des CMIs trés faibles de 1’ordre de 16 pug/ml pour E. coli, B. subtilis
et S. aureus. En revanche la souche bactérienne P. aeruginosa, n’as pas montré une sensibilité
vis-a-vis de I’huile essentielle avec une CMI supérieure a 1000 pg/ml.

Kadri et al. en 2017 ont testé I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de C.
schoenanthus vis-a-vis de cing souches bactériennes a Gram négatif (P. aeruginosa, V.
cholerae, S. enterica, S. marcescen et E. coli) et cing souches bactériennes a Gram positif (M.
luteus, S. epidermidis, S. aureus, E. faecalis et B. cereus). lls rapportent que S. aureus s’est
montrée la plus sensible, avec un diamétre de la zone d’inhibition de I’ordre de 16,23 + 0,25
mm.

L’activité antimicrobienne a été évaluée aussi par Aous et al. en 2019. Ils ont rapporté
que les six échantillons testés sont tres actifs vis-a-vis des micro-organismes testés, a savoir :
S. aureus (22 + 0,3 a2 32 + 1,8 mm), B. subtilis (11 + 0,1 4 25 £ 0,9 mm), E. coli (15 + 0,3 a 27
+ 0,7 mm) et C. albicans (28 £ 1,3 a 38 £ 0,7 mm).

Par ailleurs, Khadri et al. en 2008, ont évalué I’activité antioxydante de I’huile
essentielle de C. schoenanthus de trois échantillons (feuilles fraiches, feuilles seches, et racines
séches) récoltés dans trois localités différentes en Tunisie selon deux méthodes : le test du
piégeage du radical libre DPPH et le test du blanchissement du S-caroténe. A 2 pl/ml, les huiles
essentielles des feuilles fraiches et séches et des racines seches ont montré le plus fort pouvoir
antioxydant avec un pourcentage d’inhibition de 1’ordre de 73,8 +2,1% ; 67,3 + 17,5% et 61,0
+ 5,6%, respectivement. Ces valeurs étaient comparables a celles obtenues avec les standards
utilisés, a savoir : le carvacrol 87,4 £ 1,5% ; la verbénone 77,1 + 0,5% et le BHT 100 + 0,0%.
Concernant le test du blanchiment du g-caroténe, les résultats obtenus montrent des Clso variant
entre 0,47 a 1,19 mg/ml. L’échantillon de I’huile essentielle des feuilles fraiches s’est révélé le

plus actif avec une Clso de 1’ordre de 0,47 + 0,04 mg/ml.
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Récemment Hellali et al. en 2016, ont également évalué I’activité antioxydante de
I'nuile essentielle des parties aériennes de C. schoenanthus riche en pipéritone (63,35%), en
utilisant trois méthodes : DPPH, ABTS et FRAP. Les résultats obtenus révelent des Clso de
I’ordre de 44,21 + 3,78 mg/ml et de 18,91 £ 0,17 mg/ml, respectivement.

Trés recemment, Aous et al. (2019) ont testé 1’activité antioxydante de six échantillons
d’huile essentielle de C. schoenanthus récoltés dans la région du Sahara algérien (Béchar,
Ghardaia, EI Menia, Ouargla, Djanet et Tamanrasset) par la méthode du piégeage du radical
libre DPPH. Les résultats obtenus révelent un faible pouvoir antioxydant, avec des pourcentages
d’inhibition allant de 4,4 a 21,1% a des concentrations variant entre 100 et 2000 mg/1.

Par ailleurs, Ketoh et al. en 2002, ont évalué I'activité insecticide de I'huile essentielle
de C. schoenanthus a différents stades du développement de Callosobruchus maculatus. Ils ont
constaté que les taux de mortalité augmentaient rapidement avec les concentrations de I’huile,
atteignant une CLso de 100% a une concentration de 0,67 pl/l. Ces mémes auteurs rapportent
en 2005, qu’apres exposition a l'huile essentielle de C. schoenanthus, tous les adultes de C.
maculatus sont morts dans les 24 heures & une concentration de 33,3 pl/l. Une année plus tard
en 2006, ces auteurs ont comparé 1’activité insecticide de 1’huile essentielle de C. schoenanthus
(dont le composé majoritaire est la pipéritone a 61%) avec la pipéritone. Ils rapportent que la
pipéritone était plus efficace contre les adultes de C. maculatus avec une valeur de CLso de
I’ordre de 1,6 ul/l par rapport a I’huile essentielle (CLso = 2,7 pl/l).

Koba et al. en 2007, ont testé 1’activité insecticide de I’huile essentielle de C.
schoenanthus in vitro, vis-a-vis de I’espece de termite Trinervitermes geminatus. Ils avancent
qu’a la dose de 11,75x107?ul/ml, une mortalité de 100% a été obtenue aprés une durée de 2h30,
des résultats trés intéressants par comparaison avec ceux obtenus avec le pesticide commercial
(Dursban) utilis¢é comme témoin positif qui atteint ce taux de mortalité qu’apres 5 heures.

Bouchikhi Tani et al. (2009), ont évalué ’activité insecticide de I’huile essentielle de
C. schoenanthus vis-a-vis de la mite Tineola bisselliella. lls avancent un effet 1étal de ’huile
essentielle sur les adultes et une inhibition de la reproduction (diminution de la fécondité) avec
une DLsode I’ordre de 1,09 pl.

Gbenyedji et al. (2014), ont évalué I’activité insecticide de 1’huile essentielle de C.
schoenanthus vis-a-vis de I’espéce de termite Amitermes evuncifer Silvestri. lls ont rapporté
que I’effet de I’huile augmentait avec la concentration, atteignant un taux de mortalité de 75 et
78% aux concentrations respectives de 0,5 et 1 mg/cm?, tandis qu’un taux de mortalité de 100%

a été observé a la concentration de 2 mg/cm?.
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Bossou et al. (2015), ont évalué également I’activité insecticide de I’huile essentielle de
C. schoenanthus vis-a-vis de Tribolium castaneum. La valeur de CLso obtenue apres 24 heures
était de 2,1 ml/l. En outre, une mortalité de 75%, a été observée a une concentration de 4 ml/I.

Enfin, Aous et al. en 2019, ont montré que les échantillons de Tamanrasset et de Djanet
riches en pipéritone, ont un fort pouvoir insecticide, avec un taux de mortalité vis-a-vis de
I’espéce Callosobruchus maculatus, de 1’ordre de 100% et 99,2% a la concentration de 142,86
ul/l, respectivement, aprés 24 heures d’exposition. Par contre, les quatre autres échantillons qui
contiennent des quantités assez importantes en cis et trans-p-menth-2-éne-1-ol, ont montre, a
la méme concentration, des taux de mortalité allant de 55,0 & 74,2% aprés 48 heures
d’exposition.

Concernant les propriétés anti-cholinestérase, une étude menée par Khadri et al., (2008)
a montré un effet inhibiteur intéressant de I'acétylcholinestérase avec une Clso de I’ordre de
0,26 mg/ml pour I’huile essentielle des feuilles fraiches de C. schoenanthus, suivi de celle des
racines avec une Clso de 0,27 et 0,32 mg/ml, récoltées dans deux stations différentes.

L'activité anthelminthique de I’huile essentielle de C. schoenanthus a été évaluée in vitro
contre les deux nématodes appartenant a la famille des Trichostrongylidés (nématodes gastro-
intestinaux) de mouton par le biais de quatre tests : le dosage de 1'éclosion des ceufs (DEO), le
test d’inhibition du développement larvaire (IDL), le test d’inhibition de la croissance des larves
(ICL) et le test d'inhibition de I'alimentation larvaire (IAL). Les résultats obtenus ont montré
une activité élevée de I’huile essentielle avec des CLso de 1’ordre 0,045 mg/ml (DEO), 0,063
mg/ml (IDL), 24,66 mg/ml (ICL) et 0,009 mg/ml (IAL) (Katiki et al. 2011). Une année plus
tard, ces mémes auteurs ont évalué ’activité anthelminthique in vivo sur des moutons. Aucun
résultat intéressant n’a été observé pour I’huile essentielle de C. schoenanthus vis-a-vis du
parasite Haemonchus contortus (Katiki et al., 2012).

Kpoviessi et al., 2014 ont évalué également I’activité antiparasitaire de 1’huile
essentielle de C. schoenantus vis-a-vis de Trypanosoma bruceibrucei et Plasmodium
falciparum. Les résultats révelent un effet plus fort contre Trypanosoma bruceibrucei avec des
valeurs de Clso de I’ordre de 2,10 £ 0,89 pg/ml contre 43,15 £ 13,19 ug/ml pour Plasmodium
falciparum. Dans cette méme étude, la cytotoxicité de I’huile essentielle a été également
évaluée sur des cellules de I’ovaire du hamster chinois et sur une lignée cellulaire de fibroblastes
humains non cancéreuse (WI38). Les résultats ont montré que 1’huile essentielle présente une
faible cytotoxicité avec une Clso> 50 pug/ml.

Alitonou et al. en 2012, ont étudié ’activité acaricide de I’huile essentielle de C.

schoenanthus vis-a-vis de la tique tropicale Amblyomma variegatum. Les résultats obtenus ne
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révélent aucun effet sur la tique, et cela pour les concentrations de 2, 4 et 6 pl, tandis qu'un
faible pourcentage du taux de mortalité (environ 30%) a été remarqué a la concentration de 8
ul d’huile essentielle.

Yagi et al. en 2016, ont évalué I’activité antiproliférative des huiles essentielles de C.
schoenanthus sur des lignées cellulaires humaines (MCF7, MDA-MB231, HT29 et HCT116).
Les résultats ont révélé une activité antiproliférative intéressante contre les lignées cellulaires
HCT116 et HT29 avec des valeurs de Clso comprises de I’ordre de 19,16 et 23,41 pg/ml,
respectivement en comparaison avec les huiles essentielles d’autres plantes.

Enfin, I’activité spasmolytique de I’huile essentielle de C. schoenanthus a été testée a
I’aide de trois modeles expérimentaux différents : contre les contractions spontanées, les
contractions induites avec 1’acétylcholine et les contractions induites avec le chlorure de
potassium (KCI) sur I'iléon isolé du rat. Les résultats révelent une activité spasmolytique forte
et dépendante de la dose. En effet, I’HE a une concentration de 130 pg/ml est capable d’inhiber
les contractions spontanées (105,23 £ 29,56%) au méme degré que l'effet relaxant maximal de
I'atropine obtenu a une concentration de 6,4 uM. L'effet spasmolytique de I’'HE sur les
contractions induites par l'acétylcholine est trés puissant a 120 pg/ml, et supprime
complétement I’effet contractile de 1’acétylcholine. Enfin, concernant les contractions induites
avec KCI1 (80 mM), I’huile essentielle a montré un effet inhibiteur de 19,67 + 20,26% a une
concentration de 30 pg/ml (Pavlovi¢ et al., 2016).

111.5.3. Activités biologiques des extraits de Cymbopogon schoenanthus

Khadri et al. (2010) ont testé les activités antioxydante, anti-acétylcholinestérase et
antimicrobienne de 1’extrait aqueux, de ’extrait riche en pro-anthocyanidines et des extraits
organiques (hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle, méthanol) de Cymbopogon
schoenanthus provenant de trois stations différentes dans le sud de la Tunisie. L'activité
antioxydante a été mesurée par le test du DPPH et le blanchiment du S-carotene. Le test du
DPPH a montré que I'extrait de pro-anthocyanidine présentait la meilleure activité antioxydante
avec une Clso allant de 16,4 a 26,4 pug/ml. De méme, pour le test du blanchiment du S-caroténe,
le pouvoir antioxydant le plus important est obtenu avec I'extrait de pro-anthocyanidine, avec
une Clso de ’ordre de 0,11 mg/ml. La plus grande activité inhibitrice de l'acétylcholinestérase
a été observée avec les extraits d’acétate d'éthyle et du méthanol avec une Clso de 0,23 mg/ml.
Quant a Pactivité antimicrobienne, I’extrait riche en pro-anthocyanidine s’est montré le plus

efficace contre Streptococcus sobrinus avec une CMI de I’ordre de 4 mg/ml.
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Dans une étude menée par Ben Othman et al. en 2013, sur le potentiel préventif de
I’extrait éthanolique de C. schoenanthus contre les troubles du stress in vitro et in vivo, rapporte
que cet extrait avait un effet anti-stress comparable a celui des antidépresseurs traditionnels.

Sabry et al. en 2014, ont testé 1’activité antimicrobienne de différents extraits (aqueux,
méthanolique, d’acétate d'éthyle et du n-butanol) des feuilles de C. schoenanthus vis-a-vis de
17 souches fongiques et trois bactéries. Les extraits organiques se sont avérés les plus actives.
Cependant, les champignons se sont montrés les plus sensibles.

En 2017, Kadri et al. ont déterminé 1’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de
C. schoenanthus par le test du piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus révelent
une faible activité, avec une Clso de I’ordre de 168,28 pg/ml, par comparaison avec de I’acide

ascorbique utilisé comme standard (Clso = 62 pg/ml).
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Chapitre Il : Les différentes techniques d’extraction et d’analyse des

constituants d’un mélange naturel

I. Techniques d’extraction des constituants d’un mélange naturel

Les huiles essentielles représentent une petite fraction de la composition d'une plante mais
lui conferent les propriétés caractéristiques pour lesquelles les plantes aromatiques sont utilisées
dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires. Bien qu'il semble
relativement simple d'isoler de telles huiles, la composition de ces derniéres peut varier dans
une large mesure en fonction de la méthode d'extraction utilisée (Anitescu et al., 1997 ; Cassel
et al., 2009). Ainsi, il est important que la proportion naturelle des composants soit maintenue
pendant I'extraction des huiles essentielles des plantes par toutes méthodes employées. A cet
égard, de nombreuses méthodes d'extraction ont été développées pour récupérer ces huiles,
plusieurs auteurs classifient ces dernieres en deux groupes : Les méthodes conventionnelles
aussi nommees classiques et les méthodes innovantes.
I.1. Les méthodes conventionnelles
1.1.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est 1'une des méthodes d'extraction les plus anciennes et la plus

couramment utilisée pour I'extraction des huiles essentielles (Meyer-Warnod, 1984). Cette
méthode consiste a immerger le matériel végétal dans de 1’eau, le mélange est ensuite chauffé
a ébullition, a pression atmosphérique et sous ’action du chauffage, les molécules odorantes
contenues dans les cellules végétales sont libérées sous la forme d'un mélange azéotropique.
Bien que la plupart des composants aient des points d'ébullition supérieurs a 100 °C, ils sont
mécaniquement entrainés par la vapeur d'eau. Le refroidissement par condensation conduit a la
séparation du mélange eau et huile essentielle par décantation. Le systeme « Clevenger »
préconiseé par la troisiéme édition de la Pharmacopée Européenne pour la détermination des
rendements en huiles essentielles permet le recyclage de la phase aqueuse du distillat a travers
un systéme de cohobation. Ainsi, I'eau et les molécules volatiles (huile essentielle) sont séparées

par leurs différences de densité (Clevenger, 1928 ; Asbahani et al., 2015).
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Figure 1
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Figure 1 : Description schématique du systeme d'extraction par hydrodistillation

I.1.2. Entrainement a la vapeur d’eau

Cette méthode a les mémes principes que I'nydrodistillation, sauf que le matériel végétal
n’est pas en contact direct avec de 1’eau, la génération de vapeur se produit en dehors de
I'alambic de distillation (Masango, 2005). Le processus d'extraction fonctionne de telle sorte
que l'application de vapeur combinée a la pression atmosphérique permet aux huiles essentielles
contenues dans le matériel végétal d’étre entrainée a une température inférieure a 100 °C
(Masango, 2005 ; Rojas et Buitrago, 2015).
1.1.3. Le pressage a froid

L'expression ou pressage a froid est une méthode d'extraction trés ancienne et est utilisée
presque exclusivement pour la production d'huiles essentielles de fruits d'agrumes car les
glandes contenant les huiles essentielles sont localisées dans la partie externe du fruit (flavédo).
Cette methode fait référence a tout processus mécanique (compression, perforation) au cours
duquel ont fait éclater les poches qui sont situées a la superficie de I’écorce de ces fruits. Ce
processus aboutit a la production d'une émulsion aqueuse, qui est ensuite centrifugée pour
séparer I'huile essentielle (Bousbia et al., 2009). La raison de I'extraction des huiles essentielles
d'agrumes a l'aide de méthodes mécaniques est l'instabilité thermique des aldéhydes presents
(Preedy, 2015). L’huile obtenue a partir de cette méthode est trés utilisée dans les industries
alimentaires (comme ingrédients aromatisants ou additifs), pharmaceutiques et cosmétiques

(Asbahani et al., 2015).
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1.2. Les méthodes innovantes

En général, des méthodes d'extraction conventionnelles telles que la distillation a la
vapeur et I'extraction par solvant ont été traditionnellement utilisées. Cependant, ces méthodes
présentent des inconvénients tels qu'un faible rendement, la perte de composés volatils, de longs
temps d'extraction et des résidus de solvants toxiques (Khajeh et al., 2005). Cela a conduit au
développement de techniques d'extraction alternatives capables de surmonter ces problemes.
1.2.1. Extraction assistée par les ultrasons

La technique des ultrasons a été couramment utilisée au cours des dernieres années a
I'échelle du laboratoire pour accélérer les processus d'extraction (Deng et al., 2014, Koubaa et
al., 2015). Le principe de base de cette technique pour extraire les composés volatils a partir du
matériel végétal consiste a générer des ondes sonores (fréquence ultrasonique ~ 20 kHz) qui
créent des bulles de cavitation dans la solution (Rosell6-Soto et al., 2015) et produisent
suffisamment d'énergie pour briser les structures contenant I'huile afin de libérer cette derniére.
De plus, D’extraction assistée par ultrasons peut agir comme émulsifiant en dispersant les
molécules lipophiles dans I'eau, facilitant ainsi la séparation et la purification subséquente des
extraits (Sereshti et al., 2012).
1.2.2. Extraction assistée par les micro-ondes

L'utilisation des micro-ondes remonte & la fin des annees 1970 (Koubaa et al., 2016).
C’est une technologie caractérisée par un mécanisme de chauffage unique (basé sur la friction),
la fréquence de I'énergie électromagnétique générée par les équipements des micro-ondes est
comprise entre 0,3 et 300 GHz (Barba Orellana et al., 2016). Son principe est basé sur I'impact
direct sur les composeés polaires composant le solvant d'extraction ou la matrice a traiter.

Comparé aux méthodes d'extraction conventionnelles, I'extraction assistée par micro-
ondes conduit a des rendements d'extraction plus élevés et des temps d'extraction plus courts,
allant de quelques heures a 20-30 min pour l'extraction (Chen et al., 2007). En outre, elle se
caractérise par un faible colt d’achat et d'exploitation. Les chercheurs ont combiné des micro-
ondes avec des méthodes conventionnelles pour développer de nouvelles méethodes telles que
I'extraction par solvant micro-ondes, I'hydrodistillation hyperfréquence sous vide,
I'nydrodistillation hyperfréquence, la distillation micro-ondes a air comprimé et la distillation a
la vapeur accélérée par micro-ondes (Preedy, 2015).
1.2.3. Extraction par CO- supercritique

L'extraction par fluide supercritigue est l'une des technologies émergentes et
respectueuses de I'environnement. De nos jours, cette technologie est appliquée dans les
laboratoires de maniére a obtenir une extraction rapide des huiles essentielles. Le dioxyde de
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carbone (CO3) est le choix idéal comme solvant supercritique et cela pour plusieurs raisons, le
COz2 a une pression critique de 73 bars et une température critique de =~ 31°C, qui sont
relativement faibles. De plus, le CO:z est inflammable et est un gaz recyclable, disponible a
faible codt et de grande pureté, il peut étre séparé de I'extrait par une simple dépressurisation
en dessous du point critique (Koubaa et al., 2015).

Dans 1’état supercritique, le CO2 présente une polarité comparable a celle du pentane qui
le rend approprié pour I’extraction des composés apolaires ou lipophiles.

Le CO: est liquéfie par refroidissement et comprimé a la pression d'extraction choisie.
Ensuite, il est injecté dans I'extracteur contenant le matériel végétal. Apres, le liquide se détend
pour se convertir a 1'état gazeux afin d’étre conduit vers un sé€parateur ou il sera séparé en extrait
et en solvant (Chemat, 2009). Cette technique est aujourdhui considérée comme la plus
prometteuse car elle fournit des extraits volatils de tres haute qualité (Wengiang et al., 2007).
L’extraction par COz2 supercritique est généralement effectuée a basse température, ce qui en
fait une méthode tres appropriée pour les composés thermosensibles.

Figure 2
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Figure 2 : Description schématique d’un systéme d'extraction par CO: supercritique
(Hunter, 2009)

I1. Identification des constituants dans un mélange complexe

Les produits naturels d’origine végétale -extraits, huiles essentielles, résines- sont de nos
jours trés recherchés. Ils se présentent pratiquement toujours sous forme d’un mélange
complexe constitué de plusieurs dizaines -voire d’une centaine et plus- de composés en
proportions variables. Ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiere

premiere destinée a différents secteurs d’activité tels que la pharmacie, le cosmétique, la
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parfumerie et 1’agro-alimentaire. De plus, dans le domaine industriel, les molécules qui peuvent
en étre isolées, dans la plupart des cas optiquement actives, constituent des substrats intéressants
pour I’hémi-synthése de produits pharmaceutiques, de vitamines, de substances odorantes, etc.
(Bruneton, 1993).

Cependant, 1’identification et la quantification des constituants d’un mélange naturel
demeurent toujours des opérations délicates qui nécessitent souvent 1’utilisation conjointe de
plusieurs techniques analytiques complémentaires (Joulain, 1994 ; Coleman et Lawrence,
1997). L’analyse de la composition chimique d’un mélange naturel, telle qu’une huile
essentielle s’effectue de maniere conventionnelle selon les voies A ou B (Figure 3).

Figure 3
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CPG : Chromatographie en Phase Gazeuse ; SM : Spectrométrie de Masse ; IRTF : Infra -Rouge a Transformée de Fourier ;
CLHP : Chromatographie Liquide a Haute Performance ; RMN : Résonance Magnétique Nucléaire ; CCM : Chromatographie
sur Couche Mince ; CC : Chromatographie sur Colonne ; CPGP : Chromatographie en Phase Gazeuse Préparative ; HPTLC :
Chromatographie sur Couche Mince Haute Performance.

Figure 3 : Méthodes d’analyse d’un mélange complexe (adaptée de Nam, 2014)

L’analyse peut également étre menée selon la voie C (Figure 3) qui met en ceuvre la
Résonance Magnétique Nucléaire du carbone-13 (RMN 3C) pour I’identification des composés
en melange sans séparation préalable ou précédée d’une étape de fractionnement réduite au
minimum. Cette technique peut en outre étre employée pour la quantification des constituants
si nécessaire.

I1.1. Analyse par des couplages « en ligne » : Voie A
La voie A met en ceuvre le couplage « en ligne » des techniques chromatographiques et

spectroscopiques.
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11.1.1. La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique tres répandue, dont les
premiéres applications sont maintenant vieilles de plus de 60 ans. Son développement qui n’a
cessé depuis, est dii a son extréme sensibilité, a sa polyvalence, a la rapidité de mise au point
des analyses nouvelles et aux possibilités d’automatisation, qui augmentent encore plus son
intérét. La séparation sur la colonne se faisant sur des composés qui doivent étre a I’état gazeux,
I’analyse des liquides ou solides impose de pouvoir les transformer a 1’état de vapeur par
chauffage. C’est sans doute la principale contrainte a laquelle il faut penser avant de choisir
cette technique, puisqu’elle limite son emploi a I’é¢tude des composés moléculaires
thermostables et suffisamment volatils. La tres grande sensibilité des détecteurs permet de
déceler des quantités de I’ordre du picogramme pour certains composés (Rouessac et al., 2004).

Un appareil de CPG réunit dans un bati unique, outre les trois modules classiques,
injecteur, colonne et détecteur, un four qui permet de porter, si nécessaire, la colonne a une
température élevée. La phase mobile qui entraine 1’échantillon dans la colonne est un gaz,
appelé gaz vecteur. Les débits, contr6lés avec précision, permettent une grande répétabilité des
temps de rétention. L’analyse débute a 1’instant ou on introduit une trés petite quantit¢ de
I’échantillon, sous forme liquide ou gazeuse, dans 1’injecteur, qui a la double fonction de le
porter a I’état de vapeur et de I’amener dans le flux gazeux en téte de la colonne. Celle-Ci se
présente comme un tube de faible section enroulé sur lui-méme, de 1 & plus de 100 m de
longueur suivant les cas et contenant la phase stationnaire. Cette colonne est placée dans une
enceinte a température régulée. Elle peut servir pour des milliers d’injections successives. La
phase gazeuse qui a traversé la colonne passe dans un détecteur avant de sortir a 1’air libre
(Rouessac et al., 2004).

La CPG permet aussi, grace a la comparaison des aires des pics, de fournir une
quantification relative des constituants. L’identification d’un composé ne peut étre basée
uniquement sur la connaissance de son temps de rétention (tr). En effet, cette valeur dépend
fortement de plusieurs parameétres concernant la phase stationnaire (nature, vieillissement) et
les conditions expérimentales (programmation de température). Aussi, dans le domaine des
huiles essentielles, les constituants sont caractérisés par un couple d’indices de rétention (Ir)
(plus fiables que les temps de rétention), I’'un obtenu sur colonne apolaire, 1’autre sur colonne
polaire (colonnes capillaires). Ceux-ci sont calculés a partir des temps de rétention d’une
gamme d’étalon d’alcanes linéaires a température constante (Indice de Kovats, IK) (Kovats,

1965) ou en programmation de température (Indices de rétention, Ir) (Van Den Dool et Kratz,
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1963). lIs sont ensuite comparés avec ceux de composés de référence, mesurés au laboratoire
ou décrits dans la littérature.

Cependant, des informations supplémentaires sont nécessaires pour établir la structure
chimique de ces composés separés et quantifiés. Cette information est fournie par des détecteurs
dont le signal est lié a la structure chimique, qui sont des détecteurs spectroscopiques ou
spectrométriques (Jennings et Shibamoto, 1980). Parmi eux, le plus utilisé, est le détecteur
spectrométrique de masse (SM).

11.1.2. Couplage d’une technique chromatographique avec une technique spectroscopique
11.1.2.1. Les couplages CPG-SM, CPG-SM(ICP) et CPG-SM(ICN)

Le couplage de la CPG avec la spectrométrie de masse (SM) en mode impact électronique
(IE) est probablement le plus répandu dans les laboratoires d’analyses. Ce couplage a
I’avantage, dans la majorité des cas, de fournir des informations concernant la masse molaire
d’un composé et d’autre part d’identifier un composé en comparant son spectre a ceux contenus
dans des bibliotheques informatisées ou sous format papier construites au laboratoire ou
commerciales (Masada, 1976 ; Jennings et Shibamoto, 1980 ; Sandra et Bicchi, 1987; Mc
Lafferty et Stauffer, 1994 ; Adams, 1989 et 2001 ; Joulain et Konig, 1998). En regle
générale, ’utilisation de la bibliotheque de spectres réalisée au sein du laboratoire permet
d’obtenir des résultats plus fiables, ceci est particulierement vrai pour I’analyse des huiles
essentielles comprenant un grand nombre de sesquiterpenes, qui, construits a partir d’'un méme
synthon isoprénique, présentent des spectres de masse souvent identiques ou insuffisamment
différenciés.

Des informations complémentaires peuvent étre obtenues avec des techniques «
d’ionisation douce » telles que I’ionisation chimique positive (ICP) ou I’ionisation chimique
négative (ICN) (Lange et Schultze, 1988 ; Schultze et al., 1992 ; Paolini et al., 2005). L’ICP
et 'ICN produisent des ions quasi-moléculaires dont 1’observation donne acces a la masse
molaire des composés. Ainsi, la SM-ICP a permis de différencier les quatre stéréo-isomeéres de
I’isopulégol (Lange et Schultze, 1988). Toutefois, cette technique a montré ses limites pour
I’identification de molécules possédant des structures trés proches. C’est le cas par exemple du
géraniol et du nérol, qui ne difféerent que par la stéréochimie d’une des doubles liaisons. En
effet, ils possédent des spectres de masse ICN identiques (Bruins, 1979). Il faut également
prendre en compte la difficulté d’obtenir des spectres, en SM (ICN) ou en SM (ICP),
reproductibles d’un laboratoire a I’autre. C’est pourquoi, cette technique doit surtout étre
considérée comme une technique complémentaire de la SM(IE) pour I’identification des

constituants des huiles essentielles (Zupanc et al., 1992).
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La CPG bidimensionnelle (CPG x CPG ou CPG-2D) est également une technique
particulierement intéressante. En effet, I’utilisation de deux séparations consécutives sur deux
colonnes de natures différentes, entraine une diminution, voir une suppression, des coélutions
contrairement a la CPG-1D. Gréace a cette technique chromatographique, Filippi et al. (2013)
ont pu identifier 135 composés dans I’huile essentielle de vétiver, réputée pour étre I’une des
plus complexes d’un point de vue analytique.
11.1.2.2. Les couplages CPG-IRTF et CPG-IRTF-SM

En complément de I’utilisation de la CPG-SM, un spectrophotométre Infra Rouge par
Transformée de Fourier (IRTF) peut également étre couplé a la CPG. La spectroscopie
infrarouge renseigne sur les fonctions chimiques présentes dans les molécules et permet
également de différencier les isoméres par I’examen de la partie de spectre dite « des empreintes
digitales ». Le spectre obtenu peut étre comparé a ceux contenus dans une bibliotheque
informatisée de spectres Infrarouge. Le couplage CPG-IRTF peut s’appliquer a 1’analyse de
diverses familles de composés : les produits pétroliers et leurs additifs, les ardbmes, les essences
naturelles, les produits de synthese (lob et al., 1998 ; Thomaidis et Georgiou, 1999). Son
efficacité a été démontrée notamment pour 1’étude de molécules présentant des spectres de
masse superposables tels que les stéréo-isomeéres du farnésol et du menthol (Coleman et al.,
1989). Par exemple, le couplage CPG-IRFT a permis I’identification du germacréne B qui se
transforme partiellement en y-élémeéne dans les huiles essentielles d’orange et de pamplemousse
(Chamblee et al., 1997). Ainsi, la CPG permet dans la grande majorité des cas une
individualisation des constituants nécessaire pour une bonne identification. Cependant, de
nombreux métabolites secondaires de masse élevée donc peu volatils nécessitent 1’utilisation
d’une technique chromatographique en phase liquide.
11.1.2.3. Le couplage CLHP-SM et CLHP-SM-SM

La Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP) est une technique d’analyse
et de quantification d’un grand nombre de molécules, polyvalentes et trés répandues. De par la
nature des constituants des huiles essentielles, la CLHP est utilisée dans de trés rares cas. Il
s’agit généralement de 1’analyse de composés thermolabiles et/ou trés polaires ou de composés
peu volatils dans les essences de Citrus. Dans le cas d’extraits végétaux complexes, les temps
nécessaires a la séparation des composés peuvent étre tres longs, il est alors intéressant d utiliser
une Chromatographie Ultra Haute Performance (UCLHP) plut6t qu’une CLHP (Fernandez et
Chemat, 2012). Le couplage CLHP-SM a été utilis¢é pour I’identification d’esters
sesquiterpéniques, d’alcaloides, des xanthones, des séco-iridoides, dans des extraits

méthanoliques mais aussi des psoralénes et des flavones a partir d’huiles essentielles (Cremin
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etal., 1995 ; Dugo et al., 2000 ; Mroczek et al., 2004). 1l est cependant, a noter que 1’utilisation
de conditions opératoires trés variées surtout concernant les colonnes ne permet pas des
comparaisons faciles. Par exemple, la séparation par CLHP, de deux alcaloides : hyoscyamine
et scopolamine a fait I’objet depuis le premier article publié¢ en 1976 de plus d’une centaine de
publications. Aucune standardisation n’a été proposée ou ne s’est imposée. Il s’aveére donc
difficile de choisir les conditions opératoires, que ce soit en laboratoire ou dans 1’industrie
(Verpoorte et al., 2010).

11.1.2.4. Le couplage CLHP-CPG-SM

De maniere simplifiée, on peut considérer que le couplage CLHP-CPG-SM permet une
séparation préalable des constituants du mélange en fonction de la famille a laquelle ils
appartiennent (CLHP), puis I’individualisation des constituants d’une méme famille (CPG), et
I’identification étant réalisée par SM. Ce dispositif a permis I’identification de constituants
présents a 1’état de traces dans les huiles essentielles d’agrumes avec une grande fiabilité
(Munari et al., 1990 ; Mondello et al., 1995).
11.1.2.5. Le couplage CLHP-RMN H

La RMN du 'H apporte des informations extrémement précieuses sur la structure des
molécules, mais présente 1’inconvénient d’étre beaucoup moins sensible que les techniques
spectroscopiques décrites précédemment (IR et surtout SM).

Néanmoins, la mise en ceuvre de couplage CLHP-RMN *H a été rendu possible grace au
développement d’aimants supraconducteurs de plus en plus puissants (jusqu’a 23,5 Tesla),
permettant ainsi d’abaisser le seuil de détection pour les composés a des valeurs de 1’ordre du
nanogramme. Ce couplage a aussi été rendu possible grace au développement de colonnes
capillaires dont la faible consommation en €éluant permet d’employer des solvants deutérés,
vitant ainsi d’avoir recours a des techniques d’irradiations sélectives (Wolfender et al., 1998
; Albert et al., 1999 ; Victoria et Elipe, 2003).
11.1.2.6. Le couplage CLHP-RMN 'H-SM

Ce couplage permet de détecter et d’identifier des composés présents dans des
échantillons biologiques complexes, dans des extraits de plantes (Corcoran et Spraul, 2003 ;
Yang, 2006) ou encore de détecter des impuretés dans un médicament (Lindon et al., 2000).
Méme si ce couplage présente quelques inconvénients (utilisation de solvants deutérés comme
D20, CDsCN, CDsOD par exemple), lutilisation conjointe des deux techniques

spectroscopiques facilite toutefois 1’identification de composés.
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Face a la complexité de certains mélanges, il est nécessaire de procéder en deux étapes :
la purification des constituants de mélanges particulierement complexes puis leur identification,
illustrée par la voie B ci-dessous.

11.2. Identification des constituants aprés purification : Voie B

La voie B est constituée principalement de deux étapes. Le mélange est d’abord fractionné
a l’aide de différentes techniques chromatographiques, telles que la chromatographie sur
colonne (CC), la chromatographie sur couche mince (CCM) ou la chromatographie sur couche
mince haute performance (HPTLC), la CLHP et la CPG préparative (CPGP), précédées ou non
d’une distillation fractionnée ou d’une cristallisation.

Les différents constituants isolés dans des fractions enrichies sont ensuite identifiés par
comparaison de leurs données spectrales avec celles des composés de référence (spectre de
masse, spectre IR, spectres de RMN *H ou **C, éventuellement RMN bidimensionnelle).

Cette voie se révele extrémement fiable mais elle peut s’avérer coliteuse en temps
particulierement lorsque les molécules isolées sont déja décrites dans la littérature. Cette voie
d’analyse en deux étapes (purification-identification) a été la premiére a étre utilisée dans le
domaine des huiles essentielles. L analyse par les couplages en ligne (voie A), plus rapide, s’est
ensuite imposée. Cette voie est néanmoins toujours utilisée dans le cas d’huiles essentielles
complexes car sa grande fiabilité compense I’investissement en temps qu’elle requiert. Les
travaux de Weyerstahl et al., 1996 ; 1997a ; 1997b ; 1998 ; 1999a ; 1999b ; 2000a ; 2000b ;
2000c) illustrent parfaitement 1’intérét pour cette séquence a travers 1’étude de la composition
chimique de diverses huiles essentielles trés complexes. C’est le cas de ’huile essentielle de
vétiver d’Haiti, qui est composée de nombreux sesquiterpénes aux propriétés physico-
chimiques et spectroscopiques voisines. Une partition acido-basique a alors été réalisée. La
partie neutre a été soumise a une distillation fractionnée qui a permis de séparer les produits
lourds des produits légers, puis les différents constituants ont été séparés par CC répétitives,
puis éventuellement par CCM. Ces constituants ont ensuite été analysés par CPG-SM, RMN
'H et parfois par RMN C. La partie acide a été soumise a une réaction d’estérification ou de
réduction avant la séparation des constituants. Prés de 170 composés sesquiterpéniques (mono-
ou poly-fonctionnalisés) ont ainsi été identifiés. Certains de ces composés posseédent des
squelettes originaux et rares tels que prézizaane, zizaane, khusiane, cyclopacamphane,
spirovétivane, épi-, séco- et nor-eudesmanes, oppositane, etc. (Weyerstahl et al., 2000c).

Parmi les travaux récents, Delort et Jacquier (2009) ont analysé par CPG-SM et par

RMN *3C chaque fraction obtenue aprés séparation par chromatographies répétitives de 1’huile
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essentielle de fruits de Citrus australasica. Les auteurs ont identifié 195 composés
(majoritairement le limonéne et I’isomenthone) dont 4 nouveaux esters menthaniques.

Si la voie A, gréce a sa rapidité, est particulierement adaptée aux analyses de routine, la
voie B garantit I’identification des composés. Cependant, les diverses étapes de fractionnement
et de purification demandent souvent un important investissement en temps. Une troisiéme voie,
la voie C, intermédiaire par rapport aux précédentes, puisqu’elle est basée sur I’identification
et/ou la quantification par RMN C des principaux composés des mélanges naturels (huiles
essentielles, extraits végétaux, résines, huiles végétales, etc.), sans séparation préalable.

11.3. Analyse par RMN du 3C sans séparation préalable : Voie C

Les premiers travaux relatifs a I’utilisation de la RMN *3C en tant qu’outil analytique des
mélanges naturels ont été realises par Formacek et Kubeczka (1982), Kubeczka et
Formacek, (1984) et Kubeczka et al., (1988). En général, la RMN 3C a été utilisée pour
confirmer 1’identification des constituants préalablement identifiés par une autre technique
analytique, la CPG-SM usuellement. Dans ce contexte, dés le début des années 80, 1’équipe «
Chimie et Biomasse » de 1’université de Corse a initié, puis a mis au point et développé, une
véritable méthode d’analyse des mélanges complexes naturels par RMN C impliquant
inévitablement une informatisation de la recherche. Cette méthode est efficace, fiable et
complémentaire des techniques conventionnelles (Tomi et al., 1995 ; Bradesi et al., 1996 ;
Tomi et Casanova 2006 ; Bighelli et Casanova, 2009).

11.3.1. Intérét de la RMN du *3C
En dépit de sa faible abondance isotopique naturelle (1,1%) et d’un rapport
gyromagnétique 5 700 fois moins sensible que celui du proton (Gunther, 1994), le 3C est
malgré tout preféré aux autres noyaux dans le domaine de I’analyse des mélanges complexes
car il présente les avantages suivants :
= Le carbone constitue le squelette de toutes les molécules organiques et les différents atomes
présents sont, a quelques exceptions prés, magnétiqguement non équivalents. Donc, on
observe en général dans un spectre de RMN du 3C autant de raies de résonance qu’il y a de
carbones dans la molécule ;

= Lesspectres de RMN du *3C peuvent étre simplifiés par irradiation par découplage total des
noyaux d’hydrogéne, ce qui permet de n’observer dans le spectre qu’une seule raie de
résonance par carbone. En plus ’effet NOE (Nuclear Overhauser Enhancement) résultant
de ce découplage des protons produit une augmentation d’intensité du signal (Neuhaus et

Williamsion, 1989) ;
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= Le domaine de résonance du carbone s’étend sur une plage beaucoup plus vaste que celle
du proton (schématiquement, 240 ppm par rapport a 12 ppm), ce qui améliore notablement
la résolution effective c’est-a-dire la dispersion spectrale (Tomi et al., 1995) ;

» L’enregistrement des spectres de RMN du 1*C est réalisé a température ambiante. Cela évite
la dégradation ou la transformation éventuelle des molécules thermosensibles ;

= La RMN étant une technique non destructive, 1’échantillon peut étre récupéré et soumis a
d’autres analyses.

11.3.2. Identification des constituants en mélange par RMN du 13C
L’identification des constituants d’un mélange par RMN 23C est réalisée par comparaison
des déplacements chimiques des carbones du mélange avec ceux des composés de référence
contenus dans une ou plusieurs bibliothéques de spectres.
Avec cette méthode, les composés ne sont pas préalablement purifiés, contrairement aux
précédentes techniques de couplage entre un chromatographe et un spectrométre. Pour identifier
un compos¢ au sein d’un mélange, il faut donc étre a méme de pouvoir observer les signaux qui
lui appartiennent et de les individualiser, puis d’attribuer les déplacements chimiques a une
molécule donnée. Pour cela, les conditions expérimentales d’enregistrement des spectres
doivent étre optimisées et standardisées de facon a permettre une bonne reproductibilité des
résultats obtenus. Il est également important de savoir apprécier la concentration minimale d’un
produit minoritaire dans le mélange, permettant I’observation de ses signaux dans le spectre.
11.3.2.1. Observation des signaux
L’observation des raies de résonance des carbones d’une molécule dans le spectre d’un
mélange dépend de la quantité de produit disponible, de sa solubilité et de sa viscosité dans un
solvant choisi, de la sensibilité de 1’appareil qui s’exprime par le rapport signal sur bruit (S/B).
Le mangue de sensibilité (S/B) peut étre pallié par :
= L’utilisation d’une cryosonde (sonde a antennes refroidies) reliée a une unité cryogénique
a ’hélium. Elle permet de multiplier par 4 la sensibilité et donc de diminuer d’un facteur
16 la durée des expeériences ;

= De spectromeétres a haut champ puisque sa sensibilité des aimants augmente avec le champ
magnétique (23,5 Tesla pour les plus performants) ;

= De convertisseurs numériques performants qui améliorent le traitement des données et de
fonctions mathématiques (exponentielle) effectuées directement sur le signal de la FID
(Free Induction Decay ou décroissance libre d’induction) avant la transformée de Fourrier

(Williamson et Neuhaus, 1989 ; Gunther, 1994 ; Claridge, 1999 ; Hesse et al., 2008).
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11.3.2.2. Individualisation des signaux

L’individualisation des signaux dépend de la résolution de 1’appareil de RMN, elle-méme
fonction de la puissance de 1’aimant et des caractéristiques du systéme informatique permettant
I’acquisition du signal. De la méme maniére que pour la sensibilité, la résolution est meilleure
quand on utilise un appareil a haut champ.
11.3.2.3. Attribution des signaux

La RMN procure trois types de données spectrales qui sont : le déplacement chimique
(0), la multiplicité (J) et 'intensité des signaux (aire des signaux). Son intérét réside dans sa
faculté a reconnaitre un noyau par rapport a son environnement dans la molécule. La fréquence
de résonance des carbones et donc le déplacement chimique est tres sensible a I’environnement
stérique et électronique. La moindre modification structurale se traduit par des variations plus
au moins importantes, mais mesurables, des déplacements chimiques de pratiquement tous les
carbones de la molécule. Contrairement a la majorité des autres techniques, il est trés peu
probable que deux composés méme s’ils posseédent des structures identiques ou trés proches
présentent des spectres de RMN du *C superposables ou insuffisamment différenciés. 1l en
résulte que le déplacement chimique constitue la donnée spectroscopique la plus utilisée pour
identifier un composé connu dans un mélange.

Ainsi, chaque molécule sera définie par une série de déplacements chimiques qui
constituera son spectre, et en quelque sorte son empreinte digitale, a partir duquel elle pourra
étre identifiée. La valeur d’un déplacement chimique peut varier de manieére plus au moins
importante en fonction du type de solvant, de la concentration des composés et de la
température. L utilisation des spectres décrits dans la littérature récente comme données de
référence pour I’identification des composés en mélange est possible. Néanmoins, afin
d’obtenir une meilleure reproductibilité des déplacements chimiques, il faudrait que les
conditions d’analyse des spectres des mélanges soient identiques a celles des composés de
référence.

Nous détaillerons ci-dessous, quelques exemples d’utilisation de la RMN du *C pour
I’identification des constituants de mélanges complexes, dans les domaines des huiles
essentielles.

Ainsi, la RMN du C a permis I’identification des principaux composés de 1’huile
essentielle de Echinophora sibthorpiana (Ahmad et Jassbi, 1999) et de 12 sesquiterpénes
présents dans une fraction chromatographique de I’huile essentielle de bois de Guarea guidonia
(NURez et Roque, 1999). Plus récemment, une méthode d’identification des constituants d’un

mélange complexe par RMN du 13C a été développée par Ferreira et al. en 2001. Elle est basée
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sur la comparaison du spectre du mélange avec des mono- et des sesquiterpénes décrits dans la
littérature.

I1.3.3. Méthode d’analyse développée au laboratoire de « Chimie et Biomasse » de
Puniversité de Corse

11.3.3.1. Principe de la méthode

Depuis 1989, I’équipe « Chimie et Biomasse » utilise la RMN du *C comme outil
d’analyse des mélanges naturels. L’objectif a atteindre a pour but I’identification, et
éventuellement la quantification, des constituants de mélanges naturels sans étape préalable de
purification ou avec un fractionnement réduit autant que possible (Corticchiato et Casanova,
1992 ; Tomi et al., 1995).

La particularité de cette méthode réside dans 1’informatisation du traitement des données
spectroscopiques, grace a un logiciel d’aide a I’identification spécialement élaboré au
laboratoire. Effectivement, les déplacements chimiques du mélange sont directement comparés
avec ceux de composés de référence présents dans des bibliothéques de spectres (Figure 4).
L’enregistrement des spectres de référence et des mélanges est réalisé dans les mémes
conditions expérimentales (nature du solvant, concentration, parametres d’enregistrement des
spectres).

Figure 4

Spectre du mélange complexe Bibliotheques de spectres
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Figure 4 : Identification des constituants d’un mélange complexe par RMN du 13C
(adaptée de Nam, 2014)

L’identification des composés présents dans un mélange est réalisée par la prise en

compte de trois parameétres directement accessibles par le logiciel :
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= Le nombre de pics observés par rapport au nombre de pics attendus pour chaque molécule;

= Le nombre de superpositions de pics qui peuvent se produire quand deux carbones
appartenant a des molécules différentes présentent fortuitement le méme déplacement
chimique ;

= Les variations des déplacements chimiques des carbones dans le spectre du mélange par
rapport aux valeurs de référence.

De plus, I’intensité des pics permet éventuellement de contrdler 1’appartenance du signal
d’un carbone a tel ou tel composé. Cette méthode a été appliquée a différentes familles de
molécules (terpénes, lipides, sucres, phénols) selon un protocole expérimental spécifiquement
adapté a chaque famille (nature du solvant, dilution, parameétres d’enregistrement des spectres).
Ainsi, différentes bibliothéques de spectres ont été créées a partir de produits commerciaux et
sont continuellement enrichies avec les spectres des produits isolés a partir de mélanges naturels
ou bien encore préparés par hémi-synthese.

L utilisation de la RMN du **C, devient particuliérement intéressante lorsqu’elle permet
d’identifier rapidement et sans ambiguité, des composés délicats a analyser par les techniques
conventionnelles. Dans le domaine des huiles essentielles, des résultats trés intéressants ont été
obtenus par I’équipe « Chimie et Biomasse » de 1’université de Corse.

- Dans un méme mélange, deux douzaines de composeés avaient été identifiés dans une huile
essentielle avec un spectrométre pourvu d’un aimant de puissance 4,7 Tesla. L utilisation d’un
appareil fonctionnant avec un aimant de 9,4 Tesla a permis un gain pouvant atteindre 50%.
Ainsi, dans le meilleur des cas, une huile essentielle de Piper bavinum du Viét-Nam, 38
constituants, présents avec des teneurs comprises entre 0,4 et 10% ont pu étre identifiés sans
aucune séparation préalable (Lesueur et al., 2009) ;

- La teneur minimale des composés identifiables avec le spectrométre (9,4 T) est de ’ordre de
0,5%. Parfois, des composés présents a des teneurs inférieures peuvent étre identifiés (0,4% et
méme 0,3%) ;

- En général, tous les carbones des molécules identifiées sont observés, a I’exception de certains
carbones quaternaires (qui relaxent moins bien que les carbones liés a des protons et donnent
donc un signal moins intense dans les conditions de 1’expérience) appartenant aux composés
minoritaires ;

- Le nombre de superpositions est limité et ne constitue pas, dans la grande majorité des cas, un
facteur limitant ;

- Les variations des déplacements chimiques (Ad) sont généralement inférieures a 0,05 ppm

pour la trés grande majorité des cas. 1l y a quelques exceptions, en particulier avec les composés
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phénoliques (thymol, carvacrol...) dont certains carbones présentent de plus importantes
variations des déplacements chimiques selon la polarité et la fonctionnalisation des autres
constituants du mélange. Dans ce cas précis, une dilution permet de diminuer ces variations
importantes de déplacements chimiques.
11.3.3.2. Les domaines d’application de la RMN 3C

L’analyse par RMN du °C, qui allie rapidité et fiabilité, est complémentaire des
techniques conventionnelles exposées précedemment dans les voies A et B. Nous rappelons ici
quelques études réalisées au sein du laboratoire « Chimie et Biomasse », de 1’'université de
Corse.
-a- Les huiles essentielles

L’¢tude de la composition chimique d’une huile essentielle peut s’avérer parfois
complexe. Nous avons vu que ni la complexité ni la fonctionnalisation de la structure ne
constitue un handicap pour I’identification des constituants d’un mélange naturel par RMN C.
Au laboratoire, la méthode d’analyse basée sur la RMN C, utilisée en complément de la
CPG(Ir) ou en combinaison avec la CPG(Ir) et CPG-SM, a permis de caractériser un grand
nombre d’huiles essentielles. Nous pouvons citer, a titre d’exemple, 1’identification de :
- Quatre-vingt-neuf composés, dont trois acides, présentant le squelette eudesmane (acide
costique, isocostique et 4-én-ilicique) dans I’huile essentielle des parties aériennes d’Inula
graveolens (Blanc et al., 2004) ;
- Quatre terpénes tricycliques (longibornéol, sesquithuriférol, ferruginol, juniper cédrol) dans
I’huile essentielle de racines de Juniperus communis ssp. alpina (Gonny et al., 2006) ;
- Sept diterpénes pour la premiére fois dans I’huile essentielle d’aiguilles de Pinus pinaster Ait.
de Corse (palustradiéne, levopimaradiene, néoabiétadiene, labda-8(17),13(E)-dien-19-al, etc.)
(Ottavioli et al., 2008) ;
- Divers lactones p-menthaniques (mintlactone, isomintlactone, hydroxymintlactone,
menthofurolactone et épimenthofurolactone) dans I’huile essentielle de Mentha aquatica de
Corse (Sutour et al., 2011) ;
- L’identification de 3 nouvelles molécules dans 1’huile essentielle de feuilles de Xylopia
rubescens de Cote d’Ivoire, dont 2 isomeres sesquiterpéniques a squelette guaiane :
furanoguaia-1,4-diéne, furanoguaia-1,3-diéne et (82, 11Z, 14Z)-heptadéca-8,11,14-trién-2-ol
(Yapi et al., 2013) ;
- L’identification d’une nouvelle cétone possédant un squelette modhephane, la 1S,2S,5S,8S-
modhephan-3-one, dans I’huile essentielle de racines de Pulicaria mauritanica récoltées en
Algérie (Xu et al., 2015).
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Nous avons pu voir que la RMN C est une technique analytique de choix adaptée a
I’étude des huiles essentielles, mais elle est également intéressante pour 1’analyse délicate de
mélanges naturels par les techniques conventionnelles, telles que les extraits vegétaux, les
résines et les huiles végétales.

-b- L’identification de stéréo-isomeres

L’identification par RMN 3C a été utilisée au laboratoire pour I’analyse qualitative et
quantitative des composés thermosensibles. A titre d’exemple, la RMN 3C a permis d’identifier
et de quantifier :

- L’ascaridole et son isomére (isoascaridole) dans 1’huile essentielle de Chenopodium
ambrosioides de Madagascar (Cavalli et al., 2004a). En effet, une partic de I’ascaridole
s’isomérise thermiquement en isoascaridole au cours de I’analyse en CPG.

- Le furanodiene et le furanoélémene dans 1’huile essentielle de rhizomes et de fleurs de
Smyrnium olustrum de Corse (Baldovini et al., 2001). Le furanodiéne se transforme
thermiquement au cours de 1’analyse par CPG en furanoélémeéne. Les deux composés ont donc
les mémes indices de rétention et ne sont pas différenciables en CPG(Ir) et en CPG-SM.

- Les germacrénes A, B, C dans les huiles essentielles de Cleistopholis patens de Céte d’Ivoire.
Le germacréne A subit une transformation thermique en B-élémene, rendant difficile leur
quantification par CPG(Ir) dans I’huile essentielle des feuilles de C. patens. Il a été également
observé que les germacrénes B et C se transforment respectivement en y- et 6-élémene dans
I’huile essentielle d’écorces. L’examen de I’intensité des signaux dans le spectre RMN 3C
confirme la dégradation ou la transformation thermique partielle ou totale des germacrénes en
élémeénes. La teneur erronée des germacrénes quantifiés par CPG est corrigée par la RMN 3C
(Ouattara et al., 2013).

-c- Mise en évidence de la variabilité chimique

En permettant I’identification des composé€s jusqu’a une teneur de 0,3-0,5%, la RMN du
13C combinée a une quantification par CPG (indices de rétention), est bien adaptée a 1’étude de
la variabilité chimique puisqu’elle permet d’identifier, a partir d’un spectre unique, les
composés majoritaires d’une huile essentielle ou d’une résine. Elle a été appliquée avec succes
a de nombreuses huiles essentielles dont Thymus herba barona de Corse (Corticchiato et al.,
1998), Thymus carnosus, T. caespititius, T. camphoratus du Portugal (Salgueiro et al., 1995 ;
1997a ; 1997b), Baeckea frutescens du Viét-Nam (N’Guyen et al., 2004), Pistacia lentiscus
d’Algérie (Mecherara-Idjeri et al., 2008a ; 2008b), Juniperus phoenicea var. turbinata
d’Algérie (Bekhechi et al., 2012) et Tetraclinis articulata d’Algérie (Boussaid et al., 2015 ;
2016).
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-d- Analyse structurale de nouvelles molécules

A contrario de ce qui a été exposé jusqu’a présent, I’analyse structurale d’un composé
inconnu, ¢’est-a-dire non décrit dans la littérature, ne peut étre réalisée qu’a partir d’un produit
purifié par différentes techniques, généralement chromatographiques (CC, CCM, CLHP ou
CPG). Elle requiert donc une quantité suffisante de produit pur (quelques milligrammes) afin
de réaliser une étude complete par toutes les méthodes spectroscopiques habituelles (SM, IRTF,
UV, RMN du *H, RMN du 3C et RMN 2D). A partir de la combinaison de toutes ces techniques
complémentaires, il est possible d’établir la structure chimique de la molécule inconnue.

De nos jours, la RMN (1D et 2D) constitue manifestement la technique analytique la plus
performante et la plus utilisée pour I’¢lucidation structurale des molécules. La RMN 2D, en
particulier, permet la mise en évidence des interactions homo- et hétéronucléaires entre les
différents noyaux (Claridge, 1999). Parmi les diverses séquences, les expériences de
corrélation entre les différents protons d’une molécule, voisins (COSY) et a longue distance
(COSY Long Range, NOESY), ou entre protons et carbones (HSQC, HMBC), fournissent des
renseignements précieux sur la structure moléculaire et facilitent considérablement 1’analyse
structurale. La séquence de corrélation homonucléaire carbone-carbone (INADEQUATE)
conduit a la structure sans ambigité mais nécessite une quantité de produit plus importante que
pour la mise en ceuvre des autres séquences (Derome, 1987).

Au laboratoire de « Chimie et Biomasse » de Corse, de nouvelles molécules ont été isolées
et caractérisées lors de 1’analyse de certaines huiles essentielles. Aprés separation et purification
par chromatographies successives (solide/liquide, exclusion stérique), ces molécules ont été
caractérisées par les techniques spectroscopiques conventionnelles incluant la RMN du *H, la
RMN du **C et laRMN 2D.

Ainsi, le trans-dauc-8-en-4p-ol a été identifié dans I’huile essentielle de Daucus carota
(Mazzoni et al., 1999), le 4-épi-cis-dihydroagarofurane dans I’huile essenticlle de Cedrelopsis
grevei de Madagascar (Cavalli et al., 2004b), I’eudesm-5-én-11-ol dans I’huile essentielle
d’Helichrysum italicum de Corse (Bianchini et al., 2004) et la modhéphanone dans une huile
essentielle des racines de Pulicaria mauritanica d’Algérie (Xu et al., 2015).

En conclusion, il ressort de cette synthese bibliographique, que la méthode mise au point et
développée au laboratoire de « Chimie et Biomasse » de I’université de Corse, d’identification
(et éventuellement de quantification) des constituants des mélanges naturels, basée sur I’analyse
informatisée du spectre de RMN du 13C du mélange, sans séparation préalable, est efficace et
complémentaire des techniques conventionnelles. Elle peut étre appliquée a toute sorte de

mélanges naturels, contenant des composés volatils ou non volatils, huiles essentielles, résines,
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extraits aux solvants, biocombustibles, biocarburants, huiles végétales, miels, etc. Elle permet
d’identifier et de quantifier des composés volatils ou non, des stéréo-isoméres, des molécules
thermolabiles, sans séparation ni dérivatisation préalable, aprés optimisation et validation des

conditions expérimentales a chaque famille de composés.
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Chapitre 111 : Activités biologiques des huiles essentielles

Depuis l'antiquité, I'hnomme a utilisé diverses plantes pour le traitement de maladies
infectieuses communes ainsi que pour leur parfum et leur saveur (Bauer et al., 2001 ; Rios et
Recio, 2005 ; Zsuzsanna et al., 2010). En effet, tout au long des siecles, les plantes médicinales
et aromatiques ont toujours fourni une source stable de médicaments pour les populations. Elles
ont été utilisées par les premiers Egyptiens et pour des siécles par les pays asiatiques et plusieurs
civilisations telle que les cultures indigénes, dans les pays arabes, la civilisation grecque ou
chinoise (Cowan, 1999).

On a attribué de nombreux effets bénéfiques aux huiles essentielles contenues dans les
plantes aromatiques, elles sont devenues durant ces derniéres décennies, des sources
d’antioxydants naturels et d’agents antimicrobiens (Bandoniene et al., 2000). En effet, les
huiles essentielles présentent de nombreuses activités biologiques (Marouf et Tremblin,
2009). Un certain nombre d’entre elles présentent également des propriétés antiseptiques,
insecticides, fongicides et bactéricides (Carson et Hammer, 2011).

I. Les antibiotiques

Selon Waksman, inventeur de la Streptomycine en 1943, on désigne sous le vocable
d’antibiotique « toutes les substances chimiques produites par des micro-organismes, capables
d’inhiber le développement et de détruire les bactéries et d’autres organismes » (Cohen et
Jacquot, 2008). Cette définition évolua depuis, et on désigne actuellement un antibiotique,
comme une substance chimique produite par un micro-organisme et disposant en solution diluée
de la capacité d’inhiber sélectivement la croissance voir méme de détruire d’autres micro-
organismes (Muylaert et Mainil, 2012).

Les antibiotiques sont majoritairement représentés par des molécules d’origine naturelle
et leurs dérivés. Ils peuvent aussi étre d’origine synthétique ou semi-synthétique (Newman et
al., 2003 ; Singh et Barett, 2006). Les antibiotiques synthétiques sont obtenus, soit a partir de
dérivés totalement artificiels, soit en recréant des substances initialement extraites de
microorganismes. Les antibiotiques semi-synthétiques quant a eux sont issus de la modification,
en laboratoire, de substances produites par des microorganismes.

I.1. Les cibles bacteriennes des antibiotiques

Depuis que Flemming a découvert la pénicilline G en 1928, plusieurs découvertes de
nouvelles molécules se sont succédées, donnant ainsi une nécessité a créer une classification
pour ces derniéres. Plusieurs bases de classification ont été proposees, reposant principalement

sur la structure chimique des molécules.
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Toutefois, les antibiotiques ont aussi été classés en fonction de leur mode d’action. On
distingue quatre catégories de molécules : (i) antibiotiques inhibant la synthése de la paroi
bactérienne, (ii) antibiotiques inhibant la synthese des protéines, (iii) antibiotiques inhibant la
synthése de ’ADN et de ’ARN, ou bien (iv) antibiotiques entrainant la destruction de la
membrane cytoplasmique (Figure 5) (Singh et Barrett, 2006).

L’action d’un antibiotique est le résultat des interactions organisme-antibiotique d’une
part et antibiotique-bactéries d’autre part. Pour résumer ces derniéres, on peut dire que pour
étre actif, un antibiotique doit pénétrer jusqu’a sa cible bactérienne, ne pas €tre inactivé et étre
capable de se lier a sa cible. Ce sont la les conditions nécessaires a I’activité antibactérienne.
L’antibiotique exercera son action qui pourra étre de deux types : bactériostatique s’il n’y a
qu’une simple inhibition de la croissance bactérienne (blocage de la multiplication des cellules
microbiennes), ou bien bactéricide s’il y a mort de la bactérie (Gaudy et Buxeraud, 2005).

Figure 5

Inhibition de la synthese de la paroie cellulaire Inhibition de la synthese des protéines

B-lactames Aminoglycosides Macrolides
Glycopeptides Tétracyclines Oxazolidinones
Daptomycine Streptogramines
Tunicamycine Lincosamides
Bacitracine

GTP—p —p DHP — —p-DHF < ~dTMP—p apN > (D

= dump

Sulfaméthoxazole

Quinolones Rifampicine

Triméthropine =
Novobiocine

Inhibition du métabolisme  Inhibition de la synthése d’ADN Inhibition de la synthése d’ARN

Avec DHP : dihydroptéroate ; DHF : dihydrofolate ; THF : tétrahydrofolate
Figure 5 : Mode d’action des antibiotiques (Singh et Barrett, 2006)
I.2. La résistance bactérienne aux antibiotiques
La résistance bactérienne aux antibiotiques aurait deux origines essentielles, intrinseque
et acquise. La premiere est programmeée au niveau du pool génomique alors que la seconde est

développée en fonction des conditions métaboliques (Julian et Dorothy, 2010).
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= La résistance intrinséque
La résistance intrinseque, est commune a une population bactérienne, due essentiellement

a la présence de genes spécifiques (Allen et al., 2010). Elle se caractérise par des modifications
structurales et métaboliques. Les génes de résistance sont exprimés soit d’une maniére
constitutive ou bien induite en répondant a un signal enzymatique établi par la mise en ceuvre
d’un processus d’échappement vis-a-vis de I’antibiotique (Doyle, 2006). Cette absence ou
réduction de la sensibilité a 1’antibiotique peut étre due a : un manque d’affinité du composé
pour la cible bactérienne, (ii) une inaccessibilité de la molécule a la cellule bactérienne
(imperméabilité de la membrane externe), (iii) une expulsion de 1’antibiotique par des pompes
a efflux chromosomiques, ou encore (iv) une inactivation enzymatique innée de I’antibiotique
(Muylaert et Mainil, 2012).
= La résistance acquise

La résistance acquise (ou extrinséque) résulte de changements génétiques résultant de la
mutation du site cible de I'antimicrobien dans la bactérie ou de l'acquisition de matériel
génétique codant pour la résistance via des plasmides ou des transposons contenant des
séquences d'intégrons (Russell et Chopra 1996). Cette acquisition de génes se fait par le biais
de transferts horizontaux (conjugaison, transformation, transduction) du matériel génétique
(Figure 6). Grace a ce processus, les bactéries partagent entre elles des informations génétiques,
ce qui leur confére un trés grand pouvoir d’adaptation aux milieux environnementaux qu’elles

habitent (Bouyahya et al., 2017).

Figure 6
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Figure 6 : Les différents modes d’acquisition des génes de résistance (R) aux
antibiotiques chez les bactéries (Levy et Marshall, 2004)
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1.3. Les mécanismes de résistance

Les bactéries adaptent diverses méthodes pour survivre a l'inhibition ou a la destruction
des antibiotiques. Ceux-ci comprennent : (i) I'inactivation d'antibiotiques par des réactions
enzymatiques (par exemple, l'inactivation de B-lactames par la B-lactamase) ; (ii) des
mécanismes d'efflux par lesquels des antibiotiques sont transportés hors des cellules par des
pompes ; (iii) une mutation cible pour diminuer I'efficacité de liaison des antibiotiques ; (iv)
surproduction de cible ; (v) un pontage de la voie métabolique pour éliminer I'essentialité de la
cible ; et (vi) diminution de I'absorption d'antibiotiques (par exemple, perte de Pseudomonas

aeruginosa de sa porine D2) (Singh et Barrett, 2006).

Figure 7
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Figure 7 : L’efflux, la destruction et la modification des antibiotiques comme modes de
résistance (Levy et Marshall, 2004)

I1. Les huiles essentielles

Selon la pharmacopée Européenne 7°™ édition, ’huile essentielle est un « Produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une matiére premicre
végetale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation
seche, soit par un procedé mecanique approprie sans chauffage. Une huile essentielle est le plus
souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement
significatif de sa composition ».

Les huiles essentielles sont des composés naturels complexes de structures organiques
variées, liquides, volatiles, limpides et odorantes, synthétisees par des plantes aromatiques et
médicinales comme métabolites secondaires (Bakkali et al., 2008). Elles sont insolubles dans

I’eau et solubles dans I’alcool et les solvants organiques. Elles ne contiennent pas de corps gras,

-B5 -



Synthése bibliographique

leur appellation « huile » vient de leur caractéristique hydrophobe et le terme « essentielle » de
leur caractéristique d’odorat (Bouhdid, 2009).

Beaucoup de végétaux renferment des HEs, mais seulement en toute petite quantité, ne
permettant pas leur extraction. Seules les plantes dites « aromatiques » produisent des quantités
suffisantes d’HE. Ces plantes appartiennent pour la plupart aux familles des Lamiaceae
(lavande, thym, menthe...), des Lauraceae (cannelle, camphrier...), des Myrtaceae (eucalyptus,
niaouli...), des Pinaceae (pin, cedre, cypres, genévrier...), des Rutaceae (citron, orange...) ou
des Apiaceae (cumin, fenouil, anis vert...) (Gerault et Mary, 2009).

Les huiles essentielles peuvent étre synthétisées par tous les organes ou structures
sécrétrices des plantes a savoir les fleurs, les feuilles, les tiges, les graines, les fruits, les racines,
du bois ou de I’écorce et sont stockées dans des cellules sécrétoires, des cavités sécrétrices, des
canaux sécréteurs ou des trichomes glandulaires et qui sont souvent localisés sur ou a proximité
de la surface de la plante (Burt, 2004 ; Bakkali et al., 2008 ; Solérzano-Santos et Miranda-
Novales, 2012).

I1.1. Les constituants des huiles essentielles

Sur le plan chimique, les huiles essentielles sont des mélanges de structures extrémement
complexes, pouvant contenir plus de 300 composés différents (Sell, 2006). Ces substances sont
des molécules trés volatiles qui appartiennent principalement a deux groupes de composés
odorants distincts en fonction de leur voie de biosynthese. Il s’agit du groupe des terpenes et
des terpénoides d’une part (beaucoup plus fréquent) et celui des composés aromatiques dérivés
du phénylpropane d’autre part. Les HEs peuvent aussi renfermer différents composés
acycliques (Bruneton, 2009).

I1.1.1. Les terpénes et les terpénoides

Les terpenes forment structurellement et fonctionnellement différentes classes. Ils sont
fait de la combinaison de plusieurs unités de 5 carbones-bases appelés isopréne (CsHs) (Figure
8) et peuvent étre a chaine ouverte ou cyclique (Bakkali et al., 2008 ; Hyldgaard et al., 2012).
Les principaux terpenes sont les monoterpénes (C10) et les sesquiterpénes (C15) (Figure 9),
mais on trouve aussi des hemiterpenes (C5), des diterpénes (C20), des triterpenes (C30) et des
tétraterpenes (C40). La synthese se fait via la voie de I'acide mévalonique a partir de I'acétyl-
CoA (Hyldgaard et al., 2012).

Un terpene contenant un oxygene est appelé terpénoides (Cowan, 1999). Les
monoterpenes et les sesquiterpenes sont les molécules les plus représentatives dans le regne

végetal.
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Figure 8
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Figure 8 : Structure de la molécule d’isopréne (Clarke, 2009)

Figure 9

Monoterpénes

Limonéne Thymol Terpinéol-4 a-Pinéne

Sesquiterpénes

Zingiberol

Figure 9 : Structure de quelques composeés des huiles essentielles (monoterpénes et
sesquiterpénes) (Clarke, 2009)

11.1.2. Les composés possédant un noyau aromatique

Les composés aromatiques dérivent principalement du phénylpropane et sont beaucoup
moins frequents dans les huiles essentielles que les terpénoides (Bakkali et al., 2008). Ils sont
caractérisés par un noyau aromatique lié a une chaine de trois atomes de carbone propéne C6-
C3 (Hyldgaard et al., 2012). Les plus fréquemment trouvés sont 1’acide cinnamique et
I’aldéhyde cinnamique (HE de cannelle), I’eugénol (HE de girofle), I’anéthole et 1’aldéhyde
anisique (HE de badiane, d’anis, de fenouil), ainsi que le safrole (HE de sassafras) (Figure 10)

(Couic-Marinier et Lobstein 2013).
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Figure 10
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Figure 10 : Exemple de quelques composés aromatiques phénylpropanoides
caractéristiques des huiles essentielles (Clarke, 2009)

I1.1.3. Les composés d’origine diverses

D'autres types de composés comme des molécules acycliques peuvent également étre
trouvés dans les huiles essentielles. Il s’agit de composés volatils issus de la dégradation, de
terpenes non volatils (c'est le cas par exemple des ionones qui proviennent de l'auto-oxydation
des carotenes) et d'acides gras (les petites molécules odorantes, comme par exemple le (Z)-hex-
3-en-1-ol ou le décanal, qui sont obtenues a partir des acides linoléique et a-linolénique) par
des voies enzymatiques (Bruneton, 1999).

11.1.4. Chémotype

Des plantes issues de la méme espéce botanique partageant la méme morphologie et le
méme patrimoine génétique, peuvent produire des huiles essentielles avec des profils chimiques
ou chémotypes différents selon leur origine, pays, altitude, climat ou sol (Shama et al., 2011).
La définition d’un type chimique ou chémotype ne peut reposer sur 1’étude de quelques
individus, mais nécessite un échantillonnage conséquent pour qu’il soit statistiquement
représentatif (variabilité intra-station, variabilité inter-station, stabilité dans le temps, ...).

Le chémotype d’une huile essentielle est une référence précise qui indique le ou les
composant(s) biochimique(s) majoritaire(s) ou distinctif(s), présent(s) dans 1’huile essentielle.
A titre d’exemple, I’espéce sauvage Thymus vulgaris originaire du sud de la France, présente
six chémotypes différents d’huile essentielle, par rapport au monoterpéne majoritaire contenu
dans cette derniére, qui peut étre soit le géraniol, 1'a-terpinéol, le thuyanol-4, le linalol, le
carvacrol ou le thymol (Thompson et al., 2003).

Il est important de noter que les huiles essentielles a chémotypes différents présentent non

seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres variables (Pibiri, 2005).
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11.2. Mécanisme d’action antimicrobien des huiles essentielles
I1.2.1. Mode d’action antibactérien

Compte tenu de la richesse et de la complexité des composés présents dans les huiles
essentielles, il n'est pas surprenant qu'ils aient la capacité d'affecter de nombreux systémes
biologiques.

Les HEs et d'autres extraits de plantes aromatiques et médicinales sont empiriquement
connus pour leurs propriétés antimicrobiennes depuis les temps anciens, mais ce fait n’a été
prouvé scientifiquement qu’au début du 20°™ siécle (Li et al., 2014). En effet, aujourd’hui, un
bon nombre de publications importantes ont confirmé leur effet bactériostatique et bactéricide
contre des souches bactériennes pathogénes méme parfois a de tres faibles concentrations
(Talbaoui et al., 2012).

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles peut étre attribuée en grande partie aux
principaux groupes de composes qui s'y trouvent : les monoterpenes, les sesquiterpénes et les
composants non terpeniques tels que les phénylpropanoides (Carson et Hammer, 2011).

a) Sites d’action des huiles essentielles

Le réle physiologique des HEs n'est pas encore entierement compris. La majorité des
travaux antérieurs se concentrent davantage sur la détection de I'activité antimicrobienne des
HEs, par conséquent, les mécanismes d'action contre les microorganismes sont peu étudiés.

En général, les mécanismes de 1’action antimicrobienne des huiles essentielles sont
décrits en trois phases (Ultee et al., 2002 ; Turina et al., 2006). Premiérement, les HES peuvent
agir sur la paroi cellulaire d'une bactérie et augmentent la perméabilité de la membrane, ce qui
entraine une perte subséquente des composants cellulaires. La seconde phase correspond a une
acidification a l'intérieur de la cellule qui bloque la production d'énergie cellulaire (ATP) en
raison de la perte d'ions, de I'effondrement des pompes a protons et de la réduction du potentiel
membranaire. Dernier point mais non le moindre est la destruction du matériel génétique qui
entraine la mort des bactéries. De plus, certaines études ont montré que les HES peuvent
également coaguler le cytoplasme et endommager les lipides, les protéines, les parois cellulaires
et les membranes, ce qui peut entrainer la fuite des macromolécules et la lyse cellulaire
(Gustafson et al., 1998 ; Cox et al., 2000 ; Lambert et al., 2001 ; Di Pasqua et al., 2006 ;
Turgis et al., 2009 ; Saad et al., 2013). Cependant, les mécanismes restent moins clairs, et leur
complexite vient de la composition chimique des HES qui présente une diversité de molécules
pouvant agir chacune sur une cible différente.

Les différents modes d’action des huiles essentielles sur les microorganismes sont décrits

dans la figure suivante (Figure 11).
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Figure 11
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Figure 11 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule
bactérienne (Burt, 2004)

b) Sites d’action de quelques composés des huiles essentielles

Plusieurs molécules présentes dans les HEs sont douées de propriétés antibactériennes,
en particulier les phénols (tels que le carvacrol, le thymol et I’eugénol), les alcools (tels que le
linalol) et les aldéhydes (tels que le cinnamaldéhyde) (Bouyahya et al., 2017).

Le carvacrol et le thymol semblent pouvoir agir sur I’augmentation de la perméabilité de
la membrane externe des bactéries a Gram négatif en libérant les lipo-polysaccharides qui la
constitue (Lambert et al., 2001). Ces deux mémes composants retrouvés comme COmposés
majoritaire dans 1’huile essentielle de Thymus vulgare ont été aussi testés pour leurs effets anti-
biofilms et anti-quorum sensing (QS : appelé encore phéromones bactériennes, est I’ensemble
des molécules qu’utilisent les bactéries pour coordonner et assurer la communication entre
elles). Les auteurs ont révélé une réduction significative de la production de N-acylhomosérine
lactone (AHL), de la formation de biofilms et de la mobilité des flagelles, ce qui suggere que
I’inhibition des génes d’AHL et des flagelles empéche la formation de biofilms (Myszka et al.,
2016).

Le mécanisme d’action du carvacrol a été bien étudié sur Bacillus cereus. Ce dernier peut
engendrer une déformation de la structure de la bicouche lipidique qui compose la paroi
bactérienne, cette déformation due principalement au positionnement du carvacrol entre les
chaines d’acide gras provoque une augmentation de la perméabilité de la paroi, perturbant ainsi
le gradient ionigue et le fonctionnement membranaire des cellules microbiennes (Ultee et al.,
2002).
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Trombetta et al. en 2005 ont étudié I’action du thymol sur des membranes artificielles.
Ils ont trouvé que ce dernier lorsqu’il pénétre dans la membrane plasmique, il altére sa
perméabilité, entrainant une perte du matériel intracellulaire.

Une autre étude menée par Walsh et al. en 2003 a montré que la molécule de thymol a
un effet inhibiteur et Iétal sur diverses souches, dont Escherichia coli et Staphylococcus aureus,
sur lesquelles elle provoque des fuites d’ions potassium K+. En revanche, elle n’est pas active
sur Pseudomonas aeruginosa.

Le cinnamaldéhyde, principal constituant de I’huile essentielle de cannelle (Cinnamomum
cassia) est capable d’inhiber la séparation des cellules de Bacillus cereus. L’action de
cinnamaldéhyde sur la division cellulaire réside dans I’inhibition de 1’assemblage du complexe
FtsZ (un régulateur de la division cellulaire chez les procaryotes) avec les anneaux-Z localisés
sur les sites de division cellulaire (Domadia et al., 2007). Dans une autre étude, ce méme
composé s’est révélé étre trés actif contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif
(Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Enterobacter spp.) en inhibant les ATP synthétases et
perturbant ainsi la production d’ATP intracellulaire (Gill et Holley, 2004 ; 2006).

Dans les huiles essentielles du clou de girofle, I'eugénol, l'acétate d'eugényle et le
caryophyllene sont les principaux constituants et leurs propriétés antimicrobiennes ont été
signalés contre Bacillus brevis, Bacillus subtilis, Clostridium botulinum, Enterococcus faecalis,
Candida spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. et Listeria monocytogenes (Perricone et al., 2015).
Selon I’étude menée par Gill et Holley en 2006, 1’eugénol au méme titre que le carvacrol,
provoquerait une dégradation de la paroi cellulaire entrainant une inhibition de I’activité des
ATP synthétases membranaires.

Les alcools quant a eux, entrainent principalement une dénaturation des protéines, alors
que les aldéhydes induisent des réactions de transfert d’électrons et peuvent réagir avec des
composés nitrés vitaux pour la bactérie : protéines et acides nucléiques (Goetz et Ghedira,
2012).

I1.2.2. Mode d’action antifongique

L'activité antifongique des HEs a été démontrée dans plusieurs études. Cependant, peu
d'auteurs ont abordé la maniére dont les HEs agissent sur les champignons. Néanmoins
quelques mécanismes d’action ont été rapportés.

Ferreiraetal. en 2014 ont étudié I'effet de I'huile essentielle de la menthe poivrée Mentha
piperita sur certaines souches de Saccharomyces cerevisiae et ont découvert que la cytotoxicité
de I'huile était associée a l'augmentation des quantités des ERO (espéces réactives de
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I'oxygéne), a la fragmentation mitochondriale et a la condensation de la chromatine,
déclenchant ainsi un processus apoptotique.

Daferera et al. en 2000 ont découvert que I'effet antifongique des HEs était le résultat de
liaisons hydrogénes entre les groupes hydroxyles des composés phénoliques et les sites actifs
des enzymes cellulaires.

Une autre étude a montré que les HEs peuvent induire une perte de 1’intégrité cellulaire
en causant des lésions sur la paroi cellulaire, avec une perte de constituants cytoplasmiques
(Sharma et Tripathi, 2006).

Toujours dans la méme année, Lucini et al. (2006) ont suggéré que les monoterpenes
peuvent inhiber la croissance des champignons. L'allicine (isolée de 1’huile essentielle de 1'ail)
pourrait inhiber les enzymes avec des groupements SH et affecter la synthése des acides gras,
des lipides, de I'ADN ou de I'ARN (Beuchat et Golden, 1989). Les HEs peuvent aussi inhiber
la synthése de la paroi cellulaire par I'inhibition du -1,3-glucane et de la chitine synthase (Bang
et al., 2000 ; Hyldgaard et al., 2012) et la perturbation de la biosynthése de I'ergostérol
(composant des membranes des cellules fongiques) (Ahmad et al., 2011).

Les HEs d'Origanum se sont révélées fongistatiques et fongicides pour Candida albicans,
dont une administration orale quotidienne est fortement recommandée dans la prévention et le
traitement efficaces de la candidose (Manohar et al., 2001). De plus, le carvacrol et I'eugénol
ont été proposés comme agents thérapeutiques pour la candidose buccale en raison de leurs
puissantes propriétés antifongiques (Chami et al., 2004).

11.3. Synergie et antagonisme entre les constituants des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes qui exercent des activités
antibactériennes plus importantes que celles de leurs constituants respectifs. L’activité observée
serait due principalement aux effets combinés de plusieurs composants minoritaires. Les HES
renferment donc des composés multifonctionnels exercant leur activité grace a différents
mécanismes. L’activité intrinséque d’une huile pourrait se rapporter a la structure chimique de
ses composants, aux proportions dans lesquelles ils sont présents et aux interactions entre eux
(Goetz et Ghedira, 2012).

Certaines études ont conclu que toutes les HEs ont une plus grande activité
antibactérienne que leurs principaux constituants pris individuellement (Gill et al., 2002 ;
Mourey et Canillac, 2002), ce qui suggere que les composants mineurs sont essentiels a
I’activité et qu’ils peuvent avoir un effet synergique ou potentialiser 1’activité (Goetz et

Ghedira, 2012).
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Lambert et al. (2001) rapportent dans une étude, que les deux principaux constituants de
structure voisine et présents dans 1’huile essentielle d’origan, a savoir le carvacrol et le thymol,
présentent un effet additif contre Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Le précurseur biologique du carvacrol, le p-cymeéne, présente un caractere hydrophobe et
provoque le gonflement de la membrane cytoplasmique dans une plus grande mesure que le
carvacrol. Utilisé seul, le p-cyméne ne présente pas d’activité antibactérienne significative.
Lorsqu’il est associé au carvacrol, on observe une synergie d’action des deux composés contre
Bacillus cereus in vitro. Une plus grande efficacité du p-cymeéne est signalée lorsqu’il est
incorporé dans la bicouche lipidique de B. cereus, facilitant vraisemblablement le transport du
carvacrol a travers la membrane cytoplasmique (Goetz et Ghedira, 2012).

Dans une étude menée par Dorman et Deans en 2000, ils ont trouvé que 1’ajout d’un
groupement acétate a une molécule augmenterait son activité antimicrobienne, ils rapportent
donc que I’acétate de géranyle par exemple serait plus efficace que le géraniol et cela contre
une gamme de bactérie a Gram positif et a Gram négatif.

Les phénols avec leur groupements hydroxyle ont aussi été mis en évidence, en leur
attribuant un role fondamental dans I’activité antimicrobienne (Ultee et al., 2002). Enfin, la
nature des groupements alkyles peut aussi avoir un réle dans cette activité. Dorman et Deans
(2000) dans leur étude ont montré que les substituants alkényles sont plus actifs que les
substituants alkyles. Ainsi, le limonéne, qui est substitué par un groupement isopropyléne en
position 4, présente une plus forte activité que son homologue le p-cymeéne, substitué par un
groupement isopropyle.

I1.4. Activités antimicrobiennes des huiles essentielles

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et medicinales ainsi que de leurs
huiles essentielles sont connues depuis longtemps. Toutefois, leur utilisation se basait sur des
pratiques traditionnelles sans fondements scientifiques (Hala et al., 2000). 1l aura fallu attendre
le début du 20"™ siecle pour que les scientifiques commencent & s’y intéresser. La premiére
mise en évidence de ’action des huiles essentielles contre les bactéries a éte réalisée en 1881
par Delacroix (Boyle, 1955). Depuis plusieurs auteurs se sont succédés pour déemontrer cette
activité, et de nombreuses huiles sont maintenant définies comme antibactériennes (Burt,
2004).

Le spectre d’action des HEs est trés étendu, car elles agissent contre un large éventail de
bactéries, y compris celles qui développement des résistances aux antibiotiques. Cette activité

est par ailleurs variable d’une huile essentielle a ’autre et d’une souche bactérienne a 1’autre

-63-



Synthése bibliographique

(Kalemba et Kunicka, 2003 ; Oussou, 2009 ; Avlessi et al., 2012). Elles peuvent étre
bactéricides ou bactériostatiques (Oussou et al., 2009).

L’activité antimicrobienne des HEs est principalement fonction de leur composition
chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Sipailiene et al.,
2006 ; Oussou, 2009). Il a été rapporté que les HEs contenant des aldéhydes ou des phénols,
tels que le cinnamaldéhyde, le citral, le carvacrol, I'eugénol ou le thymol comme composés
majoritaires présentaient I'activité antibactérienne la plus élevée (Bassolé et Juliani, 2012).
Lang et Buchbauer (2012) ont passé en revue des recherches récentes (2008-2010) sur les
huiles essentielles en tant qu'agents antimicrobiens. Ils ont conclu que bien méme si de
nombreuses huiles essentielles aient une forte activité antimicrobienne sur une large gamme de
microorganismes, les constituants prédominants étaient le thymol, le carvacrol, le
cinnamaldéhyde, I'eugénol, le camphre, le limonéne, le linalol, 'a-pinéne, le terpinéol-4 et le
1,8-cinéole.

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif que les bactéries
a Gram négatif. Toutefois, les bactéries a Gram négatif paraissent moins sensibles a leur action
et ceci est directement lié a la nature de leur paroi cellulaire (Burt, 2004). Il existe cependant
quelques exceptions. Les bactéries a Gram négatif comme Aeromonas hydrophila (Wan et al.,
1998), Campylobacter jejuni (Wannissorn et al., 2005) et Pseudomonas aeruginosa (Goetz et
Ghedira, 2012) ont été décrites comme particuliérement sensibles a 1’action des huiles
essentielles. De plus, certaines études ont également mis en évidence I'absence de différence
entre ces deux groupes d'organismes (Deans et Ritchie, 1987 ; Ouattara et al., 1997).

Les huiles essentielles peuvent aussi avoir un role contre la résistance des bactéries aux
antibiotiques. En effet, il y a prés de 20 ans, Nelson (1997) a découvert que les huiles
essentielles de la menthe poivrée, de thym, de lavande, d'arbre a thé et de genévrier étaient
efficaces in vitro contre les souches de Staphylocoques aureus résistantes a la méticilline
(SARM) (Warnke et al., 2009). Dans une autre étude, Kon et Rai (2012) suggérent que les
huiles essentielles pourraient étre utilisees comme traitements efficaces contre de nombreux
pathogenes bactériens, y compris Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM),
entérocoques résistants a la vancomycine (ERV), ainsi que d’autres souches résistantes comme
Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae. Ils suggérent également que certaines
huiles essentielles peuvent potentialiser I'efficacité des antibiotiques contre les bactéries multi-
résistantes aux antibiotiques.

Le mélange de différentes huiles essentielles comme 1’origan et le thym, 1’origan et la

marjolaine, le thym et la sauge a aussi montré un fort pouvoir antibactérien contre Bacillus
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cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli O157:H7 et Listeria monocytogenes
(Gutierrez et al., 2008).

En outre, I'interaction synergique et antagoniste entre les composants chimiques des HES
doit également étre prise en compte du fait que des composants mineurs peuvent avoir une
influence significative sur les activités antimicrobiennes des HEs. (Li et al., 2014). En effet, le
pouvoir antimicrobien des HEs est le résultat de groupes fonctionnels présents dans les
métabolites et de leurs synergies. Le groupe fonctionnel le plus actif est celui des phénols, suivi
des aldéhydes, des cétones, des alcools, des éthers et des hydrocarbures (Gao et al., 2005 ;
Fernandez et Chemat, 2012). L'activité antimicrobienne élevée des espéces de Thym et
d'Origan a été attribuée a leurs composants phénoliques tels que le thymol et le carvacrol
(Lambert et al., 2001 ; Cox et al., 2001 ; Oussalah et al., 2007 ; Hazzit et al., 2007) et ceux
d'Eugenia caryophillus (Ait-Ouazzou et al., 2011), de Syzygium aromaticum (Fu et al., 2007 ;
Juliani et al., 2004), d'Ocimum basilicum (Bassolé et al., 2010) a l'eugénol. L'activité
antimicrobienne de I'HE de Cinnamomum zeylanicum est liée a sa teneur en cinnamaldéhyde et
celle du Basilic a sa teneur en eugénol (19%) et en linalol (54%), a noter qu’un effet synergique
a été observé entre ces deux composes (Prabuseenivasan et al., 2006). Le terpinéol-4 est
considéré comme le principal composant actif de I'huile Melaleuca alternifolia (arbre a thé)
(Carson et Riley, 1995). Lis-Balchin et Deans (1997) ont montré que les HEs contenant de
grandes quantités de 1,8-cineole étaient de meilleurs agents anti-listeria que ceux qui étaient
dépourvus.

Les huiles essentielles des plantes aromatiques sont la source de nombreux
antimycosiques naturels, souvent issus des familles des Lamiacées et des Astéracées. Par
exemple, Thymus vulgaris riche en thymol s’est avéré trés efficace contre Candida albicans
(Giordani et al., 2004). De nombreux auteurs ont mis en évidence le pouvoir antifongique des
HEs contre plusieurs moisissures allergisantes (De Billerbeck et al., 2002 ; Koba et al., 2004
; Oussou et al., 2004 ; Ouraini et al., 2005) et aussi contre les dermaphytes et les champignons
pathogenes et opportunistes tels que Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus
(Teixeira-Duarte et al., 2005). Une étude menée par Omidbeygi et al. en 2007 a révelé
I’efficacité antifongique in vitro des huiles essentielles de thym, de la sarriette et du clou de
girofle contre Aspergillus flavus. Khan et Ahmad (2011) ont testé des huiles essentielles pour
leur capacité a renforcer I'effet du fluconazole contre Aspergillus fumigatus. Ils ont découvert
que les huiles essentielles contenant du cinnamaldéhyde réduisaient la CMI du fluconazole de
8 fois. D'autres huiles essentielles telles que Juniperus communis (genévrier) et Lavandula

luisieri se sont aussi avérées efficaces contre les souches d’Aspergillus (Cabral et al., 2012 ;
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Zuzarte et al., 2012). La souche fongique Phaeoramularia angolensis a montré une sensibilité
vis-a-vis des HEs d’Eucalyptus saligna et d’Eucalyptus camaldulensis. L’efficacité des huiles
extraites des achillées, Achillea fragrantissima (Barel et al., 1991), A. setacea, A. teretifolia
(Unlu et al., 2002), A. millefolium (Candan et al., 2003), contre la levure pathogéne Candida
albicans, et Achillea odorata L. subsp. pectinata (Lamk) var. microphylla (Willd.) Willk.
(Bekhechi et al., 2011) contre plusieurs champignons filamenteux a également été mise en
évidence. De nombreuses autre huiles essentielles ayant des activités antifongiques ont été
décrites, notamment, les huiles de thym, de citronnelle, de cannelle et de 1’arbre a thé (Burt,
2004).

I1.5. Activités antivirales des huiles essentielles

Les effets antiviraux des huiles essentielles (et de leurs composants) ont été évalués au
cours des 10 dernieres années contre des maladies comme le SRAS (syndrome respiratoire aigu
sévere), la grippe, la dengue, la fievre du Nil occidental et la fiévre jaune. La recherche in vitro
s’avere €tre trés encourageante (Reichling et al., 2009).

Les huiles essentielles sembleraient avoir un effet direct sur le mécanisme d'un virus, soit
en interférant avec I'enveloppe virale, soit en affectant la capacité du virus a pénétrer dans la
cellule hote. Cependant, contrairement a l'acyclovir, elles n'empéchent pas la réplication virale
(Reichling, 2010).

Duke en 1985 a écrit que la cannelle et le clou de girofle avaient des propriétés antivirales.
Les recherches actuelles confirment ces propriétés virales (Ovadia et al., 2009 ; Yeh et al.,
2013 ; Elizaquivel et al., 2013).

L’Eucalyptus, Eucalyptus citriodora et Eucalyptus globulus se sont révélés étre un
antiviral efficace (Mendes et al., 1990 ; Schnitzler et al 2001). L’Eucalyptus globulus s’avére
également efficace contre la tuberculose multi-résistante courante chez les patients atteints du
SIDA (Sadlon et Lamson, 2010).

L’HE de Melissa officinalis s'est révélée efficace contre les infections virales de I’herpés
simplex de type | et Il (HSV1 et HSV2) (Schnitzler et al., 2008 ; Cermelli et al., 2008). Des
études menées par Adorjan et Buchbauer (2010) ont révélé plusieurs huiles essentielles
actives contre le HSVII, notamment I'anis (Pimpinella anisum), I'hysope (Hyssopus officinalis),
le thym (Thymus vulgaris), le gingembre (Zingiber officinale), la camomille allemande
(Matricaria recutita) et le bois de santal (Santalum album). Il s'est avéré que souvent les
résultats dépendent de la dose d’HE et du stade du cycle d'infection virale auxquels elles sont
introduites, certaines sont moins actives pendant la période de pré-incubation et aprés la période
d'adsorption. lls ont suggéré que les huiles testées interagissent avec I'enveloppe virale.
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11.6. Propriétés antioxydantes des huiles essentielles
11.6.1. Les antioxydants et le stress oxydatif

L’oxygene est un ¢lément essentiel pour la vie, cependant il peut étre responsable d’un
bon nombre de processus d’oxydation via la formation de radicaux libres et de métabolites
réactifs, que I'on appelle des oxydants ou des especes réactives de I'oxygéne (EROs) pouvant
entrainer des dommages dans 1’organisme (Dalton, 1995 ; Garcia-Plazaola et al., 1999). Un
désequilibre entre la production de radicaux libres et de EROs, et leur elimination par des
mécanismes de protection, déenommés antioxydants est appelé stress oxydatif (Reuter et al.,
2010).

L’une des manieres d’éliminer les radicaux libres et de se protéger des effets nocifs des
EROs est I’action des systémes antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme étant toute
substance capable, a concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres
substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Berger, 2006).
En d’autres termes, un antioxydant est une substance qui, en faible concentration
comparativement a la quantité des substances oxydables telles les espéces oxygénées réactives
(EROs), retarde significativement ou prévient 1’oxydation des substrats comme les lipides, les
protéines, I’ADN et les carbohydrates.

Les molécules antioxydantes peuvent se diviser en des antioxydants exogenes (vitamines
C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique) et des antioxydants
endogenes incluant des enzymes (superoxyde dismutase SOD, glutathion peroxydase, catalase)
et des protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, aloumine) (Pincemail et al., 2002).

Dans le domaine industriel, les antioxydants synthétiques tels que le BHA (3- tertiobutyl-
4-hydroxyanisole), le BHT (3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluéne), le TBHQ (tertiobutyl-
hydroquinone), et le PG (gallate de propyle) sont largement utilisés pour la conservation des
produits alimentaire et empécher leur détérioration (Fernandez et Chemat, 2012). Toutefois
ces derniers peuvent provoquer des effets secondaires toxiques sur la santé (Dorman et
Hiltunen, 2004 ; Tepe et al., 2006 ; Nickavar et al., 2008).

Récemment, et pour palier a ce désagrément, la recherche d’antioxydants naturels
spécialement a partir de plantes a largement augmenté et apparait comme une alternative
attractive pour substituer les antioxydants synthétiques. Une grande variété d’huiles essentielles
et d’extraits des plantes aromatiques et médicinales a été étudiée pour leurs propriétés

antioxydantes.
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11.6.2. Activités antioxydantes des huiles essentielles

Au cours de ces dernieres années, les huiles essentielles sont considéréees comme des
ressources potentielles de molécules bioactives naturelles, qui ont fait I'objet de nombreuses
recherches pour leurs propriétés antioxydantes (Bakkali et al., 2008).

L'activité antioxydante des HEs dépend de la présence de composants capables de piéger
les radicaux libres. Les composants les plus pertinents qui conférent une activité antioxydante
a une HE sont ceux ayant un constituant phénolique (comme le carvacrol, le thymol et I'eugénol)
et ceux possédant une structure cyclohexadiényle (tels que le y-terpinéne et le mentha-1,4-
diene-7-al) (Yanishlieva et al., 1999 ; Foti, 2007).

Yanishlieva et al. (1999) ont signalé que l'auto-oxydation des triacylglycérols de
saindoux et de I'huile de tournesol est inhibée par le thymol et le carvacrol, qui sont largement
présents dans les HEs du thym et de I'origan.

Plusieurs auteurs ont rapporté le pouvoir antioxydant de plusieurs huiles essentielles,
notamment celle de la cannelle, muscade, piment, laurier, clou de girofle, basilic, persil, origan,
coriandre, eucalyptus, genévrier, cumin et de thym (Billot et Wells, 1975 ; Mantle et al., 1998
; Tomaino et al., 2005 ; Karioti et al., 2006 ; Politeo et al., 2006 ; Edris, 2007 ; EI-Ghorab
et al., 2008 ; Miguel, 2010 ; Saleh et al., 2010 ; Amorati et al., 2013).

Loizzo et al. en 2015 ont évalué les propriétés antioxydantes des HESs de plusieurs plantes
aromatiques (gingembre, cumin, cannelle, clou de girofle, lavande, pamplemousse, citron, anis
étoilé, romarin, sauge, fenouil, orange, basilic, aneth, aiguille de pin, poivre noir, citronnelle,
myrte des marais, thym, bergamote, menthe poivrée, marjolaine espagnole). lls ont constaté
que seuls les HEs de cannelle, de clou de girofle, de thym et de cumin avaient des effets
antioxydants. Ces HEs ont des quantités substantielles de composants antioxydants. Les HEs
de cannelle et de clou de girofle contenaient par exemple respectivement 44% et 84% d'eugénol
; ’HE de thym 28% de thymol ; ’'HE de cumin 24% de p-mentha-1,4-dien-7-al et 13% de -
terpinéne.

I1.7. Propriétés anti-inflammatoires des huiles essentielles
11.7.1. L’inflammation

L’inflammation peut étre aigu€ ou chronique. L'inflammation aigué est la premiere étape
du processus de guérison, déclenché par le systéme immunitaire inné. C’est une réponse du
systéme immunologique d'un organisme aux dégats cellulaires et vasculaires provoqués par les
virus, les bactéries pathogenes et les agressions chimiques ou physiques. Le processus géenéere
la douleur, conduit a la cicatrisation et a I'némostase, autrement dit, il a une finalité bénéfique

(Swynghedauw, 2006). Néanmoins, dans certaines conditions, l'inflammation devient
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chronique et est associée a des affections graves comme les maladies auto-immunes (la sclérose
en plaques, l'arthrite, les allergies, le cancer ou 1’athérosclérose). Enfin, une inflammation aigué
locale peut, a elle seule, déclencher une réponse globale et fatale de [I'organisme
(Swynghedauw, 2006 ; Rhind, 2015).

Le processus de I’inflammation conduit a la production de médiateurs d’inflammation,
ces derniers comprennent le facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-o), une gamme
d'interleukines, de prostaglandines E2 (PGE-) et des amines vaso-actives comme I'histamine ;
les autres facteurs sont les enzymes comme la cyclo-oxygénase 2 (COX-2), la 5-lipoxygénase
(5-LOX), et certaines kinases et phospholipases (Rhind, 2015).

La plupart des études récentes concernant les activités anti-inflammatoires des huiles
essentielles et de leurs composants ont suggéré qu'elles augmentent ou diminuent la formation
de médiateurs inflammatoires ou suppriment I'activité d'enzymes spécifiques telles que la COX-
2, la 5-LOX et la phospholipase A2 (Baylac et Racine, 2003 ; Kumar et al., 2009 ; Adorjan
et Buchbauer, 2010).

Dans diverses médecines traditionnelles, différents extraits de plantes et/ou leurs
constituants actifs ont été utilisés pour traiter une grande variété de troubles inflammatoires
(Gautam et Jachak, 2009 ; Garcia-Lafuente et al., 2009). Il a été rapporté que les flavonoides
possedent une activité anti-inflammatoire par I’inhibition de diverses enzymes telles que la
xanthine oxydase, I'aldose réductase, la phosphodiestérase, la lipoxygénase, la Ca**-ATPase et

la cyclo-oxygénase (Ibrahim et al., 2017).

11.7.2. Les lipoxygénases

L'oxydation des acides gras insaturés est une réaction majeure du métabolisme des
lipides. La formation d'hydroperoxydes d'acides gras peut se produire soit par oxydation
chimique, soit par I'action d'enzymes comme la lipoxygénase (LOX) (Andreou et Feussner,
2009).

Les lipoxygénases sont une classe de dioxygénases a atome de fer non héminique qui
catalyse I'nydroperoxydation des acides gras polyinsaturés dans les plantes, les animaux et les
microorganismes (Prigge et al., 1996).

Les lipoxygénases sont des enzymes qui catalysent une déshydrogénation
stéréospécifique et une dioxygénation subséquente d'acides gras polyinsaturés ayant une
structure 1,4-cis-pentadiéne. La réaction conduit a la formation d'un hydroperoxyde, contenant
un fragment 1-hydroperoxy-2-trans-4-cis-pentadiéne. Compte tenu du substrat d'acide

arachidonique, I'oxygéne peut donc étre introduit en six positions différentes, donnant I'acide
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5-, 8-, 9-, 11-, 12-, et 15-hydropéroxy-eicosatétraénoique (HPETE), dans lequel le nombre
indique la position du groupe hydropéroxy respectif (Drazen et al., 1996).

Les lipoxygénases de mammiféres catalysent [I'hydropéroxydation de I'acide
arachidonique, initiant la synthese de deux familles de puissants effecteurs physiologiques : les
leucotriénes et les lipoxines (Prigge et al., 1996). Les leucotrienes jouent un rdle important
dans de nombreuses maladies inflammatoires telles que la colite ulcéreuse, I'athérosclérose,
I'asthme, I'arthrite rhumatoide et plusieurs types de cancers (Ibrahim et al., 2017).

11.7.3. Activiteés anti-inflammatoires des huiles essentielles

Les effets anti-inflammatoires des huiles essentielles ont souvent été rapportés dans la
littérature (Siani et al., 1999 ; Koh et al., 2002 ; Silva et al., 2003 ; Caldefie-Chézet et al.,
2004 ; 2006 ; Dordevic et al., 2007 ; Lin et al., 2008 ; Olufunke et al., 2009 ; Cabral et al.,
2015).

Les mécanismes anti-inflammatoires des huiles essentielles sont multiples et se
superposent obtenant un effet anti-inflammatoire général. Les huiles essentielles bloquent la
formation et/ou la sécrétion des médiateurs de 1’inflammation comme 1’histamine, les cytokines
pro-inflammatoires, les prostaglandines, les leucotriénes, I’oxyde d’azote et les radicaux libres
produits par les neutrophiles. L’activité multiple d’huile essentielle est un bénéfice substantiel
car de nombreux médiateurs participent a I’inflammation. Ce qui fait contraste avec la
pharmacologie des substances qui n’ont qu’une seule cible biologique (Inouye et Abe, 2007).

L’huile essentielle du bois du cédre himalayen (Cedrus deodora), a montré une activité
anti-inflammatoire indéniable sur différents modéles expérimentaux d’inflammation, dont le
test de la polyarthrite induite chez le rat (Shinde et al., 1998 ; 1999).

Hadji-Minaglou et Bolcato en 2005 ont rapporté que I’huile essentielle de rameaux
fraichement taillés de I’eucalyptus (Eucalyptus radiata) dont le composé majoritaire est
I’eucalyptol était douée d’une grande activité anti-inflammatoire. En plus de I’eucalyptol, cette
huile est riche en a-terpinéol et en terpinéol-4 dont I’activité antiseptique et immuno-modulante
a été prouvée.

L’activité anti-inflammatoire de 1’huile essentielle des boutons floraux du clou de girofle
(Syzygium aromaticum) a été expliquée par sa capacité d’inhibition de la synthése des
prostaglandines et du chimiotactisme des leucocytes. Cette activité semble due a I’eugénol. Elle
abaisse chez le rat (action attribuée a 1’eugénol) les taux sériques d’histamine, lors d’un test
d’anaphylaxie provoquée. Cette activité anti-anaphylactique semble due a I’inhibition de la

dégranulation des mastocytes (Hadji-Minaglou et Bolcato, 2005).
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Des expérimentations menées sur des souris ont montré que I’huile essentielle de
géranium était en mesure d’inhiber 1’accumulation des cellules de 1’inflammation induite par
I’injection de curdlane (B-1,3-glucane) (Maruyama et al., 2005). L’huile essentielle de
géranium était aussi capable de supprimer I’cedéme de la patte induite par le carraghénane et
I’arthrite induite par le collagéne, ce qui suggére un intérét thérapeutique possible dans les
affections inflammatoires aigués et chroniques (Maruyama et al., 2006).

La reaction allergique de type | (allergie immediate) et de type IV (allergie retardée)
jouent un rdle important dans le processus de I’inflammation. Les huiles essentielles telles que
celle de I’aurone (Artemisia abrotanum) du cédre himalayen (Cedrus deodora) et de I’arbre a
thé suppriment les réactions d’hypersensibilité immédiates comme la pollinose et 1’allergie
retardée (Inouye et Abe, 2007).

Les autres effets bénéfiques de certaines huiles essentielles dans le traitement des
infections sont leurs effets sur la dilatation bronchique, les effets antitussif, antiprurigineux,
calmant, anti-nociceptif (Inouye et Abe, 2007).

On peut noter aussi que les huiles essentielles peuvent jouer un rdle dans la prévention
contre le cancer. En effet certains aliments, comme 1’ail ou le curcuma, s’avérent étre de bonnes
sources d’agents préventifs contre 1’apparition du cancer (Jafri et al., 2001 ; Béliveau et
Gingras, 2005). Cette activité peut s’expliquer par le fait que certains de ces aliments,
renferment des composes volatils dont lI'activite chimio-préventive a été mise en évidence. A
titre d’exemple, I’huile essentielle de 1’ail contient des composés sulfurés dont leur effet

préventif contre le cancer a été établi (Milner, 2001 ; 2006).
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L'utilisation des huiles essentielles par les civilisations constitue une pratique courante
depuis l'antiquité. Auparavant, la Chine, I'inde et le Moyen-Orient utilisaient des herbes et des
huiles essentielles dans la cuisine, les cosmétiques, la médecine et les rituels religieux.

Les huiles essentielles (HES) sont utilisées de nos jours pour une panoplie d'applications,
leur importance a été soulignée en raison de la demande croissante des industries alimentaires
et pharmaceutiques, mais aussi de leur potentiel a fournir des avantages thérapeutiques dans la
prévention et la gestion des maladies. En effet, actuellement elles sont reconnues pour leurs
usages médicinaux : antibactérien, antifongique, antiviral, insecticide et leurs propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires. L'intérét accru pour les substances naturelles de
remplacement incite le milieu de la recherche a trouver de nouvelles utilisations et applications
de ces substances.

Dans le présent travail, nous nous sommes proposés de valoriser trois espéces végétales,
a savoir : Pituranthos scoparius, Santolina africana, et Cymbopogon schoenanthus, poussant
spontanément en Algérie.

Dans cette partie expérimentale, nous présenterons les techniques utilisées dans cette étude :

v Extraction des huiles essentielles des parties aériennes (tiges et fleurs ou fruits/graines)
de Pituranthos scoparius ; des parties aériennes de Santolina africana et des parties
aériennes et sous-terraines de Cymbopogon schoenanthus.

v’ Caractérisation des huiles essentielles de ces plantes. Les analyses ont été réalisées dans
le laboratoire de « Chimie et Biomasse » de 1’université de Corse, par une application
conjointe de plusieurs méthodes chromatographiques et spectroscopiques ;

v Etude des activités biologiques (antimicrobienne, antioxydante et anti-inflammatoire)

des huiles essentielles de ces trois especes végétales.

I. Matériel végétal et extraction des huiles essentielles
I.1. Matériel végétal
e Pituranthos scoparius
Un total de 93 échantillons des parties aériennes (tiges et fleurs ou fruits/graines) de pieds
individuels de 1’espéce Pituranthos scoparius ont été récoltés dans cing stations en Algérie
(Figure 13, Page 87).
Parmi les 93 échantillons récoltés, 75 d’entre eux, ont était échantillonnés pendant la
période de Septembre 2016 a Janvier 2017 (du debut de la floraison a la fin de la fructification).
Chague mois, trois échantillons provenant des trois pieds individuels par station ont été
récoltés : Ghardaia (Echantillons n° 1-15), Biskra (Echantillons n° 16-30), Batna (Fesdis-
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Bouilef) (Echantillons n° 31-45), Batna (Djerma) (Echantillons n° 46-60), Béchar (Echantillons
n° 79-93).

Les 18 autres échantillons, ont était récoltés a Béchar (Echantillons n° 61-78),
I'échantillonnage a eu lieu au cours de deux printemps successifs (2016 et 2017, respectivement)
avec également trois échantillons par mois provenant des trois pieds individuels : Mars (n° 61-
63 et 70-72), Avril (n° 64-66 et 73-75) et Mai (n° 67-69 et 76-78).

L'identification de cette plante a été realisée par le Dr F. Hassani (Laboratoire d’écologie
et gestion des écosystemes, université de Tlemcen). Un spécimen de référence a été déposé au
Laboratoire des « Produits Naturels » (Département de Biologie, université de Tlemcen) sous
le numéro de référence : A. 1941.

e Santolina africana

Un total de 18 échantillons de parties aériennes de Santolina africana ont été prélevés
lors de la période de floraison au mois de mai 2016 dans trois stations de la province de Batna
(Algérie) : Fesdis (Fesdis : F1-6 ; Bouilef : B1-6) et Oued Chaaba (Hamla : H1-6) (Figure
18, Page 115).

L’identification de cette espéce végétale a été réalisée par le Dr. Babali B. (Laboratoire
d’écologie et gestion des écosystémes naturels, Universit¢ de Tlemcen). Un spécimen de
référence a été déposé au Laboratoire des « Produits Naturels » (Département de biologie,

université de Tlemcen), sous le numéro de référence : A. 2844.

e Cymbopogon schoenanthus

L’échantillonnage de 1’espece Cymbopogon schoenanthus a été effectué dans deux
régions différentes, au sud de 1’ Algérie, Béchar et Ghardaia. Un total de 24 échantillons ont été
collectés. Nous avons prélevé sept échantillons au mois d’avril 2016 (E1-7) et sept autres
échantillons au mois de janvier 2017 (E1-7) dans la station de Sebseb a Ghardaia. Ensuite, nous
avons récoltés dix échantillons au mois de Juillet 2017 dans la station de Lahmar & Béchar
(Figure 24, Page 140).

L’identification de cette espece végétale a été réalisée par le Dr F. Hassani (Laboratoire
d’écologie et gestion des écosystémes naturels, Universit¢ de Tlemcen). Un spécimen de
référence a été déposé au Laboratoire des « Produits Naturels » (Département de biologie,

université de Tlemcen), sous le numéro de référence : P. 111.
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I.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a ét¢ réalisée par hydrodistillation, pendant une durée
de 2 heures (Masse du matériel végetal : 140 -300 g pour Pituranthos scoparius ; 150 - 280 g
pour Santolina africana ; 60 — 120 g pour Cymbopogon schoenanthus). Les rendements en
huiles essentielles sont calculés par le rapport entre la masse d’huile essentielle et la masse
végétale séche a traiter (Carré, 1953). Pour éviter leur dégradation, due a I’action de I’air ou
de la lumiére, nous avons conservé les huiles essentielles a 4 = 1° C dans 1’obscurité.
I1. Analyse des huiles essentielles

L’analyse des échantillons a été réalisée par les méthodes CPG-Ir, CPG-SM et RMN 13C
au niveau du laboratoire de « Chimie et Biomasse » de 1’université de Corse-CNRS. Dans
certains cas, afin de concentrer des molécules minoritaires, nous avons procédé a une
chromatographie sur colonne de silice, particulierement pour I’huile essentielle de Santolina
africana.
I1.1. Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)
Conditions opératoires

Les analyses chromatographiques en phase gazeuse ont été réalisées a 1’aide d’un appareil
Perkin-Elmer Clarus 500, équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID), d’un injecteur
diviseur et de deux colonnes capillaires de dimensions (50 m x 0,22 mm ; épaisseur du film :
0,25 um), apolaire (BP-1, polyméthylsiloxane) et polaire (BP-20, polyéthylene glycol).

Le gaz vecteur est I’hélium (0,8 ml/min), avec une pression en téte de colonne de 25 psi
; la température de ’injecteur et du détecteur est de 250 °C ; la température est programmée
depuis 60 °C jusqu’a 220 °C, a raison de 2 °C/min, suivie d’un palier de 20 min a 220 °C ;
I’injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/60. La quantit¢ d’huile
essentielle injectée est de 0,1 pl.
Identification des constituants

Les constituants ont été identifiés par comparaison de leurs indices de rétention (Ir)
calculés par rapport a une série d’alcanes (Cs-Ca2s) avec interpolation linéaire sur les deux

colonnes, avec ceux des composés de référence contenus dans la bibliothéque du laboratoire.

11.2. Spectrométrie de Masse (SM)
Conditions opératoires

Les analyses ont été réalisées a 1’aide d’un chromatographe Perkin Elmer TurboMass doté
d’un injecteur automatique et d’une colonne capillaire de silice fondue (50 m x 0,22 mm,

épaisseur du film 0,25 um), BP-1 (diméthylpolysiloxane), couplé & un détecteur de masse
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Perkin-Elmer TurboMASS. Les molécules sont bombardées par un faisceau électronique de 70
eV, la détection se fait par un analyseur quadripolaire constitué d’un assemblage de quatre
électrodes paralléles de section cylindrique. La température de la source est de 250 °C. Les
spectres de masse obtenus par impact électronique ont été acquis sur la gamme de masse 40-
400 Da.

Le gaz vecteur est I’hélium (0,8 ml/min), exergant une pression en téte de colonne de 43
psi ; la température linéaire est programmeée depuis 60 °C jusqu’a 220 °C, a raison de 2 °C/min,
suivie d’un palier de 20 min a 220 °C ; I’injection se fait par mode split avec un rapport de
division de 1/75. La quantité d’huile essentielle injectée est de 0,5 pl.

11.3. Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13 (RMN 3C)

La RMN du 3C est utilisée selon la méthode mise au point et développée par 1’équipe «
Chimie et Biomasse » de ’université de Corse (Tomi et al., 1995), qui est basée sur la
comparaison des déplacements chimiques des carbones du mélange avec ceux des produits de
référence enregistrés dans des conditions expérimentales (solvant, dilution) rigoureusement
identiques a celles des huiles essentielles et stockés dans des bibliothéques de spectres propres
au laboratoire.

Conditions opératoires

Les spectres RMN ont été enregistrés avec une sonde de 5 mm dans le chloroforme
deutéré (CDCls) additionné de tétraméthylsilane (TMS) sur un spectromeétre de marque «
Bruker AVANCE 400 », opérant a 100,623 MHz pour le carbone 13 sous les conditions
opératoires suivantes : angle d’impulsion 45° ; temps d’acquisition de 2,73 s correspondant a
une acquisition de 128 K avec une largeur spectrale (SW) de 220 000 Hz (220 ppm) ; résolution
digitale de 0,183 Hz/pt. Le nombre d’accumulation est compris entre 2 000 et 3 000 pour chaque
enregistrement.

Les spectres RMN des échantillons ont été enregistrés en dissolvant 40 mg d’huile
essentielle dans 0,5 ml de CDCls. Les données du signal de précession libre (FID) sont
multipliées avant la transformée de Fourrier par une fonction exponentielle (LB = 1,0 Hz). Les
déplacements chimiques (6) sont donnés en ppm par rapport au TMS pris comme référence
interne.

Identification des constituants

L’identification est réalisée par la prise en compte de trois parametres / i) le nombre de
pics observeés par rapport a ceux attendus pour chaque molécule, ii) le nombre de superpositions
des signaux et iii) les variations des déplacements chimiques des carbones dans les spectres du

mélange par rapport aux valeurs de référence (Ad). En plus de ces paramétres qui sont
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directement accessibles par un logiciel élaboré au laboratoire de « Chimie et Biomasse » a
I’université de Corse (Tomi et al., 1995 ; Rezzi et al., 2002 ; Tomi et Casanova, 2006 ;
Bighelli et Casanova, 2009), I’intensit¢ des raies de résonance permet de controler
I’appartenance d’un déplacement chimique a un composé¢ donné. Cette technique permet
I’identification de différents composants a une teneur supérieure ou égale a 0,3-0,4% sans
purification préalable.

I1.4. Fractionnement de I’huile essentielle de Santolina africana

Un échantillon regroupant plusieurs échantillons individuels de profil chromatographique
similaire (Fesdis : F1 a F6 ; 247,9 mg) a été soumis a une chromatographie flash (gel de silice
: 35 a 70 um). Neuf fractions (Fr1-Fr9) ont été éluées avec un mélange de solvants de polarité
croissante (pentane:éther diéthylique 100:0 a 0:100 et du méthanol pur) ; pentane:Et.0O, 100:0 ;
Frl (10,3 mg) et Fr2 (12,6 mg) ; pentane:Et20, 98:2 ; Fr3 (9,2 mg) ; pentane:Et20, 95:5 Fr4
(14,4 mg) ; pentane:Et2O, 90:10 Fr5 (18,8 mg) ; pentane:Et20, 75:25 Fr6 (86,5 mg) ;
pentane:Et20, 50:50 Fr7 (18,7 mg) ; pentane:Et20, 0:100 ; Fr8 (22,3 mg) et méthanol pur, Fr9
(15,6 mg). Toutes les fractions ont été analysées par CPG(Ir), CPG-SM et RMN *3C.

I1.5. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel XLSTAT-PRO (Addinsoft,
France) (Legendre et Legendre, 1998).

I11. Etude des activites biologiques des huiles essentielles

Utilisées depuis toujours par toutes les civilisations, les plantes ont apporté aide et
réconfort aux maux les plus divers. D’abord, on se servit des plantes entiéres pour apporter
soulagement et bien-étre (sous forme de cataplasmes, infusions, macérations, décoctions),
ensuite ’homme s’est intéressé a « détacher de son support » le principe aromatique d’une
plante (Lardry et Haberkorn, 2007).

A juste titre, les huiles essentielles ont prouvé leur valeur inestimable pour la santé, durant
ces dernieres décennies, elles sont devenues sources d’antioxydants naturels et d’agents
antimicrobiens (Bandoniene et al., 2000). Ainsi, elles sont considérées actuellement comme
des alternatifs tres prometteurs aux différents antibiotiques pour le traitement de diverses
maladies infectieuses, mais aussi aux agents chimiques pour la conservation des denrées
alimentaires, ou encore pour les produits cosmétiques (Fernandez et Chemat, 2012).

Dans ce contexte, nous avons voulu étudier le pouvoir antimicrobien et antioxydant des

huiles essentielles de Pituranthos scoparius.
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Afin de disposer d’une quantité suffisante pour pouvoir effectuer les activités biologiques,
nous avons regroupé plusieurs échantillons qui présentent un profil chromatographique
identique qualitativement et quantitativement.

I11.1. Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

La résistance multi-médicamenteuse est un probléme de santé publique a 1’échelle
planétaire. En effet, beaucoup d'infections microbiennes telles que la tuberculose, le paludisme
ou encore les maladies nosocomiales, sont devenues trés résistantes aux antibiotiques. Il est
donc urgent de trouver de nouvelles cibles pour de nouveaux antimicrobiens.

La détermination du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles est réalisée vis-a-vis de
quatre bactéries, deux levures et trois champignons filamenteux en appliquant la méthode de
diffusion sur disque. Dans I’affirmation, nous avons déterminé la concentration minimale
inhibitrice (CMI) en utilisant la méthode de contact direct en milieu gélosé.

I11.1.1. Provenance des germes

Les souches pathogenes (Tableau 1) utilisées ont été choisis pour leurs fréquences
élevées a contaminer les denrées alimentaires, leurs résistances courantes a différents
antibiotiques et pour leur pathogenicité.

Tableau 1 : Origines des souches utilisées pour I’étude du pouvoir antimicrobien des
huiles essentielles

Microorganismes Gram Code Origine
Escherichia coli Négatif ATCC 8739 LAPRONA
-\é Klebsiella pneumoniae Négatif ATCC 700603 LAPRONA
fg Staphylococcus aureus Positif ATCC 6538 MNHN
Bacillus cereus Positif ATCC 25921 LAPRONA
g Candida albicans ATCC 10231 LAPRONA
il>’ Candida albicans ATCC 26790 LAPRONA
g Aspergillus flavus MNHN 994294 MNHN
g Aspergillus fumigatus MNHN 566 MNHN
g Fusarium oxysporum MNHN 963917 MNHN

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) ; LAPRONA : Laboratoire des Produits
Naturels (Université de Tlemcen) ; ATCC : American Type Culture Collection.
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I11.1.2. Mise en culture des souches

Une préculture des souches microbiennes est préparée afin d’obtenir une phase
exponentielle de croissance. La turbidité est ensuite ajustée avec un spectrophotometre, a 1-2 x
108 UFC/ml pour les bactéries (DO = 0,08 a2 0,1 / A = 625 nm) et 1-5 x 10® UFC/ml pour les
levures (DO =0,12a0,15/A=1530 nm) (NCCLS, 2001). Pour les moisissures, les suspensions
(préparées a partir d’une culture de 7 jours ayant atteint le stade de sporulation sur milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) sont ajustées a 10° spores/ml, ce qui correspond a une transmittance de
68-82% (A =530 nm) (Pfaller et al., 1998).

I11.1.3. Méthodes d’étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles a
une grande influence sur les résultats. Des difficultés pratiques viennent de I’insolubilité des
constituants des HEs dans I’eau, de leur volatilité et de la nécessité de les tester a faibles
concentrations. A I’heure actuelle, I’activité antimicrobienne in vitro d’une substance peut étre
mise en évidence par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide
qu’en milieu liquide (Fernandez et Chemat, 2012).

Les techniques choisies pour la détermination de 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles, portaient d’une part sur la caractérisation du pouvoir antimicrobien et d’autre part,
a quantifier ce pouvoir en terme de concentration minimale inhibitrice.

Dans un premier temps, nous avons testé les huiles essentielles vis-a-vis des souches
microbiennes par la méthode de diffusion sur disque et dans 1’affirmation, nous avons déterminé
la concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu solide.

II1.1.3.1. Détermination de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur
disque (aromatogramme)

Cette méthode qualitative teste la sensibilité ou la résistance des micro-organismes par
contact direct avec les huiles essentielles. C’est une méthode qui est généralement utilisée pour
la présélection de I'activité antimicrobienne des HEs, car le diamétre d'inhibition n'est pas une
mesure directe de I'activité des HEs mais une indication qualitative de la sensibilité ou de la
résistance des germes.

Un disque de papier filtre de 6 mm de diametre imprégné de 15 pl d’huile essentielle et
de 5 pl de DMSO est déposé sur la surface d'un milieu gélosé en boite de Pétri (3 disques par
boite) préalablement ensemencées en surface en nappe avec 1 ml de suspension microbienne
(108 UFC/ml pour les levures et les souches bactériennes sauf Staphylococcus aureus qui a été
ensemencée a 107 UFC/ml et 10* spores/ml pour les moisissures) pendant 10 a 15 min.

L'excédent de I'inoculum est éliminé par aspiration.
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Les milieux de culture utilisés sont : i) gélose Mueller-Hinton pour les bactéries, ii)
Sabouraud dextrose pour les levures et iii) milieu PDA (Potato Dextrose Agar) pour les
moisissures.

Les boites sont laissées 1 h a température ambiante puis retournées et incubées a 37 °C
pendant 18-24 h pour les bactéries, a 30 °C pendant 24-48 h pour les levures et a 25 °C pendant
3 a5 jours pour les moisissures.

Les germes se développent sous forme de colonies visibles a 1’ceil nu pendant I'incubation
de sorte qu'un halo clair autour du disque indique I'inhibition de la croissance microbienne, dont
le diametre de ce dernier dépend de la sensibilité aux HEs et est mesuré en mm, disque inclus.

En paralléle, la sensibilité des souches microbiennes, vis-a-vis de : la nystatine (NY. 30
ug/disque), le fluconazole (FLU. 25 pg/disque), la ciprofloxacine (CIP. 10 pg/disque), la
vancomycine (VAN. 30 pg/disque), le chloramphénicol (CHL. 30 pg/disque) et la gentamicine
(GMN. 10 pg/ml) a été testée comme contrdle positif et du DMSO (20 pl/disque) comme
controle négatif.
111.1.3.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices par la méthode de
contact direct en milieu gelosé

En bactériologie médicale, les souches bactériennes sont caractérisées par rapport a leur
résistance ou a leur sensibilité aux antibiotiques par le biais de deux valeurs : le diametre
d’inhibition et la concentration minimale inhibitrice (CMI). La CMI est la plus petite
concentration d’antibiotique ou d’extrait capable d’inhiber la croissance bactérienne. La CMI
n'est souvent pas bactéricide car les cellules de I'inoculum sont capables de se développer aprés
repiquage sur milieu exempt du composé inhibiteur. La CMI est la plus faible concentration
requise pour l’inhibition compléte de 1’organisme test en 24 ou 48 heures d’incubation
(Fernandez et Chemat, 2012).

Pour déterminer les CMIs des huiles essentielles vis-a-vis des souches sensibles, nous
avons utilisé la méthode de contact direct en milieu gélosé.

Les huiles essentielles sont déposées dans des boites de pétri afin d’effectuer une gamme
de concentration de 0,125 a 4 ul/ml dans la gélose Mueller-Hinton pour les bactéries, la gélose
Sabouraud dextrose pour les levures et le milieu PDA pour les champignons filamenteux, avec
pour chaque concentration, son équivalent en DMSO. Le mélange est alors homogénéisé et
ensuite refroidi. Aprés une durée d’incubation de 24 h a 37 °C pour les bactéries, de 24-48 h a
30 °C pour les levures et de 3 a 5 jours a 25 °C pour les champignons, la lecture des résultats

se fait par la présence ou I’absence de la croissance microbienne.
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111.2. Pouvoir antioxydant des huiles essentielles

Méme si les antioxydants de synthese sont efficaces et bon marché et que leurs doses
autorisees sont largement limitées pour éviter tout probleme de toxicité, nous avons assisté
depuis les années 1980 a un engouement pour les produits naturels, et au développement
d’extraits végétaux a usage antioxydant, qui auraient des propriétés biologiques pouvant
contribuer a réduire le risque de certaines pathologies (De-Reynal et Multon, 2009).

D'un point de vue biologique, les antioxydants sont définis comme des substances qui,
lorsqu'ils sont présents a des concentrations inférieures au substrat d'oxydation, sont capables
de retarder ou d'inhiber les processus d'oxydation (Halliwell, 1999).

Les expériences utilisées pour I'étude in vitro de l'activité antioxydante des huiles
essentielles incluent habituellement, le piégeage du radical libre DPPH® (2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyl), le pouvoir réducteur de 1’ion ferrique (FRAP) et le test de blanchissement du
[B-caroténe.

Dans cette partie, le pouvoir antioxydant des huiles essentielles a été déterminé sur
plusieurs échantillons par la méthode du piégeage du radical libre DPPH*® (2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyl) en utilisant deux solvants différents qui se distinguent par la nature du solvant
(méthanol et éthanol).
111.2.1.1. Piégeage du radical libre DPPH* (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Ce dosage spectrophotométrique est basé sur la réduction du radical stable DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncée en DPPH réduit (2,2-diphényl-1-picryl
hydrazine) de couleur jaune facilement mesurable par spectrophotométrie a une longueur
d’onde de 515 a 520 nm (Figure 12). Cette réduction est due a I’aptitude des composés
antioxydants a céder des protons ou des électrons (Bandoniene et al., 2002 ; Pavlov et al.,
2002 ; Gazi et al., 2004).

Figure 12

NO.

NO,

R - 0

DPPH® : (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) DPPH-H : (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine)

Figure 12 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH
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L’effet des huiles essentielles sur le (DPPH®) est mesuré selon deux protocoles :

Le premier protocole repose sur la méthode expérimentale de Benhammou et al. (2007).
50 ul de chaque concentration (800, 400, 200, 100, 50 et 25 mg/ml) sont ajoutés a 1,95 ml d’une
solution méthanolique de DPPH* (0,025 g/L) fraichement préparée. Pour chaque concentration
un blanc est préparé. Un contrle négatif est préparé, en paralléle, en mélangeant 50 ul de
méthanol avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH®. Aprés incubation a 1’obscurité
pendant 30 min et a température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a
’aide d’un spectrophotométre.

Le deuxieme protocole repose sur la méthode expérimentale de Blois (1958). 2,5 ml de
diverses concentrations (256 ; 128; 64; 32;16;8;4;2;1;05; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,03125 et 0,015625 mg/ml) d'éthanol absolu sont ajoutés a 1 ml d'une solution éthanolique de
DPPH a 0,03 mg/ml. Pour chague concentration, un blanc a été préparé. En parallele, un
controle négatif est préparé en mélangeant 2,5 ml d'éthanol absolu avec 1 ml d’une solution
éthanolique de DPPH. Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 min et & température ambiante,
la lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre.

Pour les deux protocoles utilisés, l'activité de 1’huile essentielle a été comparée a lI'acide
ascorbique en tant que contrdle positif.

L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH en pourcentage (%) a été calculée en

utilisant la formule suivante :

% d’Inhibition = [(Acontrole - Atest) /Acontrole] x 100

Avec : Acontrole - Absorbance du contréle ; At : Absorbance du test effectué

La concentration de I’huile essentielle nécessaire pour la réduction de 50% de la
concentration initiale du DPPHe (Clso), a été calculée a partir du graphique tracé en pourcentage

d'inhibition en fonction des concentrations en huile essentielle.

111.3. Activité anti-inflammatoire de I'huile essentielle de Santolina africana

La capacité anti-inflammatoire de I'huile essentielle de S. africana (échantillon collectif
Fesdis F1-6) a été évaluée par un test d'inhibition de la lipoxygénase in vitro (Eshwarappa et
al., 2016 ; Bayala et al., 2014).

L'analyse in vitro de I'activité inhibitrice de la lipoxygénase a été réalisée en utilisant une
lipoxidase de type 1-B (Lipoxygénase, LOX, EC 1.13.11.12) de Glycine max (soja). Elle est
déterminée par spectrophotométrie, en enregistrant le taux de variation de lI'absorbance a 234

nm. En effet, I'augmentation de l'absorbance a 234 nm est due a la formation de 13-

-82-



Partie expérimentale

hydroperoxydes d'acide linoléique (substrat utilisé pour le test d'activité d'inhibition de la LOX)
(Eshwarappa et al., 2016 ; Bayala et al., 2014).

Une solution mere de LOX a été préparée en dissolvant environ 5,7 unités/ml de LOX
dans un tampon d'acide borique 0,2 M a pH 9,0 (1 unité correspondant a 1 pmol
d’hydroperoxyde formé par minute).

Cing concentrations d'huile essentielle de S. africana dans du diméthylsulfoxyde
(DMSO) ont été testées pour le test d'activité d'inhibition de LOX (1,5;2,5;5,0; 7,5 et 10,0
mg/ml).

Les tests d'inhibition de LOX ont été réalisés en mélangeant 10 pl de solution LOX et 10
uld’huile essentielle dans 970 pl de tampon d'acide borique (0,2 M ; pH 9,0) et en les incubant
brievement a température ambiante. La réaction a ensuite été déclenchée par I'ajout de 10 ul de
solution de substrat (acide linoléique, 25 mM) et la vitesse a été enregistrée pendant 30 s a 234
nm.

Un essai a été mesuré en absence d’huile essentielle et un autre essai a €té mesuré avec
du DMSO mélangé avec de I'eau distillée (99,85% de DMSO dans de I'eau distillée), ce qui a
permis d'éliminer I'effet d'inhibition du DMSO. Aucun effet inhibiteur du DMSO sur l'activité
de la LOX n'a été détecté et I'activité de la LOX mesuree sans huile essentielle a été considérée
comme témoin (réaction enzymatique a 100%). Tous les tests ont eté effectués trois fois. Le
pourcentage d'inhibition de la lipoxygénase a éte calculé selon I'équation suivante :

% Inhibition = (Mocontrole — Voechantilion) X 100/Vocontrole

Vocontrole est 1'activité de 1'enzyme (LOX) en absence d’huile essentielle, et Vogchantillon €St
I'activite de I'enzyme en présence de I'huile essentielle (Bayala et al., 2014).

La Clso a eté calculée par la concentration d'huile essentielle de S. africana inhibant
50% de I'activité de la LOX.
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I. Pituranthos scoparius

Pituranthos scoparius (Coss. & Durieu) Benth. & Hook. (Deverra scoparia Coss. &
Durieu (Dobignard et Chatelain, 2011 ; Ozenda, 1991)) est une plante endémique de
I’ Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie et Mauritanie) qui pousse spontanément dans les
paturages rocailleux, répandue dans les hauts plateaux et dans tout le Sahara (Quézel et Santa,
1963 ; Dobignard et Chatelain, 2011 ; El Oualidi et al., 2012).

Plusieurs études ont été réalisées sur la composition de I'huile essentielle de P. scoparius
obtenue par hydrodistillation des parties aériennes, des tiges, des fleurs et des graines.
Cependant, la plupart des travaux décrivent I'analyse de seulement un ou deux échantillons
d'huile essentielle.

Il ressort de I’examen des données de la littérature que I'huile essentielle provenant des
parties aériennes de P. scoparius présente une grande variabilit¢ chimique. Tous les
¢échantillons étudiés contiennent des monoterpénes hydrocarbonés (a-pinéne, sabinene,
limonéne) associés a des phénylpropanoides (myristicine et apiole dill). Cependant, les teneurs
en ces composés varient considérablement d'un échantillon a I'autre. De plus, I'ouest de I'Algérie
n'a jamais fait 1'objet d’une étude de la composition chimique des huiles essentielles de cette
espece végetale.

Ainsi, le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des huiles essentielles
des parties aériennes (tiges et fleurs ou fruits/graines) de cette espece végétale a travers i) la
détermination de la composition chimique en fonction du cycle de développement de la plante
et pendant deux périodes de développement (printemps, automne) ii) I’étude de la variabilité
chimique et iii) 1’étude des activités biologiques.

I.1. Caractérisation chimique des huiles essentielles de Pituranthos scoparius

A la lumiére de ces observations, nous nous sommes proposés de valoriser I’espéce
végétale Pituranthos scoparius poussant spontanément en Algérie, a travers la composition
chimique des huiles essentielles des parties aériennes (tiges et fleurs ou fruits/graines), et cela
dans cinq stations différentes, deux d’entre elles représentent des régions sahariennes (Béchar
et Ghardaia), les trois autres stations se trouvent dans les hauts plateaux (Batna-Fesdis, Batna-
Djerma et Biskra). En exploitant la complémentarité des techniques analytiques (CPG(Ir),
CPG-SM et RMN *3C), nous détaillerons 1’analyse de dix échantillons d’huile essentielle des
parties aériennes (tiges et fleurs ou fruits/graines), puis dans un second temps, nous nous
intéresserons a I’analyse de 83 autres échantillons afin de mettre en évidence 1’existence ou

I’absence d’une variabilité chimique.
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I.1.1. Etude de la composition et de la variabilité chimique des huiles essentielles des
parties aeriennes de Pituranthos scoparius

Dans le but d’évaluer, la variabilité intra-populationnelle ainsi que la variation au cours
du cycle de développement de la plante et sur deux périodes de développement, nous avons
étudié la composition chimique de 93 échantillons d’huile essentielle de Pituranthos scoparius.

Nous avons choisi cing lieux d'échantillonnage présentant des conditions climatiques
différentes (Figure 13) : Ghardaia, Biskra, Batna (Fesdis-Bouilef et Djerma) et Béchar.

Dans un premier temps, nous avons prélevé 75 échantillons durant la période allant de
septembre 2016 & janvier 2017 (du début de la floraison a la fin de la fructification). Chaque
mois, trois échantillons, prélevés a partir de pieds individuels, ont été récoltés par station :
Ghardaia (Echantillons n° 1-15), Biskra (Echantillons n° 16-30), Batna (Fesdis-Bouilef)
(Echantillons n° 31-45), Batna (Djerma) (Echantillons n° 46-60) et Béchar (Echantillons n°® 79-
93).

Parallelement, nous avons récolté 18 autres échantillons dans la région de Béchar
(Echantillons n° 61-78), I'échantillonnage a eu lieu au cours du printemps sur deux années
successives (2016 et 2017, respectivement) avec également trois échantillons par mois prélevés
a la méme date a partir de trois pieds individuels : mars (n° 61-63 et 70-72), avril (n° 64-66 et
73-75) et mai (n° 67-69 et 76-78).
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Figure 13
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Figure 13 : Carte d’échantillonnage de Pituranthos scoparius
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I.1.1.1. Rendements d’extraction

Les huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos scoparius ont été obtenues
par hydrodistillation. Elles ont un aspect liquide et une couleur jaune péle. Les rendements sont
calculés par rapport a la matiére végétale seche et reportés dans les tableaux 2 et 3.

Une tres grande variabilité concernant les rendements en huile essentielles a été observée,
allant de 0,16 a 0,99%. Cette variabilité existe a la fois entre les échantillons d’une méme
station, entre les différentes stations, mais aussi entre les périodes d’échantillonnage.

Les rendements les plus élevés ont été obtenus pour les régions du Sahara, allant de 0,24
a 0,70% pour la région de Ghardaia et de 0,25 a 0,99% pour la région de Béchar.

Quant aux rendements les plus faibles, ils ont été observés pour les plantes collectées dans
les hauts plateaux allant de 0,17 a 0,43% pour la région de Biskra, de 0,16 a 0,37% pour la
région de Batna-Fesdis et de 0,17 a 0,33% pour la région de Batna-Djerma.

De plus, les rendements les plus élevés ont également été obtenus pendant la période du
printemps (Tableau 3). Cependant, une grande variation a €té remarquée en comparant les
rendements obtenus en 2016 et 2017 dans la station de Béchar, suggérant la probable grande
influence des conditions climatiques.

Compte tenu de ces résultats, nous pouvons conclure que les échantillons prélevés dans
la région du Sahara (Sud de I’Algérie) produisent une quantité plus importante d'huile
essentielle (avec des rendements qui varient entre 0,24 et 0,99%) que ceux prelevés dans les
hauts plateaux (0,16-0,43%).

Cette grande variabilité des rendements en huile essentielle de P. scoparius obtenue,
concorde avec les données de la littérature. Gourine et al. en 2011 rapportent des pourcentages
de rendement variant entre 0,6 a 2,7%, largement supérieurs aux notres. De méme Lograda et
al. (2013) rapportent des teneurs en huile essentielleplus importantes variant entre 0,47 et
2,29%.
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Tableau 2 : Rendements (%) en huiles essentielles de Pituranthos scoparius d'Algérie

Mois Stations

Ghardaia Biskra Batna Béchar

Fesdis-Bouilef Djerma

Moy + ET2 Min® Max® Moy+ET Min Max Moy+ET Min Max Moy+ET Min Max Moy+ET Min Max
Septembre 0,43+0,23 0,24 068 0,23+0,05 0,19 0,29 0,28+0,09 0,19 0,37 0,26+0,06 0,22 0,33 0,53+0,02 0,51 0,55
Octobre  0,37+0,01 0,36 0,38 0,21+0,02 0,19 0,22 0,29+0,03 0,27 0,33 0,23+0,04 0,18 0,25 0,37 +0,10 0,37 0,56
Novembre 0,42+0,04 040 047 032+0,12 0,19 043 0,26+0,02 0,25 0,28 0,21+£0,03 0,17 0,23 0,55+0,09 0,45 0,61
Décembre 0,66 +0,06 060 0,70 0,20+0,03 0,17 0,23 0,29+0,11 0,16 0,36 0,22+0,03 0,18 0,25 0,52+0,17 0,42 0,72
Janvier 0,58+0,04 055 063 0,22+0,01 0,21 0,23 0,27+0,01 0,26 0,27 0,22+0,03 0,19 0,25 0,43+0,04 0,40 0,47

aMoy + ET: Moyenne * Ecart type. ® Min : Minimum. ¢ Max : Maximum

Tableau 3 : Rendements (%0) en huiles essentielles de Pituranthos scoparius récoltés au printemps a Béchar (2016 et 2017)

2016 2017
Mois Moy + ET? MinP Max® Moy + ET Min Max
Mars 0,96 = 0,05 0,90 0,99 0,33+0,09 0,25 0,43
Auvril 0,45+0,17 0,30 0,63 0,62 0,12 0,53 0,75
Mai 0,63 £ 0,06 0,57 0,69 0,43x0,01 0,42 0,44

aMoy + ET : Moyenne + Ecart type. ® Min : Minimum. ¢ Max : Maximum.
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I.1.1.2. Analyse détaillée et la variabilit¢ chimique de I’huile essentielle des parties
aériennes de Pituranthos scoparius

Afin de déterminer la composition chimique des huiles essentielles des parties aériennes
(tiges et fleurs ou fruits/graines) de Pituranthos scoparius, nous avons analysé le profil
chromatographique de 93 échantillons provenant de cinq stations différentes de 1’ Algérie :
Ghardaia, Biskra, Batna (Fesdis-Bouilef et Djerma) et Béchar.

Dans une premiére partie, nous présentons 1’analyse détaillée de 10 échantillons d'huile
essentielle qui a été effectuée par une combinaison de techniques chromatographiques et
spectroscopiques. Ensuite, dans une seconde partie, nous décrivons la composition chimique
des huiles essentielles de 93 échantillons qui a été soumise & une analyse statistique afin de
mettre en évidence une éventuelle variabilité chimique.

-a- Analyse détaillée de dix échantillons d'huile essentielle des parties aériennes de
Pituranthos scoparius

Dix échantillons d'huile essentielle ont été soumis a des analyses combinant une technique
chromatographique sur deux colonnes de polarité différente (CPG-Ir) et deux techniques
spectroscopiques (RMN 13C et CPG-SM).

Au total, 62 composés sont identifiés (Tableau 4), représentant entre 91,2 et 99,3% de la
composition chimique totale de I'huile essentielle. La composition de ces huiles essentielles
présente une grande variabilité chimique. Tous les échantillons sont caractérisés par une forte
proportion de monoterpénes hydrocarbonés (sabinéne, limonéne, a-pinéne) et/ou de
phénylpropanoides (6-méthoxy élémicine, myristicine et apiole dill). Les teneurs des composés
majoritaires varient considérablement d'un échantillon a l'autre : 6-méthoxy élémicine (0,0-
58,2%), sabinéne (1,1-32,4%), élémicine (0,0-29,1%), limonene (0,7-26,7%), myristicine (tr-
20,1%), apiole dill (0,0-18,0%), o-pinéne (0,7-17,1%), o-phellandréne (tr-15,4%), (Z)-
ligustilide (0,0-9,7%) et germacréne D (0,2-9,5%). Quatre autres composés sont identifiés a des
teneurs appréciables : B-pinéne (0,8-7,1%), B-phellandrene (tr-7,9%), terpinéol-4 (0,2-7,1%) et
p-cymene (0,5-5,5%).

Selon le tableau 4, cing échantillons présentent des compositions chimiques différentes
caractérisées par de tres faibles quantités de myristicine (0,1-1,4%) :

= L’échantillon 60 est caractérisé par forte teneur en 6-méthoxy élémicine (58,2%), suivie
du limonéne (22,4%) ;

= Trois échantillons 10, 12 et 81 sont dominés par l'association sabinéne/6-méthoxy
élémicine/limonéne avec des teneurs de: 30,3%/31,3%/32,4% ; 29,4%/25,1%/27,4% et
14,6%/21,6%/19,1%, respectivement ;
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= Enfin, I'échantillon 24 est caractérisé par des teneurs similaires en élémicine (29,1%) et

en sabinéne (28,0%), suivis par I'a-pinéne (10,6%).

Les composes majoritaires dans I'échantillon 52 sont la myristicine (19,4%) et ’apiole
dill (16,8%), suivis par l'a-pinéne (11,2%) et le sabinene (10,5%).

L'échantillon 19 quant a lui, contient du sabinéne (22,9%) et de ’apiole dill (18,0%)
comme composés majoritaires, suivi par la myristicine (12,7%).

L'échantillon 42 présente une composition dominée par la myristicine (20,1%) et le
sabinéne (19,9%), accompagnée par 'a-pinéne (10,2%).

Le limonene a été identifié comme composé majoritaire dans I'échantillon 4 (26,7%).
Dans cet échantillon, la myristicine (13,6%), 'a-pinéne (11,3%) et I'a-phellandréne (11,3%)
sont présents a des quantités appréciables. Tandis que, l'a-pinéne (17,1%) et I'a-phellandréne
(15,4%) sont majoritaires dans I'échantillon 3, suivi de la (Z)-ligustilide (9,7%) et du
germacrene D (9,5%) qui sont présents a des teneurs appréciables par rapport aux autres
échantillons (0,0-2,2% et 0,2-3,7%, respectivement). L'a-phellandréne est présent également a
des teneurs appréciables dans ces deux derniers échantillons (3 et 4) par rapport aux autres
échantillons (tr-0,7%).
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Tableau 4 : Composition chimique de dix échantillons d'huile essentielle des parties aériennes de Pituranthos Scoparius

Composés? Ira® IS Echantillons Mode d’identification
3 4 10 12 19 24 42 52 81 60

a-Thujéne 922 1023 0,6 1,0 0,4 0,4 0,6 0,6 0,9 0,6 0,3 0,9 IR, SM, RMN *3C
a-Pinéne 930 1022 171 113 29 2,8 72 10,6 10,2 112 0,7 2,4 IR, SM, RMN 13C
Camphene 942 1069 0,2 0,2 Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 - 0,2 IR, SM, RMN *3C
Thujadiéne 946 - - - - - Tr - 0,1 0,1 - - IR, SM
Sabinéne 964 1126 2,0 1,1 303 31,3 229 280 199 105 324 11 IR, SM, RMN *3C
B-Pinene 969 1115 7,1 3,7 1,5 1,5 3,7 1,9 4,9 2,6 0,9 0,8 IR, SM, RMN 13C
Myrcene 979 1165 1.1 1,0 0,8 0,8 0,4 0,3 0,4 0,3 1,0 0,1 IR, SM, RMN *3C
a-Phellandrene 99%6 1170 154 113 01 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,7 Tr IR, SM, RMN 3C
3-56-Caréne 1003 1151 0.1 Tr - 0,5 0,5 0,3 0,8 Tr Tr - IR, SM
a-Terpinene 1008 1184 0,1 Tr 0,7 0,6 0,7 0,7 0,3 0,3 0,8 - IR, SM
p-Cymene 1011 1275 39 3,3 0,5 0,6 3,0 3,5 4,7 55 0,7 1,6 IR, SM
Limonene* 1021 1206 9,2 26,7 146 216 1,7 0,7 1,0 2,1 191 224 IR, SM, RMN 3C
B-Phellandréne* 1021 1214 79 57 0,1 0,2 0,3 0,1 0,2 0,2 0,3 Tr IR, SM, RMN *3C
(2)-p-Ociméne 1024 1235 Tr - 0,1 Tr 0,5 0,3 0,9 0,4 Tr 1,2 IR, SM, RMN 3C
y-Terpinéne 1047 1247 0,3 0,4 1,6 1,5 1,7 1,4 0,9 1,2 1,6 0,2 IR, SM, RMN *3C
trans-Hydrate de sabinene 1052 1465 - - 0,2 0,3 0,3 0,4 0,3 0,2 0,4 - IR, SM
Terpinoléne 1077 1286 0,5 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 Tr IR, SM, RMN *3C
cis-Hydrate de sabinene 1082 1541 - - 0,1 0,2 0,2 0,3 0,1 0,1 0,3 Tr IR, SM
Campholénal 1104 1495  Tr Tr - Tr 0,3 0,4 0,9 1,3 0,3 0,5 IR, SM, RMN *3C
trans-Pinocarvéol 1122 1658  Tr Tr 0,1 0,1 0,8 0,8 1,5 1,2 0,1 0,2 IR, SM
cis-Verbénol 1123 1658 - - - - 0,1 0,2 0,4 0,5 0,2 0,1 IR, SM
trans-Verbénol 1127 1680 0,1 0,1 0,1 0,1 0,9 1,6 1,8 2,3 0,1 0,4 IR, SM, RMN 3C
Pinocarvone 1138 1571  Tr - - - 0,3 0,3 0,8 0,7 - 0,1 IR, SM
p-Menth-1,5-dien-8-ol 1144 1714  Tr Tr - - 0,2 0,2 0,2 0,4 - Tr IR, SM
Cryptone 1155 1661 0,1 0,1 Tr 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2 - - IR, SM
p-Cymene-8-ol 1159 1846  Tr Tr - Tr 0,1 0,2 0,3 0,1 0,1 0,1 IR, SM
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Terpinéol-4 1160 1604 0,2 0,2 3,8 4,0 4,4 4,1 4,4 2,1 7,1 0,3 IR, SM, RMN 3C
Myrténal 1169 1631 - - - - 0,3 0,3 0,9 0,7 - 0,2 IR, SM
a-Terpinéol 1171 1700 Tr - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 - IR, SM
Estragole 1174 1678 Tr - - Tr 0,3 0,3 0,2 0,2 - Tr IR, SM
Myrténol 1177 1796 - - - - 0,3 0,2 0,7 0,5 - 0,1 IR, SM
trans-Carvéol 1196 1840 Tr 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,3 0,1 1 IR, SM, RMN 3C
cis-Carvéol 1208 1871 - - - Tr 0,1 - - - - 0,3 IR, SM, RMN %3C
Cuminaldéhyde 1211 1782 - - - - 0,1 0,2 0,1 0,2 - - IR, SM
Carvone 1213 1738 0,1 0,1 0,1 0,1 - Tr 0,1 0,2 Tr 1,6 IR, SM, RMN 3C
Cumin alcool 1262 2407 - - - - 0,1 0,2 0,1 0,1 - - IR, SM
Acétate de bornyle 1268 1583 0,1 0,2 - 0,1 0,2 - 0,1 0,4 - 0,4 IR, SM, RMN *3C
Thymol 1271 2179 0,2 0,1 - - 0,4 0,2 0,3 0,6 0,1 0,1 IR, SM
Carvacrol 1279 2223 0,1 - - Tr 0,1 Tr 0,3 0,1 0,1 - IR, SM
2,4-Décadiénal 1288 1798 Tr - 0,1 Tr 0,1 Tr 0,5 0,1 - - IR, SM
Eugénol 1326 2176 - 0,1 - - 0,1 Tr Tr 0,1 - - IR, SM
Méthyleugénol 1369 2019 2,6 1,1 0,2 0,2 0,8 0,6 1,3 1,0 0,3 0,3 IR, SM, RMN 3C
a-Copaene 1373 1492 0,7 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1 IR, SM
B-Cubébéne 1384 1537 05 0,1 0,1 0,1 Tr Tr 0,2 0,1 0,1 Tr IR, SM
(E)-p-Caryophyllene 1416 1599 0,3 0,1 0,1 0,1 Tr - - - 0,1 - IR, SM
a-Cubébéene 1446 1537  Tr Tr - Tr Tr - 0,1 0,1 Tr - IR, SM
Germacréne D 1473 1710 95 2,8 2,0 3,7 0,5 0,3 0,2 0,3 3,1 0,2 IR, SM, RMN *3C
B-Sélinéne 1479 1712 0,3 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 IR, SM
Myristicine* 1488 2272 Tr 136 01 01 12,7 14 201 194 01 0,1 IR, SM, RMN 3C
Bicyclogermacréne* 1488 1733 05 03 0,7 04 - - - - 06 02 IR, SM, RMN 3C
d-Cadinéne 1512 1758 1,8 0,5 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3 0,1 Tr IR, SM, RMN 3C
Elémicine 1518 2226 0,1 Tr Tr Tr 01 291 0.1 0,2 - 0,1 IR, SM
Spathulénol 1561 2125 04 0,8 - - 0,9 0,5 1,6 1,7 - 2,1 IR, SM, RMN 3C
6-Méthoxy élémicine 1567 2215 0,1 - 294 251 0,8 0,1 0,2 06 274 5872 IR, SM, RMN 3C
Oxyde de caryophylléne 1570 1961  Tr Tr - Tr 0,4 0,1 Tr 0,6 - - IR, SM, RMN 3C
Apiole dill 1590 2363 0,1 5,0 - - 180 14 50 16,8 - Tr IR, SM, RMN 3C
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t-Muurolol 1624 2187 15 0,4 0,3 0,1 11 1,3 1,7 1,7 - 0,2 IR, SM, RMN *3C
B-Eudesmol 1632 2230 29 0,9 0,1 0,3 0,3 0,3 0,7 11 0,1 0,5 IR, SM, RMN 3C
a-Cadinol 1634 2228 0,3 0,1 Tr Tr 0,5 - 0,4 0,5 Tr - IR, SM
a-Eudesmol 1637 2218 0,2 0,1 - - - - - - - - IR, SM
Eudesma-4(15),7-dien-1-p-ol 1664 2347 0,2 0,1 Tr 0,1 0,7 0,3 0,5 1,0 Tr Tr IR, SM
(2)-Ligustilide 1691 2579 9,7 2,2 - - - - Tr 0,1 - - IR, SM, RMN 3C
Monoterpénes hydrocarbonés 655 66,0 539 622 440 491 457 357 589 309

Monoterpénes oxygénes 0,8 0,9 4,6 5,2 94 10,0 136 122 85 54

Sesquiterpenes hydrocarbonés 136 4,1 34 4,7 1,0 0,7 1,2 1,0 4,1 0,6

Sesquiterpenes oxygénés 55 2,4 0,4 0,5 3,9 2,2 4,5 6,1 0,1 2,8

Phénylpropanoides 29 198 297 254 325 329 269 383 27,7 587

Autres 9,7 2,2 0,1 0,0 0,1 0,0 0,5 0,1 0,0 0,0

Total (%) 980 954 921 98 912 949 924 935 993 984

a: L’ordre d’élution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne
polaire (BP-20)). °Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. Ir, : Indices de rétention mesurés sur colonne polaire. Tr : Traces. - : Absence totale du composé. Echantillons :
Ghardaia (3, 4, 10, 12) ; Biskra (19, 24) ; Batna-Bouilef (42) ; Batna-Djerma (52) ; Béchar (60, 80).
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En confrontant nos résultats avec ceux décrits dans la littérature, nous avons constaté que

I’huile essentielle de Pituranthos scoparius présente une composition chimique trées variable.

Ainsi, les constations suivantes mettent en evidence certaines particularités :

La 6-méthoxy élémicine (jusqu’a 58,2%) est identifiée pour la premiére fois dans I’huile
essentielle de Pituranthos scoparius et en particulier dans les échantillons de Béchar
situé a ’ouest de I’Algérie. Cette région n’a jamais fait ’objet d’une étude de la
composition chimique de I’huile essentielle de cette plante. Il en est de méme pour la
ligustilide qui est présent en quantité appréciable (jusqu’a 9,6%) dans la région de
Ghardara.

La teneur de I’acétate de bornyle est beaucoup moins forte dans nos échantillons (0,0-
0,4%) que dans celles reportées dans certains travaux ou ce compose peut étre présent
en guantité appréciable (9,6%) (Gourine et al., 2011) et méme étre majoritaire (21%)
(Vernin et al., 1999).

L’étude menée par Vérité et al. en 2004 est la seule qui signale la présence du thymol
(5,9% au niveau des graines) et du méthyleugénol (5,9% au niveau des tiges) a des
teneurs appréciables, alors que leurs teneurs n’excedent pas 0,0 a 0,6 et 0,2 a 2,6%,
respectivement dans nos échantillons ;

Le spathulénol et le B-eudesmol sont plus abondants dans un échantillon des tiges de
Pituranthos scoparius récoltés dans la région d’Oum El Boughi (Est de 1’Algérie)
4,5% et 4,1% respectivement (\Vérité et al., 2004) contre (0,0 a 2,1% et 0,1 a 2,9%,
respectivement), que dans nos échantillons ;

A notre connaissance, Vernin et al. (1999) sont les seuls a noter la présence de 1’apiole
comme compos¢ majoritaire (52%) dans un échantillon d’huile obtenu a partir des
graines sans toutefois préciser 1I’isomeére (apiole dill ou apiole parsley) ;

L’¢élémicine, composé majoritaire dans certains échantillons d’huile essentielle étudiés
(jusqu’a 29,1%) alors qu’il ne dépasse pas 0,3%, ou il est absent dans tous les autres
échantillons de la littérature ;

La composition chimique des huiles essentielles des parties aériennes (tiges et feuilles)
fraiches et séches de Pituranthos scoparius récoltées a Souk Ahras (Est de I'Algérie)
réalisées Chikhoune et al. en 2016 est caractérisée par 1’absence totale des
phénylpropanoides ;

Enfin Ksouri et al. en 2017 sont les seuls qui signalent la présence de deux phtalides
isomeres : le (32)-butylidéne phtalide (2,6%) et le (3E)-butylidéne phtalide (1,2%),
composés inhabituels des huiles essentielles.
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Ainsi, il apparait que les huiles essentielles de Pituranthos scoparius de nos échantillons
présentent des compositions chimiques différentes. Celles-ci sont dominées soit par de
monoterpenes hydrocarbonés (sabinéne, limonéne, a-pinéne) soit par des phénylpropanoides
(6-méthoxy élémicine, élémicine, myristicine, apiole dill). De ce fait, il serait désormais
intéressant d’étudier I’éventuelle variabilité chimique des huiles essentielles des parties
aériennes de Pituranthos scoparius récoltés dans différentes régions en Algérie.

-b- Variabilité chimique des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos
scoparius

Dans le but de mettre en évidence une éventuelle variabilité chimique de I’huile
essentielle de Pituranthos scoparius, nous avons analysé 93 échantillons d’huile essentielle
obtenus a partir des parties aériennes (tiges et fleurs ou fruits/graines) récoltés dans quatre
régions de 1’Algérie, deux d’entre elles représentent la région du Sahara (Béchar et Ghardaia)
et les deux autres se trouvent dans les haut-plateaux (Batna-Fesdis, Batna-Djerma et Biskra).

L’ensemble des 93 échantillons a été soumis a des analyses CPG (FID) et des indices de
rétention (IR) de différents composants ont été mesurés sur deux colonnes de polarité différente.
Parmi eux, huit échantillons sélectionnés sur la base de leur profil chromatographique ont
également été analysés par CPG-SM et deux échantillons par RMN *3C (étude détaillée).

Au total, 62 composants ont été identifiés et sont les mémes que ceux identifiés lors de
1’étude détaillée de dix échantillons, présentée précédemment, représentant entre 86,2 a 99,8%
de la composition chimique totale de I'huile essentielle (Annexe 1).

Ces huiles essentielles sont riches en monoterpénes hydrocarbonés et/ou en
phénylpropanoides. Les teneurs des composés majoritaires varient considérablement d'un
échantillon a l'autre : 6-méthoxy élémicine (0,0-59,6%), sabinene (0,8-55,6%), limonene (0,3-
44,0%), a-pinéne (0,7- 31,0%), la myristicine (0,0-32,4%), I'¢lémicine (0,0-29,1%) et I’apiole
dill (0,0-31,4%). D'autres constituants sont présents en quantités appréciables, a savoir : a-
phellandréne (jusqu'a 17,8%), B-pinéne (jusqu'a 9,6%), 3-6-caréne (jusqu'a 12,4%), p-cymene
(Jusqu'a 9,6%), le terpinéol-4 (jusqu'a 10,9%), la (Z)-ligustilide (jusqu’a 9,7%), le germacréne
D (jusqu'a 9,5%) et le (Z)-B-ocimeéne (jusqu'a 7,1%) (Tableau 5).

Ayant observé des variations concernant la composition et les teneurs des composes
majoritaires, les résultats de la composition chimique des 93 échantillons ont été soumis a
I'analyse statistique dans le but de mettre en évidence une éventuelle variabilité chimique des
huiles essentielles de Pituranthos scoparius. Ainsi, ces compositions ont été soumises a trois

tests statistiques : une analyse en composantes principales (ACP) (Figure 14), une partition
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utilisant la méthode du K-means et une classification hiérarchique ascendante (CHA ou

dendrogramme : Figure 15).
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Figure 14 : Analyse en composantes principales de 93 échantillons des huiles essentielles
des parties aériennes de Pituranthos scoparius

La combinaison des résultats de la classification ascendante hiérarchique et de 1’analyse
en composantes principales pour laguelle le plan défini par les deux premiers axes, décrit
77,49% du total de la variance des populations, suggére l'existence de trois groupes principaux,
qui ont été distingués sur la base des teneurs en 6-méthoxy élémicine (0,0-59,6%), sabinéne
(0,8-55,6%), limonene (0,3-44,0%), a-pinéne (0,7-31,0%), myristicine (0,0-32,4%), élémicine
(0,0-29,1%) et apiole dill (0,0-31,4%). En paralléle, le groupe 111 a été subdivisé en deux sous-
groupes IH1A et 11IB (Tableau 5).

Les échantillons d'huile du groupe I (36 échantillons sur 93) se distinguent nettement de
ceux des deux autres groupes par des teneurs élevées en 6-méthoxy élémicine (M =33,7% ; ET
= 12,3), suivie du sabinene (M =24,5% ; ET = 10,6) et du limonéne (M = 19,4% ; ET = 7,6).
En outre, I’a-pinéne (M = 3,0% ; ET = 1,7), le germacréene D (M = 3,0% ; ET = 1,6) et le
terpinéol-4 (M = 3,6% ; ET = 1,6) sont les autres composés présents a des teneurs appréciables.
Inversement, les phénylpropanoides, a savoir : la myristicine (0,0-0,3%), I'élémicine (0,0-0,4%)
et ’apiole dill (0,0-0,1%) sont présents en tres faibles quantités dans ce groupe. La(Z)-
ligustilide est totalement absente dans les échantillons de ce groupe. On peut noter aussi que la

composition de tous les échantillons est assez similaire. Par ailleurs, a notre connaissance, la
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composition chimique de ce groupe |, caractérisée par une teneur élevée en 6-méthoxy
élémicine (jusqu'a 59,6%) n'a jamais été rapportée dans la littérature concernant les huiles des
parties aériennes de Pituranthos scoparius. On peut signaler que tous les échantillons de ce
groupe sont récoltés a Béchar, a I'exception de trois échantillons, qui proviennent de la région
de Ghardaia en période de pleine fructification. Ces trois échantillons sont également dominés
par la 6-méthoxy élémicine, suivie du sabinéne.

Pour le groupe 11, les 12 échantillons qui le constituent sont caractérisés par une teneur
élevée en limonéne (M = 22,0% ; ET = 10,0) suivi de myristicine (M = 9,4% ; ET = 9,4), a-
pinene (M =14,7% ; ET : 4,3), a-phellandréne (M =11,6% ; ET : 3,4) et une plus faible quantité
de sabinéne (M = 1,4% ; ET = 0,4). A noter que la myristicine est présente a une teneur
appréciable au début et a la fin de la floraison. En outre, les échantillons de ce groupe
contiennent d’autres composés présents a des quantités appréciables, a savoir : le germacréne
D(M=38%;ET=24),le B-pinéne (M =5,2% ; ET = 1,5), le p-cyméne (M =4,5% ; ET =
1,5) et I’apiole dill (M = 1,6% ; ET = 2,0). Tous les échantillons de ce groupe sont récoltés a
Ghardaia avant la période de fructification (Groupe 1). Par ailleurs, la (Z)-ligustilide présente a
des taux trés faibles dans les sous-groupes I11A (0,0-0,7%) et 11IB (0,0-1,2%) ou bien totalement
absent dans tous les échantillons du groupe I, est présent a une teneur appréciable (M = 5,0% ;
ET = 2,2) dans ce groupe Il. La composition chimique de I'huile essentielle de P. scoparius
caractérisée par le limonene comme composé majoritaire suivi de la myristicine a déja éeté
rapportée dans la littérature dans les travaux de Gourine et al. en 2011.

La composition des échantillons des groupes | et Il apparait beaucoup moins homogéne
que celle du groupe III.

Concernant le groupe Ill, et par rapport aux teneurs de 1’a-pinéne, le sabinene, la
myristicine, 1’élémicine et I’apiole dill, ce groupe est subdivisé en deux sous-groupes (I11A et
I11B). A noter que les échantillons de ce groupe sont récoltés a Biskra et a Batna.

La composition chimique des échantillons du sous-groupe 1A (20 échantillons sur 93)
est caractérisée par une teneur tres élevee en sabinene (M = 39,7% ; ET = 7,5) suivi de
I'éelémicine (M = 4,6% ; ET = 7,8). D'autres composes sont egalement présents a des quantités
appréciables a savoir : I’a-pinene (M = 9,0% ; ET = 3,9), la myristicine (M =6,9% ; ET =5,7)
et I’apiole dill M = 6,6% ; ET = 4,8). Le terpinéol-4 varie également considérablement (4.1-
10.4%, M = 5,7% ; ET = 1,5). La méme observation est faite pour la 6-méthoxy élémicine
présente parfois a des teneurs appréciables (0,0-8,5%, M = 0,5% ; ET = 1,9). Parmi les 45

échantillons récoltés a Batna et Biskra et qui constituent le groupe I11, ce composé est présent
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a une teneur appréciable (jusqu’a 8,5%) dans un échantillon récolté a Biskra, et cela pendant la
période de floraison.

La composition chimique des échantillons appartenant au sous-groupe I1IB (25
échantillons sur 93) est caractérisée par une plus faible teneur en sabinéne (M =22,3% ; ET =
8,0) et des teneurs significatives en myristicine (M = 13,9% ; ET = 7,0), en a-pinéne (M =
13,6% ; ET =7,5) et en apiole dill (M =11,7% ; ET = 10,5). En outre, d’autres composés sont
présents a des teneurs appréciables, il s’agit : 3-5-caréne (M =1,5% ; ET = 3,0), terpinéol-4 (M
=3,5% ; ET =1,9), I'¥lémicine (M = 0,6 ; ET =2,2), B-pinéne (M =4,8% ; ET = 2,2), p-cyméne
(M=4,6%; ET =2,1) et (2)-p-ocimene (M =1,2% ; ET = 1,4).

Un échantillon parmi les 30 récoltés dans la région de Batna, est caractérisé par une teneur
appréciable en élémicine (jusqu'a 9,1%) en période de pleine floraison. 1l convient de souligner
que le limonene, parmi les principaux composants des groupes | et |1, est présent a des teneurs
trés faibles dans tous les échantillons des sous-groupes 1A et 1IB (M =0,8% ; ET=0,5/M
=1,3% ; ET = 0,8, respectivement).
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Figure 15 : Dendrogramme obtenu a partir de I’analyse de Cluster de 93 échantillons
des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos scoparius
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Tableau 5 : Composés majoritaires identifiés dans les 93 échantillons des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos scoparius

Constituants

Groupe | (36 échantillons)

Groupe 11 (12 échantillons)

Groupe 111 (45 échantillons)

Sous-groupe 1A
(20 échantillons)

Sous-groupe 111B
(25 échantillons)

Moy? ET® Min® Max? Moy ET Min Max Moy ET Min Max Moy ET Min Max
a-Pinene 3,0 1,7 0,7 8,4 14,7 4.3 5,9 22,1 90 39 31 193 136 75 4,2 31
Sabinéne 245 106 11 43 14 0,4 0,8 2,3 39,7 75 28 556 223 8,0 6,2 355
B-Pinéne 14 0,6 0,7 3,1 5,2 15 2,1 7,3 33 09 17 4.4 4,8 2,2 2,1 9,6
o-Phellandréne 0,5 0,4 0,0 1,2 11,6 3,4 6,2 17,8 05 04 01 1,3 0,8 0,8 0,1 2,7
3-5-Caréne 0,1 0,2 0,0 11 0,2 0,3 0,0 0,9 12 15 00 6,5 1,5 3,0 00 124
p-Cymeéne 0,8 0,4 0,2 1,7 4,5 15 1,6 6,8 39 11 16 57 4,6 2,1 14 9,6
Limonéne 194 7,6 6,6 39,0 22 10 9,2 44,0 08 05 03 2,7 1,3 0,8 0,5 4,5
(2)-B-Ociméne 01 04 00 19 00 01 00 01 07 06 01 26 12 14 00 7.1
Terpinéol-4 3,6 1,6 0,3 7,0 0,3 0,1 0,2 0,4 57 15 41 104 3,5 1,9 0,9 109
Germacrene D 3,0 1,6 0,2 8,3 3,8 2,4 1,7 9,5 06 05 01 1,7 0,7 0,6 0,1 2,5
Myristicine 0,1 0,1 0,0 0,3 9,4 9,4 0,0 29,4 69 57 03 17,3 139 7,0 15 324
Elémicine 0,1 0,1 0,0 0,4 0,1 0,0 0,0 0,1 46 78 00 291 0,6 2,2 0,0 10,9
6-Méthoxy élémicine 33,7 123 13,0 59,6 0,1 0,1 0,0 0,1 05 19 0,0 8,5 0,1 0,2 0,0 0,7
Apiole dill 0,0 0,0 0,0 0,1 1,6 2,0 0,0 57 6,6 48 03 132 11,7 105 021 314
(2)-Ligustilide 0,0 0,0 0,0 Tr 50 2,2 2,2 9,7 00 02 0,0 0,7 0,1 0,3 0,0 1,2

a: Moyenne (Moy). b : Ecart type (ET). ¢ : Valeur minimale (Min). d : Valeur maximale (Max). Les pourcentages sont donnés sur une colonne apolaire (BP-1). Tr : Trace.
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I.2. Etude des activités biologiques des huiles essentielles de Pituranthos scoparius

Dans cette partie, nous avons étudié I’activité antimicrobienne des huiles essentielles des

parties aériennes de Pituranthos scoparius d’une part, et 1’activité antioxydante d’autre part.

Pour la réalisation des activités biologiques, nous avons regroupé les huiles de chaque

station présentant le méme profil chromatographique, afin de disposer de quantités suffisantes

pour pouvoir effectuer la totalité des tests. La composition chimique de ces échantillons est

représentée dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Composés majoritaires identifiés dans les huiles essentielles de 8 échantillons

de P. scoparius utilisés pour les activités biologiques

Composés majoritaires (en %) BGA BSGB1 BSGB2 G Bik Bf DjGl DjG2
a-Thujéne 0,5 0,7 0,4 11 10 09 13 08
a-Pinéne 3,4 3,4 31 12,7 114 70 147 78
Sabinene 332 150 190 14 248 296 183 355
B-Pinéne 2,0 1,6 1,4 47 34 35 56 36
Myrcéne 1,2 0,6 0,7 10 10 07 07 07
a-Phellandréne 0,3 0,1 0,4 97 07 07 07 05
3-6-Caréne 0,2 0,2 0,1 04 51 14 02 01
p-Cymene 2,4 2,5 1,7 49 43 47 55 34
Limonene 195 15,0 240 194 14 0,7 18 0,6
B- Phellandréne 0,3 0,2 0,2 53 04 04 05 03
(2)-p-Ociméne Tr 0,3 0,1 01 05 13 20 11
y-Terpinéne 0,7 0,2 1,1 06 12 11 08 13
trans-Verbénol 0,2 0,2 0,2 02 10 08 12 09
Terpinéol-4 49 2,9 3,3 04 41 54 28 52
Méthyleugénol 0,7 0,9 0,7 13 09 09 14 09
Germacrene D 1,6 1,6 3,1 30 05 06 06 03
Myristicine 0,2 0,2 04 161 91 114 121 189
d-Cadinene 0,2 0,2 0,3 08 04 04 04 03
Elémicine Tr 0,2 0,1 01 41 07 02 01
Spathulénol - -- -- 13 18 17 16 09
6-Méthoxy élémicine 23,7 470 338 01 02 102 02 01
Apiole dill -- Tr Tr 30 6,3 105 10,6 48
t-Muurolol 0,5 0,3 0,2 08 13 11 11 07
B-Eudesmol 0,5 1,0 0,4 14 04 05 07 05
(2)-Ligustilide - - -- 35 Tr -- 03 01

BGA : Béchar groupe A ; BSGBL : Béchar sous-groupe B1 ; BSGB2 : Béchar sous-groupe B2 ; G : Ghardaia ;
Bik : Biskra ; Bf : Bouilef ; DjG1 : Djerma groupe 1 ; DjG2 : Djerma groupe 2 ; Tr : Trace ; -- : Absence totale du

COMpOse.
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1.2.1. Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos
scoparius

Le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos
scoparius a été testé vis-a-vis de quatre bactéries, deux levures et trois champignons
filamenteux en appliquant la méthode de diffusion sur disque, et dans I’affirmation, nous avons
déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI) en utilisant la méthode de contact direct
en milieu gélosé.
1.2.1.1. Détermination de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur disque
(aromatogramme)

Les résultats de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles des parties aériennes de
Pituranthos scoparius et 1’antibiorésistance de chaque souche vis-a-vis des contréles positifs,
sont donnés dans les tableaux 7 et 8.

En se basant sur les données de la littérature, nous avons considéré qu’une huile
essentielle a une action bactériostatique si son diametre d’inhibition est supérieur a 13 mm
(Rossi et al., 2007).

Ainsi, les huiles essentielles de Pituranthos scoparius des huit échantillons utilisés,
agissent de facon tres différente sur les souches testées.

Concernant les souches bactériennes, les échantillons de Ghardaia, de Biskra et de Djerma
G1 se sont révelés actifs contre la souche Staphylococcus aureus avec des diametres des zones
d’inhibition variant entre 16 et 18 mm. Nous avons également noté une activité modérée pour
les autres échantillons vis-a-vis de cette méme souche bactérienne avec des diamétres de zone
d’inhibition variant entre 12 et 14 mm. Les autres souches bactériennes, a savoir : Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae et Bacillus cereus se sont montrés trés résistants a 1’ensemble des
échantillons testés, avec des diamétres de zone d’inhibition variant entre 6 et 8,7 mm.

Ces résultats confirment ceux de Ksouri et al. (2017) qui rapportent une faible activité
des huiles essentielle des parties aériennes de Pituranthos scoparius vis-a-vis d’Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa avec des zones d’inhibition allant de
9,0+£1,0a11,7+1,5mm. lls avancent également que Staphylococcus aureus est la seule souche
bactérienne qui s’est avérée sensible avec un diametre de la zone d’inhibition de 1’ordre de 20,0
+ 3,0 mm. En revanche, Boutaghane et al. (2004), avancent une bonne activité des huiles
essentielles de Pituranthos scoparius contre Escherichia coli (14 a 26 mm), Klebsiella
pneumoniae (16 a 28 mm) et Staphylococcus aureus (14 a 28 mm).

Concernant les levures testées, les échantillons de Ghardaia, de Biskra de Bouilef et de
Djerma G2 se sont révéles actifs contre les deux souches de Candida albicans avec des
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diamétres de zone d’inhibition variant entre 15 et 20 mm. Enfin, pour les champignons
filamenteux testées, la souche Aspergillus fumigatus s’est révélée la plus sensible aux huiles
essentielles des échantillons de Biskra, de Bouilef, de Djerma G1 et de Djerma G2 avec des
diameétres de zone d’inhibition variant entre 21 et 27 mm. Les autres souches n’ont pas montré
une grande sensibilité vis-a-vis de 1’ensemble des échantillons testés, avec des diametres
variants entre 7 a 11 mm. Ksouri et al. (2017), rapportent aussi une sensibilité de Candida
albicans (15,8 £ 2,4 mm) aux huiles des parties aériennes de Pituranthos scoparius. Par ailleurs,
ils avancent également que les champignons filamenteux, a savoir : Mucor sp., Aspergillus
flavus et Penicillium expansum se sont revelés les plus sensibles, avec des diamétres de zones
d'inhibition de ’ordre de 19,5 a 20 mm.
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Tableau 7 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition (en mm) de ’antibiorésistance de chaque souche vis-a-vis des contréles positifs

) ) Antibiotiques Antifongiques
Mlcro-organlsmes
CHL VAN GMN CIP FLU NY

Escherichia coli 25,0+£0,0 6,0+ 0,0 23,0£0,0 355+0,7 ---- -
Klebsiella pneumoniae 21,3+ 0,6 6,0£0,0 20,0+0,0 30,5+£0,7
Staphylococcus aureus 25,5+0,7 17,0+ 0,0 21,0+ 0,0 32,0+£0,0
Bacillus cereus 295+0,7 6,0+ 0,0 21,0£0,0 37,0+0,0
Candida albicans ATCC 10231 6,0+0,0 16,0+£0,0
Candida albicans ATCC 26790 15,0+ 0,0 19,0£1,0
Aspergillus flavus 6,0£0,0 22,3+0,6
Aspergillus fumigatus 6,0£0,0 33,712
Fusarium oxysporum 6,0£0,0 16,0+ 1,0
CHL : Chloramphénicol, VAN : Vancomycine, GMN : Gentamicine, CIP : Ciprofloxacine, FLU : Fluconazole, NY : Nystatine ont été utilisés comme contr6les positifs.
Valeurs moyennes des zones d'inhibition de la croissance en mm y compris le diameétre du disque de 6 mm + Ecart-type. ---- : Non testé.
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Tableau 8 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition (en mm) des huit échantillons d’huiles essentielles des parties aériennes de

Pituranthos scoparius relatives aux souches microbiennes selon la méthode de disque

Souches microbiennes

Huiles essentielles (15 pl/disque)

Béchar GA Béchar SGB1 Béchar SGB2 Ghardaia Biskra  Bouilef Djerma Gl Djerma G2 DMSO
Escherichia coli 6,0£0,0 6,0+ 0,0 6,0£0,0 60+£00 87+£12 87+12 8,0x0,0 6,0£0,0 6
Klebsiella pneumoniae 6,0£0,0 6,0+ 0,0 6,0£0,0 6,0+£00 80+£00 80+00 6,0£0,0 6,0+ 0,0 6
Staphylococcus aureus 14,3+0,6 140+14 12,0+0,0 18,0+£3,0 160£0,0 145+0,7 160+£35 14306 6
Bacillus cereus 6,0£0,0 6,0+ 0,0 6,0£0,0 6,0+00 60+£00 6000 6,0%0,0 6,0+£0,0 6
Candida albicans ATCC 10231 11,0+1,0 10,0+ 0,0 110+£28 200+78 153+21 11,7+21 10,0+00 150+£0,0 6
Candida albicans ATCC 26790 10,3+0,6 10,0+ 0,0 100+00 11,7+06 17,7+15 170+36 11,0+00 16,6+0,6 6
Aspergillus flavus 8,00+0,0? 75%0,7 7,0+0,0 85+0,7 140+14 115+0,7 125+£0,7 13507
9,0+0,0° 9,0£0,0 75107 90+£00 105+0,7 10,0+0,0 11,0x0,0 10,0%+0,0 6
Aspergillus fumigatus 13,0+0,0% 13,0£0,0 13,000 20,0+28
10,0+0,0°  10,0+0,7 100£0,0 140+14 240+21 27,0+0,0 23,0+£0,7 21,0%0,7 6
Fusarium oxysporum 70+£0,0° 6,5+0,7 7,0£0,0 85+0,7 140+14 115+0,7 125+0,7 13,5+0,7
70+0,0° 7000 7,0£0,0 95+0,7 105+0,7 90+14 10,0+£0,0 10,0%0,0 6

Valeurs moyennes des zones d'inhibition de la croissance en mm y compris le diametre du disque de 6 mm + Ecart-type.

a, b : apres 3 jours et 5 jours d’incubation, respectivement.
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1.2.1.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices par la méthode de
contact direct en milieu gélosé

Selon les résultats obtenus précédemment concernant la sensibilité des souches
microbiennes aux huiles essentielles, déterminée par la méthode de diffusion sur disque, nous
avons sélectionné six souches microbiennes, & savoir : Staphylococcus aureus, Candida
albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC 26790, Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, et Fusarium oxysporum, possédant une forte sensibilité vis-a-vis des échantillons
d’huile testés pour lesquels nous allons déterminé la concentration minimale inhibitrice par la
méthode de contact direct en milieu gélosé. Les résultats sont rapportés dans le tableau 9.

Tableau 9 : Concentrations minimales inhibitrices (CMIs) en huile essentielle des parties
aériennes de Pituranthos scoparius relatives aux souches sensibles

Micro-organismes testés Huile essentielle de Pituranthos scoparius (pl/ml)
BGA BSGB1 BSGB2 G Bik Bf DjGl DjG2
Staphylococcus aureus >4 >4 >4 >4 4 4 >4 4

Candida albicans ATCC 10231 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 4
Candida albicans ATCC 26790 >4 >4 >4 >4 3 2 3 2

Aspergillus flavus > 42 >4 >4 >4 >4 4 >4 >4
>4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4

Aspergillus fumigatus > 22 > 2 >2 <2 3 <2 <2 <1
>4 >4 >4 4

Fusarium oxysporum >42 >4 >4 >4

> 4b >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4

BGA : Béchar groupe A. BSGBL : Béchar sous-groupe B1. BSGB2 : Béchar sous-groupe B2. G : Ghardaia. Bik :
Biskra. Bf : Bouilef. DjG1 : Djerma groupe 1. DjG2 : Djerma groupe 1. a, b : aprés 3 jours et 5 jours d’incubation,
respectivement.

Selon Teixeira et al. en 2005, toute huile essentielle présentant des CMls inférieures a
2000 pg/ml est considérée avoir un potentiel antimicrobien.

Une interprétation globale des résultats montre une concordance entre les valeurs des
CMLIs et celles des diameétres des zones d’inhibition obtenus. En effet, les CMIs les plus faibles
correspondent généralement aux diameétres d’inhibition les plus importants pour les souches
microbiennes testees.

En effet, pour les huiles essentielles des échantillons de Biskra, de Bouilef, de Djerma G1
et de Djerma G2 qui sont les plus efficaces dans la méthode de disque vis-a-vis des souches
testées, nous avons obtenu les CMIs les plus faibles. Cependant, I’huile essentielle de
I’échantillon de Djerma G2 s’est montrée la plus active vis-a-vis de la plupart des souches

testées, avec des CMIs variant entre 2 et 4 pl/ml. Les souches microbiennes Aspergillus
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fumigatus et Candida albicans ATCC 26790, se sont révelées les plus sensibles a cette huile
essentielle avec une CMI faible de ’ordre de 2 ul/ml. Aussi, Candida albicans ATCC 26790
s’est montré également sensible a 1’huile essentielle de 1’échantillon de Bouilef, avec une CMI
de 3 pl/ml.

En outre, nous avons noté une activité modérée de 1’huile essentielle de I’échantillon de
Djerma G2 vis-a-vis de Staphylococcus aureus et de Candidas albicans ATCC 10231, avec une
CMI de I’ordre de 3 pl/ml.

Par ailleurs, les huiles essentielles des échantillons de Biskra, de Bouilef et de Djerma G1
se sont montrées également actives vis-a-vis d’Aspergillus fumigatus et de Candida albicans
ATCC 26790, mais avec une CMI de I’ordre de 3 pl/ml.

L’huile essentielle de 1’échantillon de Ghardaia s’est révélée actif vis-a-vis uniqguement
d’Aspergillus fumigatus, mais avec une CMI de I’ordre de 4 pl/ml.

En revanche, toutes les souches microbiennes testées se sont montrées résistantes aux
huiles essentielles des trois échantillons de Béchar, méme a une CMI de I’ordre de 4 pl/ml. 11
est a noter que ces échantillons sont riches en 6-méthoxy élémicine, jusqu’a 47%. Ainsi, ce
composé n’est probablement pas dou¢ d’activité antimicrobienne.

Nos résultats concordent avec ceux de Boutaghane et al. (2004) qui rapportent une plus
faible activité des huiles essentielles des tiges (riche en a-pinene 34,0%) et des graines (riche
en apiole 52,8%), avec des CMIs de 1’ordre de 256 mg/ml et entre 20 et 40 mg/ml, vis-a-vis
d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus, respectivement. Par contre, Ksouri et al.
(2017) rapportent une trés bonne activité des huiles essentielles des parties aériennes de
Pituranthos scoparius, avec des CMIs variant entre 0,02 et 1,25 mg/ml vis-a-vis de
Staphylococcus aureus, de Candida albicans et d’Aspergillus flavus. Il est a noter que cette
huile essentielle est caractérisée par une teneur élevée en limonene (46,9%).

En conclusion, bien que I’activité antimicrobienne d’une huile essentielle soit souvent
attribuée a son composé majoritaire, les effets synergiques et/ou antagonistes des composants
de I’huile essentielle pourraient aussi étre pris en compte (Daferera et al., 2003 ; Burt, 2004)
pour expliquer la variation du degré de sensibilité des micro-organismes vis-a-vis des
échantillons testés.

Ainsi, la meilleure activité de 1’échantillon de Djerma G2 est due probablement a sa
composition chimique. Les composés majoritaires sont les suivants: sabinene (35,5%),
myristicine (18,9%), a-pinéne (7,8%), terpineol-4 (5,2%) et apiole dill (4,8%). Les
monoterpénes hydrocarbonés comme le sabinéne et 1’a-pinéne ont une tres faible activité. Ceci

est déja rapporté par Dorman et Deans en 2000 qui ont étudié le pouvoir antimicrobien de
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plusieurs constituants des huiles essentielles. En effet, I’huile essentielle de 1’échantillon de
Béchar A qui contient une teneur similaire en sabinéne de I’ordre de 33,2% s’est révélée
inactive vis-a-vis de toutes les souches microbiennes testées. Il a été rapporté que I’huile
essentielle de Daucus carota qui est caractérisée par une forte teneur en sabinene (51,6%) a
montré une faible activité antibactérienne contre E. coli et S. aureus, avec une CMI, de I’ordre
de 2,5 et 5 mg/ml (Jabrane et al., 2009). Aussi, Filipowicz et al. (2003) avancent que le
sabinéne est inactive vis-a-vis de plusieurs souches microbiennes. De méme, il a été rapporté
que 1’a-pinéne présente une trés faible activité contre un panel de microorganismes. Les valeurs
de CMIs varient entre 6,4 et 20,0 mg/ml contre S. aureus, et E. coli (Leite et al., 2007 ; Jung,
2009). Aussi, I’huile essentielle de Pinus roxburghii qui est riche en a-pinene (60,8%) a montré
une faible activité antibactérienne contre S. aureus, E. coli et C. albicans, avec une CMI, de
I’ordre de 12,8 mg/ml (Qadir et Shah, 2014). Parall¢lement, I’huile essentielle de Pinus nigra
ssp. pallasiana qui contient de 1’a-pinéne (42,3%) comme composé majoritaire exercice
également une faible activité vis-a-vis des bactéries citées précédemment, avec des CMIs
variant entre 10 et 20 mg/ml (Sarac et al., 2014). Ainsi, la faible activité de I’a-pinéne a été
rapportée précédemment par Angioni et al. (2003) qui ont travaillé sur les huiles essentielles
des baies de plusieurs especes de Juniperus qui contiennent une forte teneur en a-pinene (48 a
87%), par Rossi et al. (2007) qui ont travaillé sur les huiles essentielles de Cedrus atlantica
(63,1%) et de Myrtus communis (52%) et par Pintore et al. (2002) qui ont étudié ’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

Ainsi, I’activité importante de ’échantillon de Djerma G2 est due probablement a la
présence de la myristicine et du terpinéol-4. En revanche, 1’huile essentielle de 1’échantillon de
Ghardaia qui contient une quantité comparable en myristicine (16,1%) s’est montrée moins
active que I’échantillon de Djerma G2. Ceci est di a sa faible teneur en terpinéol-4 (0,4%).
Effectivement, Filipowicz et al. (2003) avancent que le terpinéol-4 possede un pouvoir
antimicrobien. Ainsi, on peut avancer qu’il a une synergie entre la myristicine et le terpinéol-4.
En effet, Torbati et al., (2014) avancent un tres faible pouvoir antimicrobien de la myristicine.
Ils ont trouvé des CMIs trés importantes variant entre 1,1 a 1,5 (V/V) (soit entre 11 a 15 pl/ml)
vis-a-vis d’E. coli et S. aureus, pour I’huile essentielle des racines de Heracleum anisactis qui
contient de la myristicine nettement majoritaire avec un pourcentage de 1’ordre de 95,2%.

Par ailleurs, cet échantillon de Ghardara contient une quantité appréciable en ligustilide
(3,5%) et en méthyleugénol (1,3%) qui ont probablement participé aussi a cette activité

antimicrobienne modéré vis-a-vis d’Aspergillus fumigatus. En effet, Rossi et al. en 2007
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rapportent que le méthyleugénol s’est révélée trés active vis-a-vis de Campylobacter jejuni avec
une CMI de I’ordre de 250 pg/ml.

En outre, I’huile essentielle de 1’échantillon de Biskra qui contient moins de myristicine
(9,1%) présente la méme activité que les huiles essentielles des échantillons de Bouilef et de
Djerma G1 (11,4% et 12,1%, respectivement). Ceci est d( probablement a sa teneur appréciable
en élémicine (4,1% contre 0,7% et 0,2%, respectivement). En effet, Rossi et al. en 2007
rapportent qu’une fraction de 1’huile essentielle de Daucus carota tres riche en élémicine de
I’ordre de 98% s’est révélée trés active vis-a-vis de Campylobacter jejuni avec une CMI de
I’ordre de 250 pg/ml.

L’apiole dill ne possede probablement pas d’activité antimicrobienne car les échantillons
de Bouilef et de Djerma G2 qui contiennent des quantités plus importantes de 1’ordre de 10,5
et 10,6% respectivement, sont moins actifs que I’échantillon de Djerma G2 qui en contient une
teneur plus faible de 1’ordre de 4,8%. En revanche, Jabrane et al. (2009), avancent des CMIs
tres faibles contre S. aureus et E. coli de I’ordre 1,25 et 2,5 mg/ml, respectivement, lors de
I’étude de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielles des racines de Daucus carota dont
la composition est dominée par 1’apiole dill (46,6%), suivi de myristicine (29,7%).

1.2.2. Pouvoir antioxydant des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos
scoparius

Pour 1’étude de I’activité antioxydante des huiles essentielles des parties aériennes de
Pituranthos scoparius, notre choix s’est porté sur la méthode du piégeage du radical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH?®). Le principe de ce test repose sur un changement de couleur
qui a été suivi par la lecture de I’absorbance a une longueur d’onde spécifique, a savoir : 515 et
517 nm. Nous avons opté pour deux protocoles, qui se distinguent par la nature du solvant : le
méthanol dans le premier protocole et I’éthanol dans le deuxiéme.

Nous avons déterminé le pouvoir antioxydant des huiles essentielles des parties aériennes
de Pituranthos scoparius de six échantillons pour le protocole 1 (Béchar GA, Béchar SGB1,
Béchar SGB2, Ghardaia, Bouilef et Djerma G1) et de quatre échantillons pour le protocole 2
(Béchar GA, Béchar SGB1, Béchar SGB2, Ghardaia). La composition de ces échantillons est
citée précédemment (Tableau 7).
1.2.2.1. Piégeage du radical libre DPPH*(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Sur les figures 16 et 17 (Tableaux 1 et 2, Annexe 2) ci-dessous, nous reportons les
résultats des pourcentages d’inhibition des huiles essentielles de Pituranthos scoparius.

Les profils de I’activité antiradicalaire obtenus révélent que les huiles essentielles testées

possedent une activité dose-dépendante.
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations des huiles essentielles de Pituranthos scoparius (Protocole 1)

100 -
080 -
S
= 060 -
° ——BGA
=
£ BSGB1
T 040 A
S BSGB2
Ghardaia
020 -
OOO j. T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Concentrations mg/ml

BGA : Béchar groupe A ; BSGB1 : Béchar sous-groupe B1 ; BSGB2 : Béchar sous-groupe B2.

Figure 17 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations des huiles essentielles de Pituranthos scoparius (Protocole 2)

Au regard de ces résultats, nous constatons que I’huile essentielle des parties aériennes
de Pituranthos scoparius posséde une trés faible activité antioxydante par comparaison avec
les antioxydants standards. Nous remarquons également que tous les échantillons révelent

généralement la méme activité antioxydante pour les deux protocoles expérimentaux utilisés.
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Par ailleurs, en présence de 1’éthanol, nous avons obtenu des pourcentages d’inhibition
plus importants a des concentrations nettement plus faibles et Clso largement plus faibles
(Tableau 10).

Les résultats du premier protocole révelent qu’a une concentration de 800 mg/ml, I’huile
essentielle de 1’échantillon de Bouilef a montré le pouvoir réducteur le plus important, avec un
pourcentage d’inhibition de 1’ordre de 98,19 £+ 0,22%, suivie par I’HE de I’échantillon de
Ghardaia (79,69 + 0,88%), Béchar SGB2 (69,01 + 0,31%) et Djerma G1 (63,31 £ 0,74%). En
revanche, I’échantillon de Béchar SGB1 s’est avéré celui qui possede le pouvoir réducteur le
plus bas avec un pourcentage d’inhibition de I’ordre de 31,67 + 0,01%.

Le deuxieme protocole a révélé une activité antioxydante plus importante que la premiere,
avec des pourcentages d’inhibition plus €élevés et a une concentration plus faible, en effet a 256
mg/ml, I’échantillon de Béchar SGB2 a montré le pourcentage d’inhibition le plus élevé de
I’ordre de 88,99 £ 0,10%, suivi de I’échantillon de Ghardaia (86,60 + 0,14%), Béchar GA
(86,78+0,10%) et enfin celui de Béchar SGB1 (74,89 £ 0,59%).

L’¢échantillon de Bouilef s’est avéré plus actif que celui de Djerma G1. Il est & noter qu’ils
présentent le méme profil chromatographique. Ceci est probablement di a la présence de
certains composes en teneurs appréciables comme le terpinéol-4, le 3-5-caréne ou le y-terpinéne
avec des pourcentages 5,4% ; 1,4% et 1,3% contre 2,8% ; 0,2% et 0,8%, respectivement.
L’¢chantillon de Bouilef s’est révélé également plus actif que 1’échantillon de Ghardaia qui
contient 16,1% de myristicine contre 11,4%. Nous avons constaté qu’il y a une synergie entre
la myristicine et le terpinéol-4 qui est présent a 0,4% (échantillon Ghardaia) contre 5,4%
(échantillon de Bouilef). En effet, dans une étude menée par Zhang et al. en 2006, il a été
rapporté que la myristicine (32,75%) qui est le constituant majoritaire de 1’huile essentielle du
persil avait un pouvoir antioxydant faible en piégeant le radical libre DPPH avec une valeur de
Clso de I’ordre de 80,21 + 3,41 mg/ml, par comparaison aux standards testés a savoir : le BHT
(0,58 £+ 0,02 mg/ml) et l'a-tocophérol (0,10 + 0,00 mg/ml). Il est & noter que cette huile
essentielle ne contient pas de terpinéol-4. De méme, Wei et Shibamoto (2007) rapporte une
faible activité de ’huile essentielle du persil qui est riche en myristicine représentant 44% de la
composition totale et qui ne contient pas le terpinéol-4. En effet, ils avancent un pourcentage
d’inhibition de I’ordre de 48% par le test du piégeage du radical libre DPPH.

Par ailleurs, 1’échantillon de Ghardaia s’est montré plus actif que 1’échantillon de Béchar
SGB2. En effet, I’a et le B-phellandréne sont plus abondants dans 1’échantillon de Ghardaia
avec des quantités de I’ordre de 9,7% et 5,3% contre 0,4% et 0,2%, respectivement. Il en est de

méme en comparant I’activité de I’échantillon de Ghardaia avec celle de Djerma G1, en plus de
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sa richesse en limonene 19,4% contre 1,8%, respectivement. En revanche, 1’échantillon de
Béchar SGB2 qui présente le méme profil chromatographique que les échantillons de Béchar
GA et SGBI, s’est avéré plus actif. Ceci est également li¢ a sa richesse en limonene 24,0%
contre 19,5% et 15,0%, respectivement. En effet dans des études antérieures, Roberto et al.
(2009) ont prouvé que le limonéne est un monoterpéne, qui posséde une bonne activité
antioxydante. De méme, Wei et Shibamoto (2007) rapporte un pourcentage d’inhibition de
I’ordre de 55% a une concentration de 1’ordre de 200 pg/ml pour I’huile essentielle des graines
de céleri qui contient une forte teneur en limonéne (74,6%), testé par la méthode du piégeage
du radical libre DPPH.

Les valeurs des Clso, présentées dans le tableau 10, nous permettent d’évaluer et de
comparer I’efficacité des huiles essentielles. Nous rappelons que plus la valeur de la Clso est
faible plus I’huile essentielle posséde un potentiel pour le piégeage des radicaux libres.

Tableau 10 : Capacité de piégeage du radical libre DPPH des huiles essentielles des
parties aériennes de Pituranthos scoparius exprimée en Clso (Protocoles 1 et 2)

Echantillons Clso (mg/ml)

Protocole 1 Protocole 2
BGA e 41,59+0,81
BséGBr. e 156,23+1,26
BGSB2 324,75+2,40 23,65+0,77
Ghardaia 173,58+2,45 25,95+2,13
Bouilef 126,79+3,41 Non testé
Djerma G1 409,39+4,73 Non testé
Acide ascorbique 0,024+0,00 0,02+0,001

BGA : Béchar groupe A ; BSGBL1 : Béchar sous-groupe B1 ; BSGB2 : Béchar sous-groupe B2.

Ces résultats confirment ceux obtenus pour les pourcentages d’inhibition. Ainsi, pour le
protocole 1, I’huile essentielle de 1’échantillon de Bouilef est la plus active, avec une Clso de
I’ordre de 126,79 + 3,41mg/ml. Les valeurs des Clso obtenues pour les quatre échantillons testés
par le protocole 2 confirment celles obtenues par le protocole 1. En effet, les huiles essentielles
des échantillons de Béchar SGB2 et de Ghardaia sont les plus actives avec des Clso de 1’ordre
de 23,65 + 0,77 et 25,95 + 2,13 mg/ml, respectivement. Cependant, en comparaison avec les
antioxydants standards (Clso = 0,02 + 0,001 mg/ml), les huiles essentielles des différents
échantillons testés s’avérent moins actives.

A notre connaissance, il existe trés peu d’études sur l'activité antioxydante de I'huile
essentielle de Pituranthos scoparius. Les résultats obtenus par Ksouri et al. en 2017 pour le

test du DPPH, montrent qu’a une concentration en huile essentielle de 20 mg/ml, le radical
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DPPH se fixait a 84,7%, avec une Clso de I’ordre de 11,21 + 0,26 mg/ml, une Clso plus faible
en comparaison avec nos résultats, cependant une activité antioxydante moins importante que
les standards qu’ils ont testés, a savoir : I'acide ascorbique (Clso = 4 pg/ml), I'a-tocophérol (Clso

=9,55 pug/ml) et le BHT (Clso = 72,16 pg/ml).
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Il. Santolina africana

S. africana Jord. & Fourr. est une espéce endémique de 1’Afrique du Nord (Maroc,
Algérie et Tunisie) (Queézel et Santa, 1963 ; Dobignard et Chatelain, 2011) qui pousse
spontanément dans les foréts et les paturages steppiques (Quézel et Santa, 1963).

La composition chimique des huiles essentielles de plusieurs espéces appartenant au
genre Santolina a été largement étudiée (Tundis et Loizzo, 2018). Ces études montrent que les
monoterpenes : 1,8-cinéole, camphre, artémisia cétone et myrcéne sont les principaux
constituants des huiles essentielles de nombreuses especes de Santolina poussant dans
différentes régions du monde. Inversement, seules cing études ont rapporté la composition
chimique de I'huile essentielle de S. africana. Deux observations peuvent étre faites a I’examen
de ces études :

= L'huile essentielle des parties aériennes présente une grande variabilité chimique ;
* La composition chimique est limitée a un ou deux échantillons d’huile essentielle dans
la méme station de recolte.

Ainsi, l'objectif de notre étude est d’abord de déterminer la composition chimique de I'HE
a partir de végétal collecté dans la province de Batna (Algérie). Ensuite, nous nous sommes
intéressés aux propriétés biologiques de cette huile essentielle, en examinant les activités
antimicrobienne, antioxydante et anti-inflammatoire. Cette derniére n’avait jamais fait 1’objet
d’investigations auparavant.

I1.1. Caractérisation chimique des huiles essentielles de Santolina africana

En exploitant la complémentarité des techniques analytiques (CC, CPG(Ir), CPG-SM et
RMN 3C), nous détaillerons 1’analyse de dix-huit échantillons d’huile essentielle des parties
aériennes (tiges, feuilles et fleurs) de Santolina africana récoltées dans trois stations de la
province de Batna, a savoir : Fesdis (Fesdis et Bouilef), Oued Chaaba (Hamla).

11.1.1. Etude de la composition et de la variabilité chimique des huiles essentielles des
parties aériennes de Santolina africana

Dans le but d’évaluer, la variabilité intra-populationnelle des huiles essentielles de S.
africana, nous avons étudié la composition chimique de 18 échantillons. Nous avons choisi
trois lieux d'échantillonnage dans la région de Batna (Algérie) (Figure 18) : Fesdis (Fesdis et
Bouilef), Oued Chaaba (Hamla).

L’échantillonnage a été effectué¢ durant la période de pleine floraison en mai 2016. Six
échantillons ont été récoltés dans chacune des trois stations a partir de pieds individuels : Fesdis
(F1-6), Bouilef (B1-6) et Hamla (H1-6).
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Parallelement, nous avons effectué un échantillonnage collectif dans la station de Fesdis
pendant le mois de mai 2018, pour pouvoir étudier le pouvoir antioxydant de 1’huile essentielle

de cette plante.

Figure 18
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Figure 18 : Carte d’échantillonnage de Santolina africana
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I1.1.1.1. Rendements d’extraction

Les huiles essentielles des parties aériennes (tiges feuilles et fleurs) de S. africana ont été
obtenues par hydrodistillation. Elles ont un aspect liquide et une couleur jaune foncé. Les
rendements sont calculés par rapport a la matiere végétale seche et reportés dans le tableau 11.

Les rendements observés sont faibles mais varient considérablement d'un échantillon a
l'autre, allant de 0,03 & 0,17% et méme entre les échantillons d’une méme station.

Les rendements les plus éleves sont obtenus pour la station de Hamla avec des
pourcentages allant de 0,08 a 0,14% (H1-6) et pour deux échantillons de Bouilef : B5 (0,15%)
et B6 (0,17%). En revanche, les plus faibles rendements sont ceux des échantillons B2, B4
(Bouilef) et F6 (Fesdis) avec un pourcentage de 0,03%. Il est a noter que le rendement en huile
essentielle des tiges de Santolina africana récoltées au Maroc est du méme ordre que le notre
(0,11%). En revanche, ces mémes auteurs rapportent des rendements 4 a 5 supérieurs a ceux de
notre étude : feuilles (0,75%) et fleurs (0,93%) (Fdil et al., 2011). C’est également le cas pour
Attia et al., (2012), qui rapportent un rendement de 1’ordre de 0,8% pour les parties aériennes
de Santolina africana récoltées en Tunisie. Une teneur similaire a été rapporté également par
Lmachraa et al., en 2012, sur des échantillons (parties aériennes) récoltés au Maroc avec un
rendement de 0,86%. Enfin, Zaiter et al., (2015) ainsi que Derouiche et al., (2013) ont travaillé
sur des échantillons récoltés dans la province de Constantine en Algérie, décrivent des
rendements proches de 1% pour les parties aeriennes (0,95%) et supérieurs a 2% pour les fleurs
(2,25%). En revanche, Boudjedjou et al. en 2019 rapportent un rendement plus faible de 1’huile
essentielle des parties aériennes de Santolina africana récoltées dans la région de Batna, de
I’ordre de 0,76%.

Tableau 11 : Rendements (%) en huiles essentielles de Santolina africana d'Algérie

Stations
Fesdis Bouilef Hamla
Moy + ET®  Min®  Max® Moy + ET Min  Max Moy + ET Min  Max
0,06 £0,03 0,03 0,11 0,09+0,06 0,03 0,17 0,10+£0,03 0,07 0,14

®Moy + ET : Moyenne + Ecart type. ° Min : Minimum. ¢ Max : Maximum.

I1.1.1.2. Analyse détaillée de la composition chimique de I’huile essentielle des parties
aériennes de Santolina africana
Dix-huit échantillons d'huile essentielle ont été soumis a des analyses combinant une

technique chromatographique sur deux colonnes de polarité différente (CPG-Ir) et deux
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techniques spectroscopiques (RMN 13C et CPG-SM). La caractérisation de ces échantillons a
été réalisée par RMN 3C sans séparation préalable des constituants.

Les spectres des huiles essentielles sont enregistrés et les valeurs des déplacements
chimiques sont comparées a celles des composés de référence présents dans une bibliotheque
de spectre grace a un logiciel d’aide a I’identification.

Les constituants majoritaires identifiés par RMN *C, sont ensuite repérés sur le
chromatogramme par leurs indices de rétention, sur colonne polaire et apolaire, par
comparaison avec ceux des produits de référence et peuvent étre ainsi quantifiés.

Pour permettre l'identification de quatre composés minoritaires qui présentent une
structure avec un motif di-alcyne, les 6 échantillons d’huile essentielle de la station de Fesdis
(F1, F2, F3, F4, F5 et F6) ont été réunis pour former une « communelle » qui a été soumise a
une chromatographie sur colonne (CC) sur gel de silice. Neuf fractions ont été obtenues et
analysées par CPG(Ir), CPG-SM et RMN *C.

Au total, 91 composes représentant 92,4% a 96,1% de la composition chimique totale de
I'nuile essentielle ont été identifiés (Tableau 14), dont 43 monoterpénes, 31 sesquiterpenes,
cing phénylpropanoides, six dérivés a motif di-alcyne et six autres. Tous les échantillons sont
caractérisés par de fortes proportions en monoterpéenes (51,5-69,7%), a I'exception de trois
échantillons : B4, B5 et F6 qui sont dominés par des sesquiterpénes (44,3-55,9%). La
composition de I’huile essentielle de S. africana est genéralement homogéne. Cependant, nous
remarquons une variabilité chimique quantitative particulierement pour les composés suivants :
germacréne D (0,1-25,3%), myrcéne (4,2-20,9%), spathulénol (2,5-20,7%), a-bisabolol (2,2-
20,0%), B-pinene (2,4-18,7%), 1,8-cinéole (5,0-16,8%), cis-chrysanthénol (0,7-16,5%),
capilléne (0,0-16,9%), santolina alcool (0,2-14,0%), camphre (0,2-7,9%), terpinéol-4 (1,4-
7,3%) et lyratol (0,1-6,7%). Deux autres monoterpénes oxygenés : lyratal (tr-2,7%) et
chrysanthénone (tr-4,5%), trois sesquiterpénes hydrocarbonés : a-curcuméne (0,3-3,2%), v-
curcumeéne (0,1-2,6%) et bicyclogermacrene (0,1-6,3%), ainsi que deux sesquiterpenes
oxygénés : B-élémol (jusqu'a 3,5%) et B-eudesmol (tr-3,0%) sont présents egalement en
quantités appréciables.

Nous avons constaté que les 6 échantillons de la station de Fesdis sont trés homogenes,
ce qui confirme le choix de les réunir pour former la « communelle », le chromatogramme de
I’huile essentielle de I’échantillon F5 est reproduit sur la figure 21. Les échantillons de la station
de Hamla sont globalement homogénes et comparables aux échantillons B1 et B2 de la station
de Bouilef. Cependant, au sein de ce groupe, 1’échantillon H6 se distingue néanmoins par la

présence d’un dérivé a motif di-alcyne, a savoir : le capilléne a une teneur relativement
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importante (16,9%), contre (0,2-7,5%) dans les autres échantillons de Hamla, alors que ce
composé est trés minoritaire (tr-0.4%) dans les échantillons de Fesdis et de Bouilef. Les
échantillons de la station de Bouilef sont peu homogenes. Cependant, les échantillons B3 et B4
sont caractérisés par une forte teneur en sesquiterpenes oxygeénés : le spathulénol (15,1% et
20,7%, respectivement), associ¢ a 1’a-bisabolol (13,2% et 20,0%, respectivement), une
composition similaire a celle des échantillons de la station de Fesdis, alors que les deux
échantillons B1 et B2 sont assez proches des échantillons de Hamla. Nous avons observé
également deux compositions atypiques (B5 et B6) qui sont dominés par un sesquiterpéne
hydrocarboné, il s’agit du germacrene D présent a des pourcentages de 1’ordre de 25,3 et 20,2%,
respectivement, contre (0,0 a 7,5%) pour tous les autres échantillons. Ces deux échantillons
contiennent également des teneurs assez importantes en trois sesquiterpénes hydrocarbonés :
bicyclogermacene (6,3 et 2,5%, respectivement vs. 0,0-0,7%), (E)-a-bisaboléne (4,5 et 4,3%,
respectivement vs. 0,0-1,4%) et y-curcumene (2,6 et 1,1%, respectivement vs. 0,0-0,3%).

Ces résultats montrent des compositions relativement originales en comparaison a celles
rapportées pour les huiles du Maroc (Fdil et al., 2011 ; Lmachraa et al., 2014), de la Tunisie
(Attia et al., 2012) et de I'Algeérie (Constantine) (Derouiche et al., 2013 ; Zaiter et al., 2015),
qui sont généralement dominées par le camphre ou le terpinéol-4. En revanche, une composition
similaire a été rapportée pour I’huile des fleurs de S. chamaecyparissus de Tunisie, qui contient
également le 1,8-cinéole (12,94%), le B-eudesmol (10,49%), le terpinéol-4 (6,97%), le vy-
cadinene (6,55%), le spathulénol (5,80%), le camphre (5,27%) et le germacrene D (5,03%),
comme composés majoritaires. Ces auteurs avancent d'autres constituants présents en
proportions appréciables, il s’agit de : d-cadinéne (6,55%) et myrténol (4,26%) et qui sont
présents en faible quantité dans tous nos échantillons (tr-0,4%) (Salah-Fatnassi et al., 2017).

En revanche, une étude postérieure a notre article, décrit une composition chimique
similaire a la nétre pour I’huile essentielle de parties aériennes fraiches récoltées a Ichemoul
dans la région de Batna. Les composes majoritaires sont le B-pinéne (11,65%), le germacréne
D (10,33%), le 1,8-cinéole (9,46%), le sabinéne (7,18%), ’a-bisabolol (5,63%) et 1’'a-
curcumene (4,5%). Par contre, ils rapportent une teneur non négligeable en hedycaryol (5,79%)
qui n’a pas été identifié dans nos échantillons. Il est a noter également que certains constituants
parmi les composés majoritaires de nos échantillons, tels que : le myrcéne, le cis-chrysanthénol,
le capilléne, le santolina alcool (0,2-14,0%) et le lyratol sont totalement absents dans cette huile

essentielle (Boudjedjou et al., 2019).
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» ldentification des composés a motif di-alcyne

Quatre composés minoritaires qui présentent une structure avec un motif di-alcyne, et
pouvant correspondre a deux couples de stéreo-isomeres, ont été proposes par la spectromeétrie
de masse. Ces composés sont probablement deux paires de stéréo-isomeres avec des masses
moléculaires qui différent de deux unités, rapport de : m/z =200 vs. 198. Les banques de masses
nous orientent vers des composés dioxaspiraniques. Compte tenu de leur faible teneur, nous
avons realisé un fractionnement sur une colonne ouverte de silice afin de les concentrer et de
s’assurer de leur présence. Ainsi, un échantillon regroupant plusieurs échantillons individuels
de profil chromatographique similaire (Fesdis: F1 a F6; 247,9 mg) a été soumis & un
fractionnement sur colonne ouverte de silice de type « flash » (35 a 70 um), en utilisant un
gradient d’élution pentane/éther diéthylique (100:0 a 0:100). Huit fractions (Fr1-Fr8) ont été
obtenues et une neuviéme fraction éluée avec une solution de méthanol pur. Toutes les fractions
ont été analysées par CPG(Ir), CPG-SM et RMN *3C.

Les déplacements chimiques de tous les carbones du (E)-2-(2',4'-hexadiynylidéne)-1,6-
dioxaspiro[4.4]-nona-3,7-diéne ont pu étre aisément repérés sur le spectre de RMN 3C de la
fraction Fr4 dans laquelle celui-ci est présent a 46,6%. Ces déplacements chimiques sont
parfaitement en accord avec ceux décrits par Sanz et al. (1990) (Tableau 12). Dans ce méme
spectre et sur la base d’un rapport E/Z proche de 8/1 (46,6%/6,3%), une série de 13 pics
correspondant a I'isomere Z a été également observée (Tableau 12).

Tableau 12 : Déplacements chimiques du (E) et du (2)-2-(2',4'-hexadiynylidene)-1,6-
dioxaspiro[4.4]-nona-3,7-diéne identifiés par RMN 3C

Stéréo-isomere (Z) 8C  Stéréo-isomere (E)sC  “oreo-isomere (E)

carbones (ppm) (ppm) Sanzcet(gll.)l(li)sago)

1 4,74 4,68 4,68

2 81,09 80,03 80,03
3 64,84 64,85 64,84
4 76,80 76,86 77,00
5 70,03 70,86 70,87
6 80,41 81,53 81,52
7 166,74 168,46 168,47
8 134,40 134,77 134,79
9 127,46 126,16 126,16
10 120,83 120,67 120,68
11 38,45 38,30 38,31
12 100,41 100,41 100,40
13 143,91 143,95 143,94
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De la méme maniere, la comparaison avec les données de la littérature nous permet
d’identifier le (E) et le (Z)-tonghaosu (m/z = 200) dans le spectre de RMN **C de la fraction
Fr6. Ces composés sont présents a des teneurs appréciables de 1’ordre de 3,3 et 2,0%,
respectivement dans cette fraction. Nous reportons dans le tableau 13, les valeurs des
déplacements chimiques de RMN du *3C de ces deux composés qui sont conformes a celles
décrites par Chanotiya et al. (2005).

Il est a noter que les composés de di-alcyne sont couramment présents dans la famille des
Astéracées (Konovalov, 2014). En revanche, ces quatre dérivés de spiroacétalénol ont été
identifiés pour la premiére fois dans une I’huile essentielle de Santolina africana. Selon la
littérature, ces composés ont été précédemment décrits dans I'huile essentielle des parties
aériennes de Chrysanthemum coronarium (Basta et al., 2007) et dans certains extraits de C.
coronarium (parties aériennes) (Bohlmann et al., 1964), C. leucanthemum (racines) (Wrang
et Lam, 1975) et S. chamaecyparissus (feuilles et bourgeons) (Lam et al., 1989).

Tableau 13 : Déplacements chimiques du (E) et du (Z)-tonghaosu
identifiés par RMN 13C

Stéréo-isomeére (E)

(2005) C (ppm) Chanotiya et al., (2005)
1 4,65 4,60 4,75 4,74
2 79,61 79,67 80,56 80,58
3 65,00 65,06 65,22 65,40
4 76,33 76,40 79,95 79,94
5 71,51 71,53 70,74 70,71
6 79,95 79,73 78,84 78,83
7 168,83 168,93 167,14 167,16
8 125,79 125,81 127,46 127,45
9 136,00 136,04 135,23 135,25
10 120,83 120,94 121,03 121,06
11 35,62 35,54 35,60 35,61
12 24,52 24,53 24,47 24,48
13 69,67 69,69 69,67 69,66

Sur la figure (19), nous représentons la structure de ces quatre composés identifiés par

RMN 13C dans I’huile essentielle de Santolina africana.
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88 : (E)-2-(2',4’-Hexadiynylidene)-1,6-dioxaspiro[4.4]-nona-3,7-diéne ; 89 : (2)-2-(2',4'-Hexadiynylidéne)-1,6-
dioxaspiro[4.4]-nona-3,7-diéne ; 90 : (Z)-Tonghaosu ; 91 : (E)-Tonghaosu

Figure 19 : Structure des composés a motif di-alcyne identifiés par RMN *C dans I’huile
essentielle de Santolina africana
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Tableau 14 : Composition chimique de 18 échantillons d’huile essentielle des parties aériennes de Santolina africana d’Algérie (Batna)

N° Composés? Ir’> Bl B2 B3 B4 B5 B6 F1 F2 F3 F4 F5 F6 H1 H2 H3 H4 H5 H6
1 Hexanal 774 Tr - Tr - Tr Tr - - Tr - - - Tr Tr Tr Tr Tr Tr

2 Santolinatriene 901 - Tr - - 0,1 0,5 0,5 0,5 0,8 0,3 0,1 - 0,2 0,1 Tr 0,2 0,4 0,5
3 a-Thujéne 923 Tr - Tr - Tr 0,1 - Tr Tr - - - Tr 0,1 Tr 0,1 Tr Tr

4  a-Pinéne 931 1,0 1,0 1,1 1,6 0,5 1,0 0,8 0,9 1,2 0,4 1,2 0,6 0,9 14 1,0 1,3 11 0,6
5 Campheéne 944 - - 0,2 0,6 0,3 0,2 0,5 0,2 0,7 0,5 0,6 0,2 0,3 0,7 0,2 0,2 0,3 0,2
6 Oct-1-en-3-ol 961 Tr - - - Tr Tr - - Tr - - - Tr Tr - Tr Tr Tr

7  Sabinéne 95 07 05 07 03 06 11 05 07 0,7 04 08 02 1,0 1,3 08 12 07 1,0
8 B-Pinéne 971 140 18,7 148 24 2,5 6,5 12,7 12,7 170 63 176 55 6,1 85 114 7.2 4.4 54
9 Myrcéne 981 94 87 113 42 110 140 108 136 189 82 9,2 56 113 125 209 76 54 73
10 Yomogi alcool 985 - 0,1 - - Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 - - Tr Tr - Tr 0,1 0,1
11 a-Terpinene 1009 0.1 - - - 03 03 Tr - 0,1 - - - 01 01 02 0,1 - 0,1
12 p-Cymeéne 1012 0,7 0,6 11 0,8 0,6 0,7 0,7 1,3 11 0,7 1,0 0,5 1,3 1,6 14 1,0 0,9 0,7
13 1,8-Cinéole * 1021 10,1 6,7 137 114 86 129 95 101 91 8,9 9,5 50 136 12,7 144 168 145 16,6
14 Limonene* 1021 0,1 01 0,2 00 01 01 01 0.2 01 01 02 - 0,2 0,2 0,2 03 03 072
15 B-Phellandrene* 1021 03 03 03 Tr 0,2 0,2 03 03 04 03 03 02 04 03 04 02 02 02
16 Santolina alcool * 1021 Tr 140 08 0,5 0,2 1,2 34 4,5 2,6 2,0 0,9 2,4 4,1 0,2 1,6 4,0 42 115
17 y-Terpinene 1048 0,2 - - - 0,6 0,4 0,1 - 0,1 - Tr - 0,2 0,2 0,3 0,4 0,1 0,5
18 trans-Hydrate de sabinéne 1054 01 01 0,1 0,3 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2 0,1 0,5 0,5 0,3
19 Artemisia alcool 1069 0,1 0,3 Tr - Tr 0,1 0,2 0,1 0,1 Tr - - 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,2
20 Terpinoléne 1078 Tr - Tr 0,1 0,1 0,1 - Tr Tr - - - Tr 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1
21 Linalol 1084 0,3 0,3 0,3 0,2 Tr 0,4 0,3 Tr 0,3 0,3 04 0,8 0,4 0,4 0,4 0,7 0,4 04
22 fngf;f SZ:SII'JE:'EQ de 2- 1086 Tr 02 02 o1 Tr o1 o1 02 01 01 01 - 01 01 01 01 01 01
23 Lyratal 1099 - 2,7 0,1 - 0,2 10 09 08 07 19 02 - 11 03 Tr 02 09 05
24  Chrysanthénone 1101 0,1 0,5 - - Tr 1,1 0,1 0,3 0,1 Tr Tr 4,5 0,5 0,5 0,7 0,1 0,1 Tr

25 o-Campholénal 1105 0,1 - - 0,2 Tr Tr Tr - Tr - Tr 0,1 Tr 0,1 Tr 0,1 Tr Tr
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Limona kétone
cis-p-Menth-2-en-1-ol
Camphre
trans-Pinocarvérol
Verbénol
Pinocarvone

Lyratol

Benzoate d’éthyle
cis-Chrysanthénol
Bornéol
p-Cymen-8-ol
Terpinéol-4
Myrténal
a-Terpinéol
Myrténol

Verbénone
Cuminaldéehyde
Acétate de chrysanthényle
Acétate de lyratyle
Acétate de bornyle
Acétate de lavandulyle
Carvacrol

Eugénol

(2)-Jasmone
Meéthyleugénol
a-Copaéne
B-Elémeéne
(E)-B-caryophylléne

1106
1108
1121
1124
1129
1135
1140
1144
1147
1149
1158
1162
1170
1172
1179
1182
1212
1245
1253
1263
1265
1276
1327
1367
1370
1375
1387
1416

0,2

Tr
0,3
0,3
Tr
0,3
0,4
16,5

0,1
7,3
0,2
13
0,2
0,2
0,1
0,3

0,1

0,2
0,2
01
01
01
0,2
01

Tr
0,2
0,6
0,2

13
0,3
8,4

2,0
0,4
0,6
0,3
0,1
0,1
0,2
0,2

0,1

0,1

Tr

0,2
01

0,2
0,1
0,9
0,6
0,1
Tr
0,2
0,2
1,3

Tr
1,7
0,4
0,5
0,3

0,1
0,1

0,1

0,1

0,1
0,1
0,1
0,1
Tr

79
1,8

0,1
0,1
0,7
0,4

3,1
0,5
0,5
0,4

0,1

0,1

0,2

0,2
01

0,1
0,9
0,2
0,1
Tr
11
0,2
4,7
0,9
Tr
1,8
01
0,4
01

Tr
0,1
0,1

0,1
0,1
0,1
Tr
0,4
0,5
1,0

0,1
0,7
0,2
0,2
Tr
2,1
0,2
3,2
0,2
Tr
2,1
0,1
0,6
0,1
Tr
Tr
Tr
0,2
Tr

Tr
0,1
Tr

0,4

0,8
0,8
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0,1
4,5
0,3
0,1

4,6
01
3,8
0,9

2,8
0,2
0,7
0,2

0,5
0,1
0,1
0,1

0,1

0,1

0,2
0,2

Tr

0,7
0,3
0,1
Tr
2,1

4,6
0,3

1,6
0,2
0,4
0,1

0,1
0,1
0,2
0,1
Tr
0,1

0,2
0,1
0,1
0,3
0,2

0,1
3,5
0,2
0,1

3,3
01
2,7
0,7

2,2
0,1
0,5
0,1

Tr
0,3
0,1
Tr
0,1

0,1
Tr
0,1
0,2
0,2

3,5
0,2
0,1

6,7
01
6,0
0,5

14
0,1
04
0,1
Tr
0,1
0,1
12
0,1
0,1
0,1

0,1
Tr
0,2
0,4
0,2

0,1
4,2
0,4
0,1
Tr
11

5,2
0,4

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

Tr

0,1
0,1

0,1

0,1
Tr
0,1
0,2
0,2

0,1
1,8
0,4
0,5

0,9

3,9
0,2

2,9
0,1
0,5
Tr
Tr

0,1

0,2

0,1
0,2
0,1
0,5
1,0

0,1
1,7
0,4
0,3
0,1
2,2
0,2
8,3
0,4
0,1
3,8
0,2
0,8
0,3
0,1
0,1
0,1
0,2
0,2
0,1
0,1
0,1
0,2
0,1
0,1
0,2
0,2

- - 0,1 -
01 01 102 01
2,3 11 09 18
02 03 04 05
02 03 04 04
0,1 Tr Tr Tr
1,1 01 13 44
02 0.2 - 0,1
106 74 99 127
06 01 04 1,2
01 01 01 01
29 45 39 26
02 02 02 02
05 07 07 07
02 02 03 04
Tr 01 01 Tr
01 01 01 01
02 01 01 02
0,1 - 01 02
01 01 01 01
Tr - - 0,1
01 01 01 01
01 01 01 01
01 02 02 02
0,1 Tr 01 0.2
01 01 01 01
0,1 0,2 Tr Tr
02 02 04 01

0,1
0,1
1,3
0,3
0,1
0,1
1,9
Tr
2,2
0,3
0,1
2,1
0,2
0,6
0,2

0,1
Tr
0,1
0,1
Tr
Tr
0,2
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

p-Copaene
a-trans-Bergamoténe
(E)-B-Farnéséne
a-Humulene
Capillene
a-Curcuméne
v-Curcumeéne
Germacrene D
Myristicine
Bicyclogermacréne
6-Cadinéne

Elémicine

B-Elémol

(E) a-Bisaboléne
Salviadiénol

Benzoate d’hexényle
p-Calacoréne
Spathulénol
1,5-Epoxysalvial-4(14)-éne
Oxyde de caryophylléne
Salvial-4(14)-en-1-one
Apiole dill

Capilline

v-Eudesmol
iso-Spathulénol
T-Muurolol

6-Cadinol
p-Eudesmol

1432
1435
1447
1456
1458
1469
1472
1475
1486
1490
1513
1521
1533
1533
1539
1543
1548
1563
1568
1569
1577
1589
1596
1617
1620
1624
1628
1633

0,1
0,1
0,1
0,6
0,3
35
0,6
0,7
0,2
0,1
19
0,6
0,1
0,2
Tr
7,4
0,2
0,2
0,1
0,6

0,4
0,5
0,4
0,1
2,4

0,4

0,1
0,3
0,1
Tr

1,0

0,2
0,4
0,1
91

0,6
0,3
0,1

0,8
0,3
0,5

3,0

0,1
Tr
0,1
0,4
0,5
0,1
0,3
0,1
0,1
Tr
0,3
0,3
0,2
0,1
15,1
0,7
0,8
0,3
0,4
0,2
0,4
0,6
0,3

0,3

0,3
0,4
0,4
0,2

20,7

1,2
0,5
0,4
01
0,3
0,8

Tr

0,4
Tr
0,4
0,2
0,4
1,8
2,6
25,3
0,1
6,3
0,3
Tr
0,7
4,5
0,1
Tr
Tr
4,3
0,4
0,1
0,1
Tr
0,2
0,3
Tr

11

0,4
Tr
0,2
0,1
Tr
1,0
11
20,2
0,1
2,5
0,3
Tr
1,3
4,3
0,1
0,1
Tr
2,5
0,3
0,1
0,1
Tr
0,2
0,2
0,2

0,5
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0,1

Tr
Tr
0,1
1,4
0,1
5,0
0,3
0,7
0,2
0,1
2,0
0,7
0,2
0,1
0,1
8,7

0,5
0,2
0,3
Tr
0,3
0,6
0,7
0,1
0,7

0,2

0,1
0,1
0,1
1,3

15
0,2
0,1
0,1
0,1
0,7
1,0
0,3
Tr
Tr
9,4

0,9
0,3

0,2
0,7
0,5
0,6
Tr
0,7

0,1

Tr
0,1
0,1
1,1
0,1
4,2
0,2
0,6
0,2
0,1
1,4
0,6
0,2
Tr
0,1
6,4

0,3
0,2
0,3

0,3
0,4
0,5
0,1
0,5

0,1

0,1
Tr
0,2
1,4

3,8
0,3
0,4
0,2
0,1
0,1
0,1
0,3
0,1
0,1
11,6
0,3
0,5
0,3
0,1

0,3
0,6
0,8
0,1
14

0,2

0,1

Tr
1,1

2,0
0,3
0,2
0,1
0,1
2,0
1,4
0,2
0,1
0,1
8,0

0,5
0,3
0,1
0,5
0,6
0,4
0,4

1,2

0,1

0,2

3,2
0,3
7,5
0,6
0,3
0,4
0,4
3,5
1,0
0,7
0,2
0,1
9,9

1,6
0,6
0,7

0,9
1,4

14

1,8

0,1

0,1

3,7
0,5
01
2,1
0,2
0,2
01

1,6
11
0,2
0,1
Tr
6,2

0,3
0,2
0,3
0,6
0,4
0,4
0,4
0,4
0,9

0,1

0,1
4,1
0,7
0,1
2,0
0,1
0,2
0,2
0,1
1,3
0,9
0,2
0,1
Tr
6,4
0,4
0,2
0,7
0,3
0,4
0,5
0,1
0,6

0,1

0,1
0,2
0,4
0,1
35
0,1
0,5
0,1
Tr
1,4
0,7
0,1
0,1
Tr
53
0,3
0,1
0,2
0,3
0,3
0,4
0,1
2,1

0,1

0,1
6,6
0,6
0,1
1,9
0,1
0,3
0,1
0,5
11
0,2
0,1
52
11
0,2
0,2
0,5
0,2
0,4
Tr
0,5
0,8

0,1

Tr
75
0,3
1,2
0,2
0,1
0,1
1,1
0,6
0,2
Tr
0,1
6,0
0,4
0,2
0,1
1,2
0,4
0,4
0,5
0,1
0,9

0,1

Tr
16,9
0,4
0,1
2,7
0,1
0,4
0,1
Tr
0,9
0,8
0,1
Tr
Tr
3,5
0,2
0,1
Tr
1,2
0,2
0,3
0,3
0,3
0,3
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82 a-Cadinol 1637 02 02 03 04 O01 01 02 04 01 05 Ol 04 Tr 01 03 02 03 Tr
83 a-Eudesmol 1638 0,2 - - - Tr 01 - - Tr - Tr 03 01 Tr 01 - 02 Tr
84  Oxyde da-bisabolol 1640 Tr o1 07 17 Tr - - o1 T oL T - Tr 02 02 05 05 03
85 p-Bisabolol 660 01 - - - Tr Tr Tr o1 T ol 0l 01 o0l 01 01 Tr 0l 01l
86 a-Bisabolol 1666 36 26 132 200 45 22 47 91 35 83 69 66 66 76 44 68 74 718
87 Eudesma-4(15),7-dien-1-p-ol 1670 0,2 - Tr - Tr - Tr 0,2 Tr Tr Tr 0,4 Tr Tr Tr - - -
88 éfgxssézlrg[zlhf]’(igg:é';dfj?ee%el6 1757 22 38 L1 38 12 07 30 47 22 43 73 45 18 23 16 09 20 07
89 szlgxzs(slrt[Z‘Z’](a:;gyé";egfgni6 17% 02 Tr - - 01 T o0l 02 01 02 04 02 01 01 Tr - 01 Tr
90 (2)-Tonghaosu 1823 0,2 - 0,1 - Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 Tr Tr Tr
91 (E)-Tonghaosu 1828 05 02 36 15 04 06 31 22 23 38 11 37 21 26 15 06 12 03

Total (%) 946 944 927 941 951 936 954 947 957 93 932 924 933 946 952 925 949 052

#: L’ordre d’¢lution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un asterisque (pourcentages sur colonne
polaire (BP-20)). ? Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. Tr : Traces. - : Absence totale du composé. Echantillons : B (Bouilef, 1-6) ; F (Fesdis, 1-6) ; H (Hamla, 1-6).
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I1.1.1.3. Etude de la variabilité de 1a composition chimique de I’huile essentielle des parties
aériennes de Santolina africana

Ayant observé des variations concernant la composition et les teneurs des composes
majoritaires, les résultats de la composition chimique des 18 échantillons ont été soumis a
I'analyse statistique dans le but de mettre en évidence une éventuelle variabilité chimique des
huiles essentielles de S. africana. Ainsi, ces compositions ont été soumises a ’analyse en
composantes principales (ACP), dans laquelle le plan défini par les deux axes F1 et F2 decrit
51,05% de la variance totale de la population (les deux axes F1 et F2 représentent
respectivement, 31,70% et 19,35%).

Nous avons noté que la composition de tous les échantillons est qualitativement assez
similaire. Par ailleurs, bien que les teneurs des composés majoritaires varient considérablement
d’un échantillon a un autre, il n'a pas été possible de distinguer des groupes. Par conséquent, un
groupe principal, constitué de 16 échantillons et deux compositions atypiques (B5 et B6) ont
été observés (Figure 20, 21). En effet, comme mentionné précédemment, ces deux échantillons
sont dominés par le germacréne D présent a des pourcentages de I’ordre de 25,3 et 20,2%,
respectivement, contre (0,0 a 7,5%) pour tous les autres échantillons. 1ls contiennent également
des quantités appréciables en : bicyclogermacéne (6,3 et 2,5%, respectivement vs. 0,0-0,7%),
(E)-a-bisaboléne (4,5 et 4,3%, respectivement vs. 0,0-1,4%) et y-curcumene (2,6 et 1,1%,

respectivement vs. 0,0-0,3%).

axes F1 & F2: 51.05%

STH4 ° .
% STH1
©
2 STH2 ¢
o * STB1
[T
STB2 3 STHa
O -
STF4  sTF1
STF2

® * e+ STF6

STFS

F1 (31.70%)

Figure 20 : Analyse en composantes principales de 18 échantillons des huiles essentielles
des parties aériennes de Santolina africana
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Figure 21 : Chromatogrammes des huiles essentielles de Santolina africana
(Echantillons F5 et B5)

-127 -



Résultats et Discussion

I1.1.1.4. Comparaison de la composition chimique entre les trois stations d’étude

Nous reportons dans le tableau 15, les moyennes des composés majoritaires, les écarts
type ainsi que leurs valeurs maximales et minimales.

Les composés majoritaires au niveau des trois stations sont : le 1,8-cinéole, le myrcéne,
le B-pinene et le spathulénol. Cependant, les échantillons de Bouilef et de Hamla contiennent
des teneurs appréciables en santolina alcool (jusqu’a 14,0 et 11,5%, respectivement contre
(Jusqu’a 4,5%) pour les échantillons de Fesdis. Les échantillons de Bouilef sont trés riches en
germacreéne D (jusqu’a 25,3%) contre (jusqu’a 7,5 et 3,5%, respectivement) et en a-bisabolol
(jusqu’a 20,0% contre (jusqu’a 9,1 et 7,8%, respectivement) pour comparaison aux ¢chantillons
de Fesdis et de Hamla.

Par ailleurs, les échantillons de Bouilef contiennent également des quantités appréciables
en camphre (jusqu’a 7,9%), en terpinéol-4 (jusqu’a 7,3%), en bicyclogermacréne (jusqu’a
6,3%), (E)-o-bisaboléne (jusqu’a 4,5%), en B-eudesmol (jusqu’a 3,0%) et en y-curcumene
(jusqu’a 2,6%). D’autres composés sont présents en teneurs assez importantes dans les
échantillons de Fesdis, il s’agit : (E)- 2-(2',4'-hexadiynylidéne)-1,6-dioxaspiro[4.4]-nona-3,7-
diéne (jusqu’a 7,3%), lyratol (jusqu’a 6,7%), chrysanthénone (jusqu’a 4,5%) et a-curcuméne
(jusqu’a 3,2%). En revanche, le capilléne (jusqu’a 16,9%, contre 0,2 et 0,4%) et la capilline
(jusqu’a 1,2% contre 0,5 et 0,0%) pour les échantillons de Fesdis et de Bouilef, respectivement,
sont présents en proportions elevées dans les échantillons de Hamla.

Enfin, les échantillons de Fesdis sont les moins riches en cis-chrysanthénol (jusqu’a 6,0%
contre jusqu’a 12,7% et jusqu’a 16,5%) pour les échantillons des stations de Hamla et Bouilef,

respectivement.
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Tableau 15 : Moyennes des composés majoritaires de 1’huile essentielle des parties aériennes de S. africana par station

Composes Stations
Fesdis (Bouilef) Fesdis (Chef-lieu) Oued Chaaba (Hamla)

Moy £ET Min Max Moy £ET  Min Max Moy £ ET Min Max
B-Pinéne 9,8+6,9 2,4 18,7 12,0+5,1 55 17,6 72+25 4.4 11,4
Myrcéne 9,8+3,3 42 140 11,1+4,7 5,6 18,9 10,8 +5,6 5,4 20,9
1,8-Cinéole* 106+26 6,7 137 87+19 5,0 10,1 148+1,6 12,7 16,8
Santolina alcool* 3,3+6,0 02 14,0 26+12 0,9 4,5 43+39 0,2 11,5
Chrysanthénone 0,6 +0,5 0,1 1,1 1,3+2.2 0,1 45 0,4+0,3 0,1 0,7
Camphre 2,1+3,2 0,2 7.9 30+15 0,7 4,5 1,5+0,5 0,9 2,3
Lyratol 09+08 01 21 31+£272 0,9 6,7 18+15 01 4,4
cis-Chrysanthénol 58+5,9 0,7 165 44+1.2 2,7 6,0 85+3,6 2,2 12,7
Terpinéol-4 30%22 1,7 7.3 21+0,6 1,4 2,9 3,3+0,9 2,1 45
Capillene 0,3+0,2 0,1 0,4 0,1+0,1 0,1 0,2 6,5+5,7 0,2 16,9
a-Curcumene 1,0+£0,6 0,4 1,8 16+0,8 1,1 3,2 05+0,1 0,3 0,7
y-Curcumeéne 1,3+£1,.2 0,3 2,6 0,2+0,1 0,1 0,3 0,1+0,0 0,1 0,1
Germacréne D 9,8+12,0 01 25,3 40+2.2 15 7.5 2,2+0,8 1,2 3,5
Bicyclogermacréne 19+26 0,1 6,3 0,4+0,2 0,1 0,7 0,3+0,1 0,1 0,5
(E)-a-Bisaboléne 20%22 0,3 4,5 0,8+04 0,1 1,4 0,9+0,2 0,6 1,1
Spathulénol 99+6,9 25 20,7 9,0+1,8 6,4 11,6 54+11 3,5 6,4
Capilline - - - 0,4+0,2 0,2 0,5 0,8+0,3 0,5 1,2
B-Eudesmol 1,8+£1,2 0,5 3,0 1,1+05 0,5 1,8 09+0,6 0,3 2,1
a-Bisabolol 7,7+£73 2,2 20,0 6,5+2,1 3,5 91 6,8+12 4.4 7,8
(B)- 2-(2' 4™-hexadiynylidéne)-1.6-dioxaspiro 54,4, o7 38 43+17 22 73 16406 07 23
[4.4]-nona-3,7-diene
(E)-Tonghaosu 1,1+1,3 0,2 3,6 27+10 1,1 3,8 1,4+0,9 0,3 2,6

a: L’ordre d’élution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur
colonne polaire (BP-20)). - : Absence totale du composé.
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11.2. Etude des activités biologiques des huiles essentielles des parties aériennes de
Santolina africana

Dans cette partie, nous avons étudi€¢ 1’activité antimicrobienne, antioxydante et anti-
inflammatoire des huiles essentielles des parties aériennes de Santolina africana.

Pour la réalisation des activités biologiques, nous avons regroupé les huiles de certains
échantillons et nous avons effectué un autre échantillonnage collectif en mai 2018, afin de
disposer de quantités suffisantes pour faire les tests. La composition chimique de ces deux
échantillons est représentée dans le tableau 16.

Tableau 16 : Composés majoritaires des échantillons utilisés pour les activités

biologiques

Composés majoritaires (en %) Echantillon 2016 Echantillon 2018
a-Pinéne 1,0 1,6
Sabinéne 1,2 18
B-Pinene 5,2 16,2
Myrcéne 58 33,8
p-Cymeéne 1,3 0,6
1,8-Cinéole* 12,8 14,4
Limonéne* 1,9 0,5
Santolina alcool* 3,1 2,6
Camphre 1,6 1,7
Lyratol 2,4 0,2
cis-Chrysanthénol 6,0 2,2
Terpinéol-4 3,2 50
a-Terpinéol 0,9 14
Capilléne 2,2 Tr
a-Curcumene 1,6 0,3
Germacrene D 7,2 2,1
B-Elémol* 1,4 0,6
(E)-a-Bisaboléne* 2,0 0,3
Spathulénol 6,2 0,8
a-Bisabolol 5,2 2,0

I1.2.1. Etude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles des parties aériennes de
Santolina africana

L'activité antimicrobienne de I’huile essentielle des parties aériennes de S. africana a été
testée contre quatre bactéries, deux levures et trois champignons filamenteux, en utilisant la

méthode de diffusion sur disque (Tableau 17).
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Les résultats obtenus par cette méthode ont montré que I’huile est active vis-a-vis de
Staphylococcus aureus, les deux levures et les trois champignons filamenteux avec des
diamétres des zones d’inhibition allant de 13,0 mm a 19,7 mm.

Les souches microbiennes Staphylococcus aureus et Aspergillus fumigatus se sont
révélées les plus sensibles, avec des zones d'inhibition de 19,7 mm et 17,5 mm, respectivement.
En revanche, aucune sensibilité des souches de Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae et
Escherichia coli n'a été observee.

Ces résultats sont conformes aux précédentes études menées sur le genre Santolina. En
effet, I'huile essentielle de S. africana qui contient de l'acénaphtane (25,23%), du calaréne
(21,54%), de 1'ocimeéne (17,44%) comme composés majoritaires, s’est montrée active contre
les mémes micro-organismes, avec des diameétres de zones d'inhibition variant entre 6,50 mm
et 20,15 mm. Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus sont les souches les plus sensibles, avec
des zones d'inhibition de 20,15 et 19,5 mm, respectivement (Derouiche et al., 2013).

En revanche, Boudjedjou et al. en 2019 rapportent des diamétres de zones d’inhibition
supérieurs aux notres pour I’huile essentielle des parties aériennes de Santolina africana, de
I’ordre de 29,0 et 29,27 mm, vis-a-vis de Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli
respectivement.

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de S. africana est liée a sa composition
chimique dont les composés majoritaires sont : 1,8-cinéole (12,8%), germacréne D (7,2%),
spathulénol (6,2%), cis-chrysanthénol (6,0%), myrcéne (5,8%), B-pinéne (5,2%), a-bisabolol
(5,2%), terpinéol-4 (3,2%), santolina alcool (3,1%), lyratol (2,4%), capilléne (2,2%), (E)-a-
bisaboléne (2,0%), limonéne (1,9%), camphre (1,6%) et B-élemol (1,4%) (Tableau 17).

Le 1,8-cinéole a deja été decrit comme antimicrobien contre S. aureus, E. coli et C.
albicans avec des CMIs variant entre 0,125 et 1,85 pl/ml (Ozek et al., 2010 ; Santoyo et al.,
2005), tandis que le myrcéne, qui représentait 57,2% de la fraction hydrocarbonée de 1’huile
essentielle de S. corsica, est déja rapporté comme étant inactif contre S. aureus (Wannissorn
etal., 2005 ; Liu et al., 2007).

Il a également été rapporté que le B-pinéne, 1'a-pinéne, myrcene et le germacréne D
présentent une faible activité sur un panel de micro-organismes (Angioni et al., 2003 ; Sonboli
et al., 2006 ; Sokovi¢ et al., 2006). En effet, I'huile essentielle de Pinus nigra ssp. pallasiana
(a-pinéne 42,3% ; germacrene D 30,6%) a montré une faible activité antimicrobienne contre
les mémes souches avec des CMIs comprises entre 10 et 20 mg/ml (Sarac et al., 2014).

Il a été démontré dans la littérature que l'activité d'une huile essentielle résulte d'une
interaction complexe entre ses différents constituants, susceptible de produire des effets
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synergigues ou antagonistes, méme pour ceux présents a de faibles quantités (Xianfei et al.,
2007), par exemple : le 1,8-cinéole associé au camphre a montre des effets antimicrobiens plus
importants (Viljoen et al., 2003). Ainsi, le camphre qui est présent a une teneur de 1’ordre de
1,6% a probablement participé a cette activité. En effet, Lemos et al. (2015) ont rapporté que
I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis qui est riche en camphre (24,4-35,9%) manifeste
une activité antimicrobienne élevée contre S. aureus avec des CMIs comprises entre 0,5 et 2,0
pl/mil.

De méme, le lyratol qui est présent a une quantité de 1’ordre de 2,4% a aussi probablement
participé a cette activité. En effet, une activité antimicrobienne intéressante d'une fraction de
I’huile essentielle de Santolina corsica riche en lyratol (84%) a été observée contre S. aureus
avec un diamétre de zone d’inhibition de 19 mm, en suggérant que le lyratol pourrait étre le
principal responsable des propriétés antimicrobiennes de Santolina corsica (Liu et al., 2007).

Il est a noter aussi, que les terpénes oxygenés, tels que les alcools présents en quantités
appréciables dans notre huile, sont actifs mais avec des spécificités et des niveaux d'activité
différents (Panizzi et al., 1993 ; Adam et al., 1998). En effet, Filipowicz et al. (2003) et
Bougatsos et al. (2004) avancent que le terpinéol-4 et le spathulénol possede un pouvoir

antimicrobien, respectivement.
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Tableau 17 : Activité antimicrobienne de I'huile essentielle des parties aériennes de Santolina africana

Controle
Mi . Huile essentielle Contrdles positifs négatif
ICroorganismes a5 ul/disc) (DMSO)
CHL VAN GMN CIP FLU NY 6,0
Escherichia coli 8,00+ 0,0 250+00 6,0+00 230x00 355+£0,7 -—-- ---- 6,0
Klebsiell apneumoniae 6,0+0,0 21,3+06 6,0+£00 20000 305%0,7 6,0
Staphylococcus aureus 19,7+0,6 255+0,7 170+£0,0 21,0+x00 32,0£0,0 6,0
Bacillus cereus 6,0+0,0 295+0,7 60£00 210+£0,0 370x0,0 6,0
Candida albicans ATCC 10231 13,0£0,0 6,000 16,0+0,0 6,0
Candida albicans ATCC 26790 15315 ---- ---- ---- ---- 150+0,0 19,0x1,0 6,0
) 20,5+0,7° ---- ---- ---- ---- 6,0£00 223+0,6 6,0
Aspergillus flavus
135+0,7° 6,0+0,0 6,0
) . 43,0+ 2,82 6,0+00 33,7+x1.2 6,0
Aspergillus fumigatus
175+35" 60+00 - 6,0
) 385+21° ---- ---- ---- ---- 6,0£0,0 16,0+£1,0 6,0
Fusarium oxysporum
15,0+ 0,0° ---- ---- ---- ---- 6,000  ----- 6,0
CHL : Chloramphénicol, VAN : Vancomycine, GMN : Gentamicine, CIP : Ciprofloxacine, FLU : Fluconazole, NY : Nystatine ont été utilisés comme contréles positifs. Valeurs
moyennes des zones d'inhibition de la croissance en mm y compris le diamétre du disque de 6 mm + Ecart-type. ---- : Non testé. a, b : aprés 3 jours et 5 jours d’incubation,

respectivement.
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I1.2.2. Etude de P’activité antioxydante des huiles essentielles des parties aériennes de
Santolina africana

L’activité antioxydante de 1’huile essentielle de S. africana a été mesurée par le test du
piégeage des radicaux libres DPPH selon deux protocoles. Les résultats sont présentés dans les
figures 22 et 23 (Tableau 1, Annexe 3). Il est a noter que nous avons testé 1’échantillon 2016
obtenu en regroupant plusieurs échantillons ainsi que 1’échantillon collectif récolté en 2018.

Le protocole 1, montre un faible pouvoir antioxydant de 1’huile de S. africana, avec un
pourcentage d’inhibition le plus élevé compris entre 83,75 + 0,33% et 96,02 + 0,08% a des
concentrations allant de 200 jusqu’a 800 mg/ml et une valeur de CIsoégale a 82,83 £ 0,02 mg/ml
(Tableau 18).

Le protocole 2, révele une activité antioxydante plus élevée, aux concentrations de 32,
64, 128 et 256 mg/ml, avec des pourcentages d'inhibition compris entre 85,54 + 2,17% et 100
1 0,00% et une valeur de Clso égale a 1,51 £ 0,04 mg/ml. Cependant, ce potentiel antioxydant
de I’huile essentielle est faible par rapport a celui de I'acide ascorbique (contrdle positif), avec
un pourcentage d'inhibition de 100%, a une concentration de 2 mg/ml et une valeur de Clso

nettement inférieure de 1’ordre de 0,02 + 0,001 mg/ml (Tableau 18).
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Figure 22 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations des huiles essentielles de Santolina africana (Protocole 1)
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Figure 23 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations des huiles essentielles de Santolina africana (Protocole 2)

Tableau 18 : Capacité de piégeage du radical libre DPPH des huiles essentielles des
parties aériennes de Santolina africana exprimée en Clso (Protocoles 1 et 2)

) Clso (mg/ml)
Echantillons
Protocole 1 Protocole 2
Echantillon 2016 82,83 £ 0,02
Echantillon 2018 284,32 + 2,05 1,51 +0,04
Acide ascorbique 0,024 = 0,00 0,02 £ 0,001

Boudjedjou et al. en 2019 rapportent également une bonne activité antioxydante, avec
un pourcentage d’inhibition variant entre 23,3 et 92,9% a des concentrations de ’ordre de 0,28
a 18 mg/ml et une Clso 1,13 mg/ml, comparable a la nétre, mais qui reste faible par rapport au
composant de référence, a savoir I’acide ascorbique (Clso = 12,5 pg/ml).

Dans des études antérieures, Derouiche et al. (2013) ont rapporté un pourcentage
d'inhibition du radical libre DPPH de I’huile essentielle des fleurs de S. africana d'environ
13,80% a une concentration de 0,1 M, une valeur tres faible a celle de I'acide ascorbique (plus
de 70% d'inhibition) utilisée comme contréle positif.

Nouasri et al. (2015) ont évalué I'activité antioxydante de I'huile essentielle des parties
aeriennes de S. chamaecyparissus en utilisant deux méthodes, le test du piégeage des radicaux

libres DPPH et le test de blanchiment du p-caroténe. Ils ont rapporté également une faible
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capacité de I’huile a réduire le radical DPPH avec une Clso d'environ 43,01 £ 8,04 mg/ml,
comparé au BHT (Clso = 0,072 + 0,001 mg/ml) et a I'acide ascorbique (Clso = 0,004 + 0,001
mg/ml). Le test de blanchiment du f-caroténe a révélé que 1’huile essentielle avait une activité
antioxydante modérée avec un pourcentage d'inhibition de I'oxydation de I'acide linoléique de
I'ordre de 47,00%, une activité supérieure a celle de I'acide ascorbique testé (11,05%), mais tres
faible a celle du BHT (96,92%).

Par ailleurs, comme cité précédemment pour les huiles essentielles de Pituranthos
scoparius, en présence de 1’éthanol, nous avons obtenu des pourcentages d’inhibition plus
importants & des concentrations nettement plus faibles et Clso largement plus faibles (Tableau
18).

Par ailleurs, nous avons constaté que I’huile essentielle de I’échantillon 2016 est plus
active que celle de 1’échantillon de 2018. Ceci est dii probablement & leurs compositions
chimiques. Les deux huiles essentielles contiennent des quantités comparables en 1,8-cinéole
(12,8 et 14,4%, respectivement). Il est a noter également que I’échantillon de 2018 est riche en
myrcéne (33,8%) et en B-pinéne (16,2%). Cependant, ces deux monoterpenes hydrocarbonés
ne possedent pas d’activité antioxydante. Ainsi, la meilleure activité de I’échantillon 2016 est
due a la présence d’autres composés présents en quantités appréciables, a savoir : germacréne
D (7,2% vs. 2,1%), spathulénol (6,2% vs. 0,8%), cis-chrysanthénol (6,0% vs. 2,2%), a-bisabolol
(5,2% vs. 2,0%), lyratol (2,4% vs. 0,2%), capilléne (2,2% vs. Tr), (E)-a-bisaboléne (2,0% vs.
0,3%), limonéne (1,9 vs. 0,5%), a-curcuméne (1,6% vs. 0,3%) et B-élémol (1,4% vs. 0,6%).
Selon la littérature, les composés hydrocarbonés possedent une faible activité antioxydante.
Ainsi, les constituants qui contiennent une fonction alcool sont doués d’activité antioxydante.
11.2.3. Etude de ’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles des parties aériennes
de Santolina africana

La capacité de I’huile essentielle de S. africana a inhiber la lipoxygénase de soja a été
évaluée en tant qu’indication d’une potentielle activité anti-inflammatoire. Les résultats de ce
test sont présentés dans le Tableau 19.

On observe que le pourcentage d'inhibition augmente avec la concentration de 1’huile
essentielle, atteignant 23,4% a 0,015 mg/ml et 57,6% a 0,075 mg/ml.

Aucune activité de la LOX n'a pu étre détectée en présence de 0,1 mg/ml d'huile
essentielle de S. africana, suggérant une inhibition presque compléte de I'activité de la LOX.

Les valeurs de Clso (concentration a laquelle 50% de la lipoxygénase a été inhibée) ont
été déterminées pour S. africana et pour l'inhibiteur non compétitif de la lipoxygénase, I'acide
nordihydroguararétique (NDGA) (Tableau 19), genéralement utilisé comme référence dans les
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essais anti-inflammatoires (Whitman et al., 2002 ; Jazet-Dongmo et al., 2008 ; Cutillas et al.,
2018). Les données ont montré que la valeur Clso de I'huile essentielle de S. africana (0,065 +
0,004 mg/ml) est 5 fois supérieure a celle du NDGA (0,013 £ 0,003 mg/ml).

Ces résultats nous permettent de considérer 1’huile essentielle de S. africana comme un
excellent inhibiteur de D’activité de la LOX, suggérant un potentiel anti-inflammatoire
intéressant.

Tableau 19 : Activité anti-inflammatoire de I’huile essentielle de Santolina africana

Concentrations (mg/ml) % d’inhibition
0,015 234141
0,025 285+55
0,050 375+28
0,075 576 +£3,5
Clso (mg/ml)
Huile essentielle 0,065 + 0,004
* ANDG 0,013 £ 0,003

Les valeurs sont des moyennes de trois essais + écart type ; * ANDG : Acide nordihydroguaiarétique.
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I11. Cymbopogon schoenanthus

Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng. est une espece endémique commune dans tout
le Sahara, largement répandue dans les régions tropicales en Afrique du Nord et en Asie. On la
trouve également en Ethiopie, en Egypte, en Arabie Saoudite et dans 1’Asie désertique.
(Ozenda, 1991 ; Quézel et Santa, 1962 ; Le Floc’h, 1983 ; Sahki et Sahki, 2004). En dehors
des périodes humides, la plante se présente sous forme de paille jaunatre (Sahki et Sahki,
2004).

Plusieurs études ont été réalisées sur la composition de I'huile essentielle de C.
schoenanthus obtenue par hydrodistillation des parties aériennes, des tiges, des feuilles, des
fleurs et des racines. Dans la majorité des cas, il s’agit d’études ponctuelles avec un ou deux
échantillons d'huile essentielle examines.

La composition chimique de I’huile essentielle de I’espéce Cymbopogon schoenanthus
a été largement étudiée révélant une grande variabilité de ses composes, généralement
caractérisée par des pourcentages élevés de composés monoterpéniques possédant un squelette
de type menthane, tels que : la pipéritone, le 2-carene et le limonéne. En ce qui concerne
1’ Algérie, la composition chimique de I’huile essentielle est décrite dans cinq publications. Les
composés identifiés sont la encore des dérivés p-menthaniques, mais on trouve aussi du p-
élémol et des sesquiterpénes présentant le squelette eudesmane. Ponctuellement, certaines
compositions atypiques sont signalées.

Ainsi, le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des huiles essentielles
des parties aériennes (tiges et feuilles) et du rhizome de cette espece végétale a travers i) la
détermination de la composition chimique ii) I’étude de la variabilité chimique et iii) I’étude
des activités biologiques.

I11.1. Caractérisation chimique des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus

Dans ce contexte, nous nous sommes proposés de valoriser ’espeéce végétale
Cymbopogon schoenanthus poussant spontanément en Algérie, a travers la composition
chimique des huiles essentielles du rhizome et des parties aériennes (tiges et feuilles), et cela
dans deux stations de la region saharienne (Béchar et Ghardaia). En exploitant la
complémentarité des techniques analytiques (CPG(Ir), CPG-SM et RMN *3C), nous
détaillerons I’analyse de sept échantillons d’huile essentielle du rhizome et des parties aériennes
(tiges et feuilles), puis dans un second temps, nous nous intéresserons a 1’analyse de 23 autres

échantillons afin de mettre en évidence I’existence ou I’absence d’une variabilité chimique.
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I11.1.1. Etude de la composition et de la variabilité chimique des huiles essentielles de
Cymbopogon schoenanthus

Ainsi, afin de mettre en évidence une éventuelle variabilité chimique, la composition de
30 échantillons a été étudiée. Ceux-ci ont été isolés a partir de pieds individuels poussant
spontanément dans deux stations distinctes du Sahara : Ghardaia (7 échantillons en avril 2016
et 7 échantillons en janvier 2017) et Béchar (10 échantillons en juillet 2017). Les huiles
essentielles des échantillons de Ghardaia sont obtenues a partir de plante complete (PC)
(rhizome, tiges et feuilles: G16 E1-7 PC; G17 E1-7 PC). En revanche, pour la station de
Béchar, les huiles essentielles sont extraites des parties aériennes (PA) (tiges et feuilles : B17
E1-6 PA), du rhizome ((R) : B17 E1-6 R) et de la plante compléte (PC) (rhizome, tiges et
feuilles : B17 E7-10 PC) (Figure 24).
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Figure 24
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Figure 24 : Carte d’échantillonnage de Cymbopogon schoenanthus
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111.1.1.1. Rendement extraction

Les huiles essentielles de C. schoenanthus ont été obtenues par hydrodistillation. Elles
présentent un aspect liquide et une couleur jaune clair. Les rendements sont calculés par rapport
a la matiere végétale séche et reportés dans le tableau 20.

Les rendements observés sont homogeénes avec des moyennes comprises entre 0,6 + 0,3%
et 0,9 +0,1%. Le rendement le plus élevé a été observé dans 1’échantillon récolté dans la station
de Ghardaia en 2016 (G16 E1 PC) de I’ordre de 1,1%, alors que le rendement le plus faible,
correspond a des échantillons récoltés a Béchar en 2017 (B17 E5 PA, B17 E1 R et B17 E6 R)
avec un pourcentage de 0,4%.

Des résultats similaires aux notres sont obtenus dans les études de Shahi et Tava en
(1993) ainsi que celle de Hadef et al. (2015) qui décrivent des rendements de 0,8 et 0,4%
respectivement. Cependant, d’autres travaux antérieurs rapportent des rendements en huile
essentielle de 1’espéce C. schoenanthus nettement supérieurs a nos résultats, allant de 1,9
jusqu’a 4,6% (Ketoh et al., 2005 ; Onadja et al., 2007 ; Khadri et al., 2008 ; Alitonou et al.,
2012 ; Bossou et al., 2013 ; Kpoviessi et al., 2014 ; Pavlovi¢ et al., 2016 ; Yagi et al., 2016 ;
Hellali et al., 2016 ; Kadri et al., 2017 ; Aous et al., 2019).
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Tableau 20 : Rendements (%) en huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus

d'Algérie
Stations Echantillons Rendements Moy + ET? Min® Max*
Gl6 E1 PC 1,1
G16 E2 PC 0,7
. G16 E3 PC 0,7
Ghardaia G16 E4 PC 0,7 0,8+0,2 0,7 11
Avril 2016
G16 E5 PC 0,7
G16 E6 PC 1,0
Gl6 E7 PC 0,7
Gl7E1PC 0,9
Gl7 E2 PC 0,8
. G117 E3 PC 0,5
Ghardaia G17 E4PC 1,0 0,7+0,2 0,5 1,0
Janvier 2017
G117 E5PC 0,6
G17 E6 PC 0,6
G17 E7 PC 0,6
B17 E1 PA 0,6
B17 E2 PA 0,9
B17 E3 PA 0,8
B17E4PA 0.8 0,702 0,4 0.9
B17 E5 PA 0,4
B17 E6 PA 0,7
B17E1R 0,4
B17E2R 0,5
Béchar B17E3R 1,0
Juillet 2017 B17 E4 R 0,9 06+0,3 0,4 10
B17E5R 0,6
B17E6 R 0,4
B17 E7 PC 0,9
B17 E8 PC 1,0
B17 E9 PC 0.9 09+0,1 0,9 1,0
B17 E10 PC 0,9

Moy + ET : Moyenne + Ecart-type.” Min : Minimum.© Max : Maximum. PC : Plante compléte
(Rhizome, tiges et feuilles) ; PA : Parties aériennes (Tiges et feuilles) ; R : Rhizome.

I11.1.1.2. Analyse détaillée et la variabilité chimique de I’huile essentielle de Cymbopogon
schoenanthus

Afin de déterminer la composition chimique des huiles essentielles de C. schoenanthus,
nous avons analysé le profil chromatographique de 30 échantillons provenant de deux stations
distinctes du Sahara de 1’ Algérie : Ghardaia et Béchar.

Dans une premiére partie, nous présentons 1’analyse détaillée de sept échantillons d'huile
essentielle qui a été effectuée par une combinaison de techniques chromatographiques et

spectroscopiques. Ensuite, dans une seconde partie, nous décrivons la composition chimique
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des huiles essentielles de 30 échantillons qui a été soumise a une analyse statistique afin de
mettre en évidence une éventuelle variabilité chimique.
-a- Analyse détaillée de sept échantillons d*huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus

L’analyse de sept échantillons d'huile essentielle en combinant une technique
chromatographique sur deux colonnes de polarité différente (CPG-Ir) et deux techniques
spectroscopiques (RMN 1C et CPG-SM), a conduit a I’identification de 57 composés,
représentant entre 89,1 et 98,1% de la composition chimique globale (Tableau 22). 1l s’agit en
large majorité de composés monoterpéniques oxygénés avec un squelette de type menthane : le
trans-p-menth-2-éne-1-ol (10,5-31,7%) et le cis-p-menth-2-éne-1-ol (7,2-19,8%) comme
composés majoritaires, suivis de 2-caréne (2,1-17,0%) et un constituant sesquiterpénique
oxygeéné, a savoir le B-élémol (1,9-20,7%). Deux autres dérivés p-menthaniques : trans-
pipéritol (4,6-11,7%) et cis-pipéritol (3,2-9,0%) sont également identifiés en quantités assez
importantes. D’autres composés sont présents en quantités appréciables, tels que : juniper
camphor (0,8-9,4%), p-eudesmol (0,7-7,2%), limonene (1,8-5,9%), sélina-6-en-4-ol (0,5-
5,1%), a-terpinéol (0,9-4,5%), a-eudesmol (0,5-4,0%) et intermédéol (0,2-3,3%).

Les deux composés principaux le trans- et le cis-p-menth-2-ene-1-ol ont été identifiés par
comparaison avec des déplacements chimiques expérimentaux relevés dans le spectre RMN 3C
avec ceux de la littérature (Tableau 21) (Kashiwagi et al., 2006).

Tableau 21 : Déplacements chimiques du trans- et du cis-p-menth-2-éne-1-ol
identifiés par RMN 13C

trans-p-Menth-2-éne-1-  trans-p-Menth-2-éne-1-  cis-p-Menth-2-éne-1-ol  cis-p-Menth-2-éne-1-ol

ol 6C (ppm) ol 6C (ppm) 6C (ppm) 6C (ppm) (Kashiwagi et
(Kashiwagi et al., 2006) al., 2006)
19,31 19,30 19,39 19,40
19,66 19,70 19,72 19,80
21,64 21,60 23,59 23,60
29,65 29,60 28,49 28,50
31,74 31,70 31,77 31,60
37,28 37,20 38,03 38,00
42,12 42,10 41,71 41,70
67,48 67,40 69,60 69,60
133,23 133,00 131,19 131,20
133,56 133,40 134,68 134,50

Sur la figure (25), nous représentons la structure du trans- et du cis-p-menth-2-éne-1-
ol, composés identifiés par RMNC dans I’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus.
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Figure 25
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Figure 25 : Structure du trans- et du cis-p-menth-2-éne-1-ol identifiés par RMN *C dans
I’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus
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Tableau 22 : Composition chimique de sept échantillons d'huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus

Composés? Irs> Ir,® Bl7E1PA B17E3PA B17EL1R B17EI0PC GI6ELPC G17ELPC G17E3PC . M9de .
d’identification
Tricycléne 920 - 0,1 - - - Tr 0,1 IR, SM
a-Pinéne 932 1016 Tr 0,1 - Tr - 0,1 0,3 IR, SM
Camphéne 942 1063 - 0,2 - Tr Tr 0,2 0,6 IR, SM, RMN **C
2-Caréne 995 1130 2,1 12,6 4,8 8,6 13,1 17,0 3,6 IR, SM, RMN **C
o-Phellandrene 996 1163 0,1 - - - - - - IR, SM
a-Terpinéne 1008 1178 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 Tr IR, SM
p-Cyméne 1010 1269 0,3 0,7 0,4 0,5 1,4 1,5 1,0 IR, SM, RMN “C
Limonéne* 1020 1199 2.1 1,8 3,9 5,9 2,4 2,5 35 IR, SM, RMN **C
B-Phellandréne* 1020 1208 0,6 1,4 0,8 1,3 2,3 2,4 1,0 IR, SM, RMN “*C
(2)-B-Ocimeéne 1026 1230 0,2 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,1 IR, SM, RMN C
(E)-B-Ociméne 1038 1247 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 Tr IR, SM
Terpinoléne 1078 Tr Tr Tr 0,1 - - Tr IR, SM
Fenchol 1098 1578 0,1 0,1 0,3 0,3 0,1 0,1 0,3 IR, SM
trans-p-Menth-2-éne-1-ol 1108 1559 10,5 19,4 31,7 26,6 28,5 22,6 11,6 IR, SM, RMN “*C
cis-p-Menth-2,8-diéne-1-ol 1116 1662 Tr 0,1 0,1 0,1 - 0,1 0,1 IR, SM
cis-p-Menth-2-éne-1-ol 1124 1624 7,2 13,4 19,8 16,1 16,3 15,4 8,2 IR, SM, RMN **C
Bornéol 1148 1696 - Tr - - - Tr 0,2 IR, SM
Terpinéol-4 1160 1597 Tr Tr - - 0,3 0,2 0,1 IR, SM
a-Terpinéol 1171 1692 2,1 1,1 4,5 3,8 1,2 0,9 2,7 IR, SM, RMN **C
cis-Pipéritol 1180 1674 3,2 5,3 9,0 7.1 8,5 5,4 33 IR, SM, RMN **C
trans-Pipéritol 1191 1741 4,6 8,1 11,7 8,9 8,8 8,8 51 IR, SM, RMN **C
Nérol 1209 1795 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 - 0,1 IR, SM
Pipéritone 1229 1722 0,2 0,5 0,5 0,3 0,9 0,6 0,5 IR, SM, RMN **C
Géraniol 1239 1842 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,5 IR, SM
5-Eléméne 1331 1464 0,1 Tr - - - - Tr IR, SM
B-Elémeéne 1385 1584 2,6 0,7 0,4 0,4 0,3 0,5 1,3 IR, SM, RMN **C
Cascarilladiene (Eudesma-5,7-diéne) 1411 1568 0,2 Tr Tr - - - Tr IR, SM
(E)-B-Caryophylléne 1416 1590 0,4 0,1 Tr - - - 0,1 IR, SM
y-Eléméne 1426 0,2 Tr - - - - Tr IR, SM
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y-Muuroléne 1467 0,3 0,2 - Tr - 0,1 0,3 IR, SM
Sélina-4,11-diéne 1473 1667 1,0 0,1 0,1 Tr Tr 0,1 0,1 IR, SM, RMN **C
Germacréne D 1476 1701 0,6 0,3 0,1 Tr Tr Tr - IR, SM, RMN **C
B-Sélinéne 1479 1710 0,8 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 IR, SM, RMN ®C
5 -sélinéne 1482 1685 0,7 0,3 0,1 Tr 0,2 0,1 0,3 IR, SM

4épi Cubébol 1485 1879 0,6 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 IR, SM, RMN “C
a-Sélinéne 1488 1716 0,6 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,2 IR, SM, RMN **C
a-Bulnéséne 1496 1707 0,5 0,1 0,1 - - - 0,1 IR, SM
y-Cadinéne 1502 1751 1,8 0,7 0,4 0,3 0,2 0,3 1,0 IR, SM, RMN “C
5-Cadinéne 1510 1749 0,3 0,2 Tr Tr 0,1 0,1 0,3 IR, SM, RMN *3C
p-Elémol 1534 2074 9,8 6,3 1,9 5,6 6,4 7.4 20,7 IR, SM, RMN “C
Germacréne B 1549 1819 0,8 0,1 0,1 0,1 Tr Tr 0,1 IR, SM, RMN **C
Spathulénol 1560 2115 0,3 0,5 0,1 0,2 Tr Tr 0,4 IR, SM, RMN “C
5épi, 7épi a-Eudesmol 1590 2132 0,9 0,5 0,1 0,2 0,1 0,2 0,6 IR, SM
Sélina-6-en-4-ol (Eudesm-6-en-4-a-0l) 1601 2155 5,1 2,1 1,4 1,3 0,6 0,5 1,5 IR, SM, RMN *3C
Alismol 1606 2245 0,6 0,4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 IR, SM
Eremoligénol 1610 2185 0,5 0,3 0,2 0,1 Tr Tr 0,5 IR, SM, RMN **C
y-Eudesmol* 1613 2159 1,5 1,0 0,1 0,1 0,1 0,2 2,1 IR, SM, RMN **C
5épi y-Eudesmol* 1613 2093 0,3 0,1 - - - - 0,2 IR, SM
-Muurolol 1619 2171 1,5 0,8 0,3 0,4 0,5 0,4 1,0 IR, SM, RMN **C
-Cadinol 1621 2161 1,8 0,5 0,2 0,6 0,1 0,5 0,6 IR, SM, RMN **C
a-Cadinol 1625 2220 0,9 0,4 Tr 0,3 0,1 0,1 0,5 IR, SM
B-Eudesmol* 1633 2220 4,0 3,4 0,7 1,7 1,8 3,7 7.2 IR, SM, RMN **C
Valérianol* 1633 2204 1,0 0,4 0,2 0,4 0,2 0,3 0,6 IR, SM, RMN **C
a-Eudesmol 1639 2211 3,0 2,1 0,5 1,2 1,1 2,3 4,0 IR, SM, RMN **C
Intermédéol 1641 2223 3,3 1,8 1,0 1,0 0,6 0,2 1,5 IR, SM, RMN **C
Juniper camphor 1677 2287 9,4 35 1,5 1,9 0,8 0,9 2,5 IR, SM, RMN **C
Géranyl linalol 1694 0,1 0,1 Tr Tr Tr Tr 0,1 IR, SM
Total (%) 89,1 93,0 97,9 96,9 98,1 97,0 91,9

#: L’ordre d’¢lution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire
(BP-20)). °Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. °Ir, : Indices de rétention mesurés sur colonne polaire. Tr : Traces. - : Absence totale du composé. Echantillons : G16 et G17 :
Ghardaia 2016 et 2017, respectivement ; B17 : Béchar 2017, PC : Plante compléte (Rhizome, tiges et feuilles) ; PA : Parties aériennes (Tiges et feuilles) ; R : Rhizome.
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-b- Variabilité chimique des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus

Dans le but de mettre en évidence une éventuelle variabilité chimique de I’huile
essentielle de Cymbopogon schoenanthus, nous avons analysé¢ 30 échantillons d’huile
essentielle obtenus a partir du rhizome et des parties aériennes (tiges et feuilles) récoltés dans
deux stations du Sahara (Béchar et Ghardaia).

L’ensemble des 30 échantillons a été soumis a des analyses par CPG (FID) et les indices
de rétention (IR) de différents composants ont été mesurés sur deux colonnes de polarité
différente. Parmi eux, douze échantillons sélectionnés sur la base de leur profil
chromatographique ont également été analysés par RMN 3C et huit échantillons par CPG-SM.

Au total, 57 composants ont été identifiés et sont les mémes que ceux identifiés lors de
1’étude détaillée de sept échantillons, présentée précédemment, représentant entre 88,9 a 98,1%
de la composition chimique totale de I'huile essentielle (Tableaux 1 et 2, Annexe 4).

Ces huiles essentielles sont riches en alcools présentant le squelette menthanique. Nous
remarquons une variabilit¢ chimique quantitative particuliéerement pour les composés
majoritaires : trans-p-menth-2-éne-1-ol (10,5-31,7%), cis-p-menth-2-éne-1-ol (7,2-20,3%), B-
élémol (0,5-20,7%), 2-caréne (1,0-17,0%). D'autres constituants sont présents en quantités
appréciables, a savoir : cis-pipéritol (3,2-12,6%), trans-pipéritol (4,6-12,8%), juniper camphor
(0,5-9,4%), p-eudesmol (0,3-7,2%), limonene, (0,3-5,9%), a-terpinéol (0,9-5,8%), sélina-6-en-
4-ol (0,3-5,1%), a-eudesmol (0,1-4,0%), intermédéol (0,2-3,3%), p-cymene (0,3-2,5%), B-
élémene (0,1-2,6%), B-phellandrene (0,5-2,4%), pipéritone (0,2-2,2%), y-eudesmol (0,1-2,1%),
-muurolol (0,1-1,9%), 5épi, 7épi a-eudesmol (0,0-1,0%) et valérianol (0,0-1,0%) (Tableau
24).

Ayant observé des variations concernant les teneurs des composés majoritaires, les
résultats de la composition chimique des 30 échantillons ont été soumis a I'analyse statistique
dans le but de mettre en évidence une éventuelle variabilité chimique des huiles essentielles de
Cymbopogon schoenanthus. Ainsi, ces compositions ont été soumises a trois tests statistiques :
une analyse en composantes principales (ACP) (Figure 27), une partition utilisant la méthode
du K-means et une classification hiérarchique ascendante euclidienne (CHA ou dendrogramme
: Figure 26).

La combinaison des résultats de la classification ascendante hiérarchique et de 1’analyse
en composantes principales, suggere I'existence de deux groupes | et 11 dont le second peut étre
subdivisée en deux sous-groupes notés IlA et IIB. lls sont indiqués en couleur dans I’ACP et
dans le dendrogramme, en fonction de la somme des pourcentages des composés menthaniques.

Par contre, deux échantillons sont plus discriminés : G17 E3 PC et B17 E1 PA. Ces deux
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échantillons atypiques se distinguent aisément sur I’ACP par une teneur inhabituellement
élevée en alcools sesquiterpéniques : p-élémol (20,7% contre 0,5-13,6%), y-eudesmol (2,1%
contre 0,1-1,7%) et B-eudesmol (7,2% contre 0,3-5,7%) pour 1’échantillon (G17 E3 PC) et en
sesquiterpenes ; juniper camphor (9,4% contre 0,8-3,5%), B-élémene (2,6% contre 0,1-1,5%),
sélina-6-en-4-ol (5,1% contre 0,4-2,1%) et intermédéol (3,3% contre 0,2-2,7%) pour
I’échantillon (B17 E1 PA). Ce dernier est aussi caractérisé par la plus faible teneur en p-cyméne
(0,3% contre 0,4-2,5%), en B-phellandrene (0,6% contre 0,5-2,4%) et en pipéritone (0,2%
contre 0,3-2,3%). Ces deux échantillons sont aussi les moins riches en alcools menthaniques :
trans-p-menth-2-éne-1-ol (11,6 et 10,5%, respectivement, contre 15,0-31,7%), cis-p-menth-2-
ene-1-ol (8,2 et 7,2%, respectivement, contre 10,8-20,3%), cis-pipéritol (3,3 et 3,2%,
respectivement, contre 3,9-12,6%) et en trans-pipéritol (5,1 et 4,6%, respectivement, contre
6,5-12,8%).

Le groupe I regroupe 10 échantillons tandis que I’échantillon G17 E1 PC qui présente la
plus importante teneur en 2-caréne (17,0% contre 1,0-13,1% pour tous les autres échantillons)
apparait a part. Ce groupe se différencie du groupe Il par sa teneur plus faible en trans-p-menth-
2-éne-1-ol (M =19,5% ; ET = 2,1), en cis-p-menth-2-ene-1-ol (M = 13,4% ; ET = 1,5) et en
cis-pipéritol (M =5,7% ; ET = 1,1). En outre, le B-élémol (M =9,3% ; ET = 2,8), le y-eudesmol
(M =1,2% ; ET =0,3), le i-muurolol (M = 1,0% ; ET = 0,5), le B-eudesmol (M =4,2% ; ET =
0,9) et I’a-eudesmol (M = 2,3% ; ET= 0,7) sont les autres composés présents a des teneurs
appréciables.

Le groupe Il (17 échantillons) caractérisé par une teneur élevée en trans-p-menth-2-ene-
1-ol, en cis-p-menth-2-éne-1-o0l et en cis-pipéritol, est subdivisé en deux sous-groupes II1A et
IIB, tandis que 1’échantillon G16 E2 PC, qui se distingue par sa plus faible teneur en 2-caréne
(1,0% contre 4,8-13,1% pour tous les autres échantillons de ce groupe), apparait isolé. Le sous-
groupe I1A est le plus riche en trans-p-menth-2-ene-1-ol (M = 30,0% ; ET = 1,4), en cis-p-
menth-2-éne-1-ol (M = 19,1% ; ET = 1,2) et en cis-pipéritol (M = 9,5% ; ET = 1,5). En
revanche, le sous-groupe I1B contient des teneurs appreciables en B-élémol, en p-cymene, en
pipéritone, en --muurolol, en B-eudesmol et en a-eudesmol.

En confrontant nos résultats avec les données de la littérature (Tableau 23), nous
constatons que la composition chimique de nos échantillons se rapproche de celles citées dans
les travaux antérieurs concernant Cymbopogon schoenanthus, originaire d’ Algérie. Cependant,
les teneurs mesurées dans cette étude en trans-p-menth-2-eéne-1-ol (10,5-31,7%), et cis-p-
menth-2-éne-1-ol (7,2-20,3%), apparaissent plus élevées que celles de la litérature, les teneurs
en le trans et cis -p-menth-2-ene-1-ol, n’excéde jamais 18%, (Sousa et al., 2005 ; Bouchikhi
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Tani et al., 2009 ; Hadef et al., 2015, Aous et al., 2019). A notre connaissance, certains
sesquiterpénes oxygénés présents en quantités appréciables dans nos échantillons, n’ont jamais
éte cités dans la littérature : juniper camphor (jusqu’a 9,4%), sélina-6-en-4-ol (jusqu’a 5,1%),
t-muurolol (jusqu’a 1,9%), 5épi, 7épi a-eudesmol (jusqu’a 1,0%) et valérianol (jusqu’a 1,0%).
En revanche, I’intermédéol présent jusqu’a 3,3% dans nos échantillons a été citée dans une
seule publication, celle de Pavlovi¢ et al. en 2016, avec un pourcentage variant entre 6,1 a
17,3%, dans les huiles essentielles des tiges séchées et des inflorescences de C. schoenanthus
récoltées au Soudan.

Tableau 23 : Comparaison des teneurs des composes majoritaires avec la littérature

2 Te) = o © o
= © S =T g3 =3 =
8E 28 Es g8 =N =4
Composés <3 3w 2T IS T% <3
S E @ 5 E 5
DJ-T B-G-E-O
trans-p-Menth-2-éne-1-ol  10,5-31,7 10,8 9,5 13,0 0,5-0,6 6,7-9,2
cis-p-Menth-2-éne-1-ol 7,2-20,3 17,8 18,6 15,0 0,8-1,0 12,1-151
B-Elémol 0,5-20,7 13,7 7.4 10,0 6,9 4,8-9,5 4,9-9,9
2-Caréne 1,0-17,0 7,0 4.9 9,3-16,7 13,4-20,4
cis-Pipéritol 3,2-12,6 9,1 0,1 0,0-0,4 3,3-6,9
trans-Pipéritol 4,6-12,8 6,3 4,9 ---- 0,0-0,1 54-7,7
Juniper camphor 0,5-9,4
B-Eudesmol 0,3-7,2 9,3 3,2-3,7 2,8-7,7
Limonéne 0,3-5,9 2,4 7,0 50 14 1,9-3,0 0,0-13,0
a-Terpinéol 0,9-5,8 5,6 e 15 0,6-1,2 0,1-3,6
Sélina-6-en-4-ol 0,3-5,1 ---- ---- -—--
a-Eudesmol 0,1-4,0 1,7 3,7 ---- 19 2,7-2,8 2,6-4,5
Intermédéol 0,2-3,3
p-Cymeéne 0,3-2,5 59 2,0 0,1-0,2 0,7-1,5
B-Elémeéne 0,1-2,6 0,6 0,1-0,5 0,4-1,3
B-Phellandrene 0,5-2,4 5,0 0,4-8,0
Pipéritone 0,2-2,2 7.2 63,4 %%12 0,5-1,1
v-Eudesmol 0,1-2,1 2,2 31 -—-- 1,1-18 0,7-2,8
t-Muurolol 0,1-1,9 - - -—--
5épi, 7¢pi a-Eudesmol 0,0-1,0
Valérianol 0,0-1,0 ---- ---- -—--
cis-Triménal 3,8
y-Terpinene 51
cis-p-Menth-1-en-3-ol 8,0
trans-p-Menth-1-en-3-ol 9,0
o-Phellandréne Tr-0,1 3,0 Tr-0,1 Tr-1,2
p-Menth-4(8)-en-3-one 2,0
Isolongifolan-8-ol 2,0
y-Cadinene 0,2-1,8 2,0 0,3 0,2-0,3 0,2-0,5
10-épi-y-Eudesmol 1,3

---- - Absence du composé. Tr : Trace. DJ : Djanet. T : Tamanrasset. B : Béchar. G : Ghardaia. E : El Menia. O :
Ouargla.

Paradoxalement, Kadri et al. (2017), rapportent un profil chimique des huiles
essentielles des parties aériennes et des racines de C. schoenanthus, récoltées a Ghardaia
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totalement différent. Cette huile essentielle est constituée principalement de guaiol (20,44%),
du cis-B-terpinéol (16,23%), de I’hinésol (10,55%), du cis- hydrate de sabinéne (9,98%) et du
4-caréne (7,70%), suivis du &-sélinéne (2,42%), du 1,8-cinéole (1,86%), de 1’agarospirol
(1,79%). Les mémes composés sont retrouvés dans 1’huile essentielle des racines mais avec des
proportions différentes : agarospirol (14,21%), cis-B-terpinéol (12,61%), 4-carene (6,92%), cis-
hydrate de sabinéne (6,62%) et guaiol (5,88%). Par contre, Hellali et al., 2016, avancent une
composition caractérisée par des teneurs élevés en pipéritone (63,35%) pour un échantillon
d’huile essentielle des parties aériennes de C. schoenanthus originaire de 1’Illizi (Sud-est
d’Algérie). De méme, deux autres échantillons prélevés également dans 1’extréme sud (Djanet
(région d’Illizi) et Tamanrasset) sont tres riches en pipéritone (63,2% et 55,1%, respectivement)
(Aous et al., 2019). Les échantillons riches en pipéritone sont également récoltés au Togo
(68% ; 69,0% ; 61,0% 69,01%, respectivement) (Koba et al., 2004 ; Ketoh et al., 2005 ; 2006 ;
Gbogbo et al., 2006) au Burkina Faso (59,1 et 55,6% ; 42%, respectivement) (Menut et al.,
2000 ; Onadja et al., 2007), au Bénin (68,4% ; 60,3% ; 58,9%, respectivement) (Alitonou et
al. (2012 ; Kpoviessi et al., 2014 ; Bossou et al., 2015), en Soudan (47,7-71,5% ; 18,48%,
respectivement) (Pavlovi¢ et al., 2016 ; Yagi et al., 2016) et en Arabie Saoudite (14,6%)
(Hashim et al., 2016). Enfin, certains auteurs rapportent ponctuellement des compositions
radicalement différentes. Un échantillon d’huile essentielle de C. schoenanthus originaire du
Brésil contient du géraniol (59,42% ; 62,5%), du géranial (13,49% ; 12,5%) et du néral (8,98% ;
8,2%) comme composés majoritaires (Katiki et al., 2011 ; 2012). Un autre échantillon de
I’huile essentielle des feuilles et des inflorescences de C. schoenanthus récoltées a Burkina
Faso, est caractérisé par I’assocoation 1,8-cinéole (50,2%) / camphre (13,5%) (Gbenyedji et
al., 2014). Enfin, la composition chimique des huiles essentielles des parties aeriennes (plante
spontanée et cultivée) de C. schoenanthus récoltées en Inde (Andola et Maithani, 2018)
représente unc ompostion intermédiaire avec les composés suivants : cis-hydrate de sabinéne
(30,1 et 31,6%), trans-hydrate de sabinéne (17,0 et 14,5%), cis-pipéritol (9,6 et 18,5%), trans-
piperitol (8,5 et 7,2%), pipéritone (2,7 et 3,7%), limonene (3,2 et 3,8%) et p-cymene (4,5 et
4,3%).
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Dendrogramme obtenu a partir de I’analyse de Cluster de 30 échantillons
des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus
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Figure 27 : Analyse en composantes principales de la composition chimique de 30
échantillons des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus
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Tableau 24 : Composes majoritaires identifiés dans les 30 échantillons des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus

Composés (en %) B17 | Gl7 GI (10 échantillons) G17 SGIIA (8 échantillons) G16 SGIIB (8 échantillons)
E,i Eg Moy2 ETP Min® Max® E(lj Moy2 ET°> Min® Max¢ Eé Moy?  ETP Min¢  Maxd
2-Caréne 2,1 3,6 8,9 1,9 6,1 12,6 17,0 8,3 1,8 48 11,1 1,0 8,7 2,3 54 13.1
p-Cymeéne 0,3 1,0 1,3 0,6 0,7 2,5 15 0,5 0,1 0,4 0,7 0,5 1,1 0,5 0,5 1,9
Limonéne 2,1 3,5 1,7 0,2 14 19 2,5 2,6 0,9 1,6 41 0,3 3,3 18 1,4 59
B-Phellandréne 0,6 1,0 1,3 0,3 0,9 1,8 2,4 0,9 0,2 0,7 13 0,5 1.2 0,5 0,8 2,3
trans-p-Menth-2-éne-1-ol | 10,5 116 | 19,5 2,1 15,0 22,5 22,6 30,0 1,4 28,4 31,7 25,2 26,0 1,6 23,8 28,5
cis-p-Menth-2-ene-1-ol 7,2 8,2 13,4 15 10,8 15,9 15,4 19,1 1,2 16,9 20,3 18,5 15,8 11 13,5 17,0
a-Terpinéol 2,1 2,7 1,2 0,1 0,9 14 0,9 2,4 11 1,6 45 1,3 2,7 1,8 1,2 5,8
cis-Pipéritol 3,2 3,3 57 11 3,9 79 54 9,5 15 8,2 12,6 8,6 8,0 14 6,8 11,0
trans-Pipéritol 4.6 51 8,1 1,0 6,5 9,7 8,8 114 0,9 9,9 12,5 12,8 8,9 0,8 7,2 10,1
Pipéritone 0,2 0,5 0,9 0,3 0,5 1,3 0,6 0,6 0,2 0,4 0,9 11 11 0,7 0,3 2,2
B-Elémeéne 2,6 1,3 0,9 0,3 0,5 15 0,5 0,3 0,1 0,1 0,5 0,8 04 0,1 0,3 0,7
B-Elémol 9,8 20,7 9,3 2,8 6,1 13,6 7,4 1,7 0,6 0,5 2,4 55 6,0 15 2,8 7,6
5épi, 7épi a-Eudesmol 0,9 0,6 0,5 0,2 0,3 1,0 0,2 0,1 0,1 Tr 0,2 0,5 0,2 0,1 0,1 0,4
Sélina-6-en-4-ol 51 15 1,2 0,5 0,8 2,1 0,5 1,3 0,3 0,8 15 1,3 1,0 0,4 0,4 1,6
v-Eudesmol 15 2,1 1,2 0,3 0,9 1,7 0,2 0,2 0,1 0,1 0,3 0,8 0,5 0,3 0,1 0,8
1-Muurolol 15 1,0 1,0 0,5 0,5 1,9 0,4 0,3 0,1 0,1 0,4 0,9 0,5 0,3 0,1 1,0
B-Eudesmol* 4,0 7,2 4.2 0,9 3,3 57 3,7 0,7 0,3 0,3 1,0 2,5 2,1 0,4 1,7 2,6
Valérianol* 1,0 0,6 0,5 0,2 0,3 1,0 0,3 0,2 0,1 0,0 0,4 0,4 0,3 0,1 0,1 0,3
a-Eudesmol 3,0 4,0 2,3 0,7 14 3,8 2,3 0,5 0,2 0,1 0,7 1,3 1,1 0,3 0,6 1,6
Intermédéol 3,3 15 14 0,7 0,5 2,7 0,2 1,0 0,2 0,7 1,2 1,8 1,0 0,3 0,6 15
Juniper camphor 9,4 2,5 1,9 1,0 1,0 3,5 0,9 14 0,5 0,6 2,0 1,8 1,3 0,7 0,5 2,5

a : Moyenne (Moy). b : Ecart type (ET). ¢ : Valeur minimale (Min). d : Valeur maximale (Max). Les pourcentages sont donnés sur une colonne apolaire (BP-1), a I’exception
des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire (BP-20)). Tr : Trace.

- 152 -



\

Résultats et Discussion
ticipent a cette partition

N

-carene.
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Le caractére atypique des échantillons G17 E3 PC et B17 E1 PA est lié a leur faible teneur
en composes menthaniques associée a des teneurs élevées en pB-élémol, mais aussi en alcools
sesquiterpeniques. Il faut souligner que ces deux échantillons sont issus de deux stations
différentes et d’organes végétaux différents.

En conclusion, nous observons qu’il n’y pas d’effet liée a I’année de récolte puisque les
échantillons de 2016 et de 2017 sont dispersés, pas de corrélation géographique, ni de
corrélation liée a la nature du végétal (les différents organes). Nous pouvons donc conclure que
cette variabilité qui demeure quand méme limitée n’est pas liée a des facteurs géographiques
ou pédoclimatiques. En tenant compte des données de la littérature et de celles cumulées dans
notre étude, 1’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus d’ Algérie semble caractérisée par
une association d’alcools menthaniques et d’alcools sesquiterpéniques a squelette eudesmane.
I11.2. Etude des activités biologiques des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus

Dans cette partie, nous avons étudi¢ 1’activité antimicrobienne et antioxydante des
huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus. Afin de réaliser les activités biologigues,
nous avons regroupé les échantillons d’huile essentielle qui présentent le méme profil
chromatographique, afin de disposer de quantités suffisantes pour pouvoir effectuer les tests.
La composition chimique de ces échantillons est représentée dans le tableau 25.

Tableau 25 : Composés majoritaires des échantillons utilisés pour
les activités biologiques

Composés (en %) Ir Groupe | Sous-groupe 1A Sous-groupe 1B
2-Caréne 994 9,6 8,6 8,7
p-cymeéne 1010 1,4 0,6 1,2
Limonene 1019 1,8 2,6 3,8
B-Phellandréne 1019 1,5 0,8 1,3
trans-p-Menth-2-éne-1-ol 1106 20,2 30,1 25,0
cis-p-Menth-2-éne-1-ol 1122 14,0 18,9 15,4
a-Terpinéol 1170 1,2 2,3 2,9
cis-Pipéritol 1178 5,7 10,0 8,0
trans-Pipéritol 1188 8,4 11,2 8,9
Pipéritone 1224 1,0 0,9 1,0
B-élémol 1529 8,1 1,5 5,4
Sélina-6-en-4-ol 1597 1,1 1,1 1,0
v-Eudesmol 1612 1,2 0,3 0,6
p-Eudesmol 1629 4,0 0,8 2,3
a-Eudesmol 1634 1,5 0,5 1,3
Intermédéol 1636 1,5 1,0 1,1
Juniper camphor 1671 1,8 1,2 1,4
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111.2.1. Etude de IP’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Cymbopogon
schoenanthus

L'activité antimicrobienne de I’huile essentielle de C. schoenanthus a été testée contre
cing bactéries, deux levures et trois champignons filamenteux, en utilisant la méthode de
diffusion sur disque et dans 1’affirmation, nous avons déterminé la concentration minimale
inhibitrice (CMI) en utilisant la méthode de contact direct en milieu géeloseé.

II1.2.1.1. Détermination de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur
disque (aromatogramme)

Les résultats de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Cymbopogon
schoenanthus et I’antibiorésistance de chaque souche vis-a-vis des contrbles positifs, sont
donnés dans le tableau 26. Une lecture globale des résultats montre que les échantillons des
sous-groupes IIA et IIB sont plus actifs que 1’échantillon du groupe I, et cela vis-a-vis de
I’ensemble des micro-organismes testes.

Concernant les souches bactériennes, Staphylococcus aureus s’est montrée la plus
sensible, et cela vis-a-vis des trois échantillons testés, avec des diamétres de zone d’inhibition
allant de 19,3 = 1,2 jusqu’a 30,7 = 0,6 mm. Les autres souches testées, a savoir Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa se sont montrées résistantes a
I’ensemble des échantillons, avec des diamétres de zone d’inhibition variant entre 8,0 mm et
11,0 mm.

Ces résultats révelent une meilleure activité de I’huile essentielle de Cymbopogon
schoenanthus que celle décrite dans la littérature pour I’espéce Staphylococcus aureus. Ceci a
été raporté également par Aous et al. en 2019. lls avancent que les six échantillons testés sont
actifs vis-a-vis des micro-organismes testés, a savoir : S. aureus (22 + 0,3 a 32 + 1,8 mm), B.
subtilis (11 £0,1a25+0,9mm), E. coli (15+£0,3a27 +0,7 mm) et C. albicans (28 + 1,3 a 38
+ 0,7 mm). lls rapportent également que les échantillons riches en péperitone sont plus actifs
que ceux qui contiennent des quantités assez importantes en cis et trans-p-menth-2-ene-1-ol.

En effet, Hellali et al. (2016), Hashim et al. (2016) et Kadri et al. (2017) rapportent des
diametres de zone d’inhibition compris entre 12,5 = 0,6 mm et 19,5 = 0,7 mm. Ces mémes
auteurs montrent dans leurs études une meilleure activité antimicrobienne pour les souches
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, en comparaison avec nos résultats, avec des
diametres de zone d’inhibition compris entre 11,10+ 0,9 mm et 15 + 1,4 mm. Enfin des résultats
semblables aux notres ont été raportés concernant la souche Pseudomonas aeruginosa, dans
1’étude de Kadri et al. (2017) qui rapportent un diamétre de zone d’inhibition de I’ordre de 7,33

+ 0,3 mm.
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Concernant les levures testées, Candida albicans 26790 s’est révélé trés sensible aux trois
¢chantillons d’huile essentielle GI, SGIIA et SGIIB, au point ou il n’y avait pas de croissance.
Candida albicans 10231 s’est montré également sensible vis-a-vis des trois échantillons, mais
avec des diameétres des zones d’inhibition variant entre 19,5 +£ 6,4 mm et 31,0 + 2,8 mm.

Ces résultats sont nettement supérieurs a ceux rapporté par Hellali et al. en 2016, qui
rapportent une activité modérée de 1’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus vis-a-vis
de la souche Candida albicans, avec un diamétre de la zone d’inhibition, de ’ordre de 12 + 1,4
mm. En revanche, Aous et al. (2019) rapportent des diamétres comparables aux notres en
testant six échantillons de 1’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus vis-a-vis de C.
albicans (28 £ 1,3 4 38 + 0,7 mm).

Enfin, pour les champignons filamenteux testés, les souches Aspergillus flavus et
Fusarium oxysporum se sont révélées les plus sensibles aux huiles essentielles des échantillons
des sous-groupes IIA et IIB avec des diamétres des zones d’inhibition variant entre 15,5 + 0,7
mm et 23,5 = 0,7 mm. Paradoxalement, la souche Aspergillus fumigatus s’est montrée résistante
aux huiles essentielles de tous les échantillons avec des diamétres de zone d’inhibition allant de
6+£0,7mma7,5%0,7 mm.

Gbogbo et al. en 2006, rapportent également une bonne activité antifongique de I’huile
essentielle de C. schoenanthus vis-a-vis de cing souches microbiennes, a savoir : Alternaria
alternata, Aspergillus flavus, Bipolaris maydis, Fusarium oxysporum, et Nigrospora oryzae. Ils
avancent un pourcentage d’inhibition de la croissance des souches de I’ordre de 100% a une

concentration de 1,14 pl/ml.
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Tableau 26 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition (en mm) des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus relatives aux
souches microbiennes selon la méthode de disque

Souches microbiennes Huiles essentielles (15 pl/disque) Antibiotique Antifongiques
Gl SGIIA SGIIB CIP NY FLU
Escherichia coli 10,0+ 0,0 11,0+ 0,0 9,7+0,6 34,7+£0,6
Klebsiellapneumoniae 8,0£0,0 10,0+ 0,0 10,3+0,6 27,7+0,6
Staphylococcus aureus 193+1,.2 30,0+0,0 30,7+0,6 30,0+£0,0
Pseudomonas aeruginosa 8,0£0,0 8,0+0,0 8,0+0,0 30,0+£0,0
Candida albicans ATCC 10231 240+35 31,0+2,8 195+6,4 16,0+ 0,0 6,0+ 0,0
Candida albicans ATCC 26790 pdc pdc pdc 19010 15,0+ 0,0
Aspergillus flavus 135+2,1°2 32,0£0,0 245 +0,7 22,3+0,6 6,0+ 0,0
11,0+1,4° 235+0,7 155+0,7
Aspergillus fumigatus 6,0+0,0°? 90+14 8,0+0,0 33,712 6,0£0,0
6,0+0,0° 7507 7,0£0,0
Fusarium oxysporum 190+14°2 345+0,7 32,5+0,7 16,0+1,0 6,0+ 0,0
105+0,7° 16,0+ 0,0 175+0,7

CIP : Ciprofloxacine, FLU : Fluconazole, NY : Nystatine ont été utilisés comme contrdles positifs. Valeurs moyennes des zones d'inhibition de la croissance en mmy compris
le diamétre du disque de 6 mm + Ecart-type. ---- : Non testé. a, b : aprés 3 jours et 5 jours d’incubation, respectivement.
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111.2.1.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices par la méthode de
contact direct en milieu gélosé

Selon les résultats obtenus précédemment concernant la sensibilité des souches
microbiennes aux huiles essentielles, déterminée par la méthode de diffusion sur disque, nous
avons sélectionné six souches microbiennes (a savoir: Staphylococcus aureus, les deux
Candida albicans, Aspergillus flavus, A. fumigatus, et Fusarium oxysporum), possédant une
forte sensibilité vis-a-vis des échantillons d’huile essentielle testés pour lesquels nous avons
déterminé la concentration minimale inhibitrice par la méthode de contact direct en milieu
gélose. Les résultats sont rapportés dans le tableau 27.

Tableau 27 : Concentrations minimales inhibitrices (CMIs) en huile essentielle de
Cymbopogon schoenanthus relatives aux souches sensibles

Huile essentielle (ul/ml)

Micro-organismes testés

Gl SGIIA SGIIB

Staphylococcus aureus 0,5 1,0 0,5
Candida albicans ATCC 10231 4,0 3,0 3,0
Candida albicans ATCC 26790 2,0 2,0 2,0
) 2,02 1,0
Aspergillus flavus 200 20
: . <0,25¢ 1,0 0,5
Aspergillus fumigatus 100 10 10
) 2,02 1,0
Fusarium oxysporum 200 20

---- - Non testé. Gl : Groupe I ; SGIIA : Sous-groupe 1A ; SGIIB : Sous-groupe IIB. a, b : aprées 3 jours et 5 jours
d’incubation, respectivement.

Ces résultats révelent que la souche bactérienne Staphylococcus aureus est la plus
sensible aux échantillons d’huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus testés avec une
CMI de I’ordre de 0,5 ul/ml pour les échantillons du groupe I et sous-groupe 1B, et 1 pl/ml
pour I’échantillon du sous-groupe I1A, suivi de la souche Aspergillus fumigatus avec une CMI
de 1 pl/ml, vis-a-vis de tous les échantillons testés.

Les souches Candida albicans ATCC 26790, Aspergillus flavus et Fusarium oxysporum
montrent une bonne activité avec une CMI de I’ordre de 2 ul/ml. En revanche, la souche
fongique Candida albicans ATCC 10231 s’est montr¢ la plus résistante avec des CMIs variant

entre 3 pl/ml et 4 pl/ml.
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Ces résultats révelent une activité moins importante que celle décrite dans la littérature.
En effet, les travaux de Hashim et al. (2016), décrivent des CMls vis-a-vis de la souche
bactérienne Staphylococcus aureus de 1’ordre de, 2,3 pg/ml. En revanche, Alitonou et al.
(2012), Yagi et al. (2016), avancent une CMI tres élevée de 1’ordre de 2,63 mg/ml et 16 mg/ml,
respectivement vis-a-vis de la méme souche bactérienne. Dans une autre étude, Koba et al. en
2004 ont testé 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles d’un échantillon récolté dans la
région du Togo riche en pipéritone (68%), vis-a-vis de plusieurs micro-organismes dont
Candida albicans et Aspergillus fumigatus, et décrits des CMIs de 500 pl/ml, largement
supérieures aux notres.

En conclusion, la bonne activité des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus
est principalement liée a la présence des alcools menthaniques dont le cis et le trans-p-menth-
2-éne-1-ol. Méme si la somme des teneurs de ces deux composés differe pour les trois
échantillons testés (Gl : 34,2% ; SGIIA : 50,0% ; SGIIB : 40,4%), nous avons obtenu une
activité similaire vis-a-vis des différentes souches microbiennes testées. La présence dans les
échantillons GI et SGIIB, d’alcools sesquiterpéniques en quantitiés notables : B-élémol,
intermédéol, juniper camphor et trois eudesmol (o, B et y) avec les pourcentages de 1’ordre
18,1% et 12,1%, respectivement contre 5,3% dans 1’échantillon SGIIA pourrait contribuer a
I’activité.

I11.2.2. Etude de ’activité antioxydante de I’huile essentielle de C. schoenanthus

L’activité antioxydante de I’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus a été
mesurée par le test du piégeage des radicaux libres DPPH selon le protocole 2, les résultats sont
présentés dans la figure 30 (Tableau 1, Annexe 5). Il est & noter que nous avons testé
seulement les échantillons du groupe | et 11B.

Les résultats obtenus montrent une bonne activité antioxydante des huiles essentielles
testées avec un pourcentage d’inhibition de I’ordre de 93,79% a une concentration de 256
mg/ml pour I’échantillon du groupe I, et un pourcentage de 87,08% a une concentration de 128
mg/ml pour I’échantillon du sous-groupe I1B, et une Clso de 16,30 £ 0,3 et 10,66 £+ 0,1 mg/ml,

respectivement.
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Figure 30 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus (Protocole 2)

Tableau 28 : Capacité de piégeage du radical libre DPPH des huiles essentielles de
Cymbopogon schoenanthus exprimée en Clso (Protocole 2)

] Clso (mg/ml)
Echantillons
Protocole 2
Groupe | 16,30 £ 0,3
Sous-groupe 11B 10,66 + 0,1

Ces résultats obtenus, montrent une activité antioxydante plus importante que celle
rapportée par Hellali et al. en 2016, avec une Clso de I’ordre de 44,21 + 3,78 mg/ml, ainsi que
par Aous et al. (2019), qui rapportent des pourcentages d’inhibition allant de 4,4 a 21,1% a des
concentrations variant entre 100 et 2000 mg/I. En revanche, Khadri et al. en 2008, révélent que
les huiles essentielles des feuilles fraiches et seches et des racines séches de C. schoenanthus
ont montré un plus fort pouvoir antioxydant avec un pourcentage d’inhibition de I’ordre de 73,8
+2,1% ;67,3 +17,5% et 61,0 + 5,6%, respectivement a une concentration de 2 pl/ml.
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L’Algérie posséde, sans aucun doute, I'une des flores les plus riches au monde
renfermant un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales depuis les rives de la
méditerranée jusqu’aux confins du Sahara. Bon nombre d’entre-elles sont des especes
endémiques qui représentent un vaste réservoir de produits naturels a forte valeur ajoutée. De
ce fait, elles constituent une ressource non négligeable en matiére de molécules bioactives.
Néanmoins, cette ressource reste mal connue d’un point de vue académique en I’absence
d’études scientifiques et ne représente qu’un faible poids économique.

La valorisation d’un tel patrimoine, apportera non seulement un nouveau souffle pour
la médecine conventionnelle, mais contribuera a I’essor de bon nombre de domaines, industriel,
pharmaceutique, agricole et alimentaire.

Ce travail, réalisé au laboratoire des « Produits naturels », en collaboration avec 1I’équipe
« Chimie et Biomasse » de I’université de Corse, s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la
flore algérienne, et plus précisément, des plantes aromatiques. Nous souhaitions mettre 1’accent
a la fois sur la diversité floristique, mais aussi sur la richesse en composés bioactifs naturels,
dont la variabilité chimique sur un territoire trés vaste, constitue un sujet d’étude intéressant.

Cependant, la valorisation de ces produits naturels passe par une étape d’analyse afin de
les caractériser. En effet, la détermination de la composition chimique, la mise en évidence
d’une éventuelle activité biologique constituent des étapes nécessaires pour la valorisation et
donc I’exploitation dans les meilleures conditions possibles, dans divers domaines.

Dans ce contexte, I’analyse chimique des huiles essentielles est basée sur le couplage «
en ligne » d’une technique chromatographique (CPG) qui individualise les constituants du
mélange et une technique spectroscopique (SM ou éventuellement la RMN), qui permet
d’identifier les constituants par comparaison avec les données spectrales de produit de référence
contenues dans une bibliotheque des spectres.

Parallelement, le laboratoire de I’équipe « Chimie et biomasse » de I'université de Corse
a mis au point et développé une technique d’analyse des mélanges complexes, basée sur
I’utilisation de la RMN 3C comme outil d’identification des constituants, et éventuellement
leur quantification, sans séparation préalable ou avec un fractionnement réduit au minimum,
Un logiciel informatique, concu et développé au laboratoire, permet de comparer les
déplacements chimiques des spectres construits au laboratoire ou avec les données de la
littérature.

Ainsi, I’objectif de notre travail est la valorisation de trois espéces végétales, a savoir :
Pituranthos scoparius, Santolina africana et Cymbopogon schoenanthus poussant

spontanément dans diverses régions de I’ Algérie, en déterminant la composition et la variabilité
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chimique ainsi que le pouvoir antimicrobien, antioxydant et anti-inflammatoire des huiles
essentielles extraites de ces plantes.

L’espéce Pituranthos scoparius a montré une tres grande variabilité concernant les
rendements en huile essentielles, allant de 0,16 a 0,99%. Cette variabilité existe a la fois entre
les échantillons d’une méme station, entre les différentes stations, mais aussi entre les périodes
d’échantillonnage. Les rendements les plus élevés ont été obtenus pour les régions du Sahara,
allant de 0,24 a 0,70% pour la région de Ghardaia et de 0,25 a 0,99% pour la région de Béchar,
contrairement a ceux prélevés dans les hauts plateaux (Biskra et Batna) (0,16 a 0,43%). De plus,
les rendements les plus élevés ont également été obtenus pendant la période du printemps.
Cependant, une grande variation a été remarquée en comparant les rendements obtenus en 2016
et 2017 dans la station de Béchar, suggérant la probable grande influence des conditions
climatiques. L’analyse détaillée de 10 échantillons d'huile essentielle en exploitant la
complémentarité des techniques analytiques (CPG(Ir), CPG-SM et RMN *3C), nous a permis
d’identifier 62 composés, représentant entre 91,2 et 99,3% de la composition chimique totale.
Tous les échantillons sont caractérisés par une forte proportion de monoterpénes hydrocarbonés
(sabineéne, limonéne, a-pinene) et/ou de phénylpropanoides (6-méthoxy élémicine, myristicine
et apiole dill). Les teneurs des composés majoritaires varient considérablement d'un échantillon
a l'autre : 6-méthoxy elémicine (0,0-58,2%), sabinéne (1,1-32,4%), élémicine (0,0-29,1%),
limonéne (0,7-26,7%), myristicine (tr-20,1%), apiole dill (0,0-18,0%), a-pinéne (0,7-17,1%),
a-phellandrene (tr-15,4%), (Z2)-ligustilide (0,0-9,7%) et germacrene D (0,2-9,5%). Ensuite,
’analyse statistique de la composition chimique de 93 échantillons suggere I'existence de trois
groupes principaux. Les échantillons d'huile du groupe 1 (36 échantillons sur 93) se distinguent
nettement de ceux des deux autres groupes par des teneurs élevees en 6-méthoxy élémicine
(M = 33,7%), suivie du sabinéne (M = 24,5%) et du limonene (M = 19,4%). Inversement, les
phénylpropanoides, & savoir : la myristicine (0,0-0,3%), I'élémicine (0,0-0,4%) et 1’apiole dill
(0,0-0,1%) sont présents en tres faibles quantités dans ce groupe. A notre connaissance, la
composition chimique de ce groupe n'a jamais été rapportée dans la littérature. On peut signaler
que tous les échantillons de ce groupe sont récoltés a Béchar, a I'exception de trois échantillons,
qui proviennent de la région de Ghardaia en période de pleine fructification. Pour le groupe |1
(12 échantillons sur 93) sont caractérisés par une teneur élevée en limonéne (M = 22,0%) suivi
de myristicine (M = 9,4%), a-pinéne (M = 14,7%), a-phellandrene (M = 11,6%) et une plus
faible quantité du sabinéne (M = 1,4%). Tous les échantillons de ce groupe sont récoltés a
Ghardaia avant la période de fructification. Par ailleurs, la (Z)-ligustilide est présente a une

teneur appréciable (jusqu’a 9,7%) dans ce groupe. Le groupe I11 est subdivisé en deux sous-
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groupes (IITA et IIIB) par rapport aux teneurs de 1I’a-pinene, le sabinene, la myristicine,
I’élémicine et I’apiole dill. A noter que les échantillons de ce groupe sont récoltés a Biskra et a
Batna. La composition chimique des échantillons du sous-groupe I11A (20 échantillons sur 93)
est caractérisée par une teneur tres élevée en sabinéne (M = 39,7%) suivi de I'élémicine (M =
4,6%). La composition des échantillons appartenant au sous-groupe 1B (25 échantillons sur
93) est caractérisée par une plus faible teneur en sabinéne (M = 22,3%) et des teneurs
significatives en myristicine (M = 13,9%), en a-pinéne (M = 13,6%) et en apiole dill (M =
11,7%). 1l convient de souligner que le limonéne, parmi les principaux composants des groupes
| et Il, est présent a des teneurs tres faibles dans tous les échantillons des sous-groupes I11A et
B (M =0,8% et M = 1,3%, respectivement).

Concernant I’espéce Santolina africana, les rendements obtenus sont trés faibles mais
varient considérablement d'un échantillon a l'autre, allant de 0,03 & 0,17%, et cela, méme entre
les échantillons d’une méme station. En exploitant la complémentarité des techniques
analytiques (CC, CPG(Ir), CPG-SM et RMN 3C), nous avons détaillé 1’analyse de dix-huit
¢échantillons d’huile essentielle des parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) de Santolina
africana récoltées dans trois stations de la province de Batna, a savoir : Fesdis (Fesdis et
Bouilef), Oued Chaaba (Hamla). Au total, 91 composés représentant 92,4% a 96,1% de la
composition chimique totale de I'huile essentielle ont été identifiés. Tous les échantillons sont
caractérisés par de fortes proportions en monoterpénes (51,5-69,7%), a I'exception de trois
échantillons : B4, B5 et F6 qui sont dominés par des sesquiterpenes (44,3-55,9%). La
composition de I’huile essentielle de S. africana est généralement homogeéne. Cependant, nous
remarquons une variabilité chimique quantitative particuliérement pour les composeés suivants :
germacrene D (0,1-25,3%), myrcene (4,2-20,9%), spathulénol (2,5-20,7%), a-bisabolol (2,2-
20,0%), B-pinene (2,4-18,7%), 1,8-cineole (5,0-16,8%), cis-chrysanthénol (0,7-16,5%),
capilléne (0,0-16,9%), santolina alcool (0,2-14,0%), camphre (0,2-7,9%), terpinéol-4 (1,4-
7,3%) et lyratol (0,1-6,7%). Par ailleurs, bien que les teneurs des composés majoritaires varient
considérablement d’un échantillon a un autre, il n'a pas été possible de distinguer des groupes.
Par conséquent, un groupe principal, constitué de 16 échantillons et deux compositions
atypiques (B5 et B6) ont été observés. Enfin, quatre composés minoritaires qui présentent une
structure avec un motif di-alcyne correspondant a deux couples de stéréo-isomeres sont
également identifiés et rapportés pour la premicre fois dans ’espéce S. africana : le (2Z) et (E)-
2-(2',4'-hexadiynylidéne)-1,6-dioxaspiro[4.4]-nona-3,7-diéne ; le (Z) et (E)-tonghaosu.

Concernant 1’espéce Cymbopogon schoenanthus, les rendements obtenus sont

homogenes avec des moyennes comprises entre 0,6% et 0,9%. L’analyse détaillée de sept
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échantillons par CPG, RMN 13C et CPG-SM, a conduit a I’identification de 57 composés,
représentant entre 89,1 et 98,1% de la composition globale. Il s’agit en majorité de comp0ses
monoterpéniques oxygenés avec un squelette de type menthane, avec le trans-p-menth-2-ene-
1-ol (10,5-31,7%) et le cis-p-menth-2-ene-1-ol (7,2-19,8%) comme composés majoritaires,
suivis de 2-caréne (2,1-17,0%), un alcool sesquiterpénique, 1’élémol (1,9-20,7%), le trans-
pipéritol (4,6-11,7%) et le cis-pipéritol (3,2-9,0%). L’analyse statistique de la composition
chimique de 30 échantillons d’huile essentielle obtenus a partir du rhizome et des parties
aériennes (tiges et feuilles) récoltés dans deux stations du Sahara (Béchar et Ghardaia), suggére
I'existence de deux groupes principaux et deux compostions atypiques qui se différencient par
leur faible teneur en composés menthaniques associée a des teneurs élevées en B-élémol, mais
aussi en alcools sesquiterpéniques. En paralléle, le groupe Il a été subdivisé en deux sous-
groupes 1A et 1IB.

Les résultats des activités biologiques des huiles essentielles de ces trois plantes, nous
permettent d’avancer les points suivants :

Dans un premier temps, nous avons testé 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles
des trois espéces de plantes étudiées en utilisant la méthode de diffusion sur disque et dans
I’affirmation, nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la méthode
de contact direct en milieu géloseé.

Les huiles essentielles de Pituranthos scoparius des huit échantillons testées, agissent de
facon trés différente sur les souches testées. Les huiles essentielles des échantillons de Biskra,
de Bouilef, de Djerma G1 et de Djerma G2, ont montré les CMIs les plus faibles. Cependant,
I’huile essentielle de 1’échantillon de Djerma G2 s’est montrée la plus active vis-a-vis de la
plupart des souches testées, avec des CMIs variant entre 2 et 4 pl/ml. Les souches microbiennes
Aspergillus fumigatus et Candida albicans ATCC 26790, se sont révélées les plus sensibles a
cette huile essentielle avec une CMI faible de 1’ordre de 2 pl/ml. Aussi, Candida albicans
ATCC 26790 s’est montré également sensible a 1’huile essentielle de I’échantillon de Bouilef,
avec une CMI de 3 pl/ml. En outre, nous avons noté une activité modérée de 1’huile essentielle
de I’échantillon de Djerma G2 vis-a-vis de Staphylococcus aureus et de Candidas albicans
ATCC 10231, avec une CMI de I’ordre de 3 pl/ml. Par ailleurs, les huiles essentielles des
échantillons de Biskra, de Bouilef et de Djerma G1 se sont montrées également actives vis-a-
vis d’Aspergillus fumigatus et de Candida albicans ATCC 26790, mais avec une CMI de I’ordre
de 3 pl/ml. L’huile essentielle de ’échantillon de Ghardaia s’est révélée active vis-a-vis
uniquement d’Aspergillus fumigatus, mais avec une CMI de I’ordre de 4 pl/ml. En revanche,

toutes les souches microbiennes testées se sont montrées résistantes aux huiles essentielles des
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trois échantillons de Béchar, méme a une CMI de ’ordre de 4 pl/ml. Il est a noter que ces
échantillons sont riches en 6-méthoxy élémicine, jusqu’a 47%. Ainsi, ce composé n’est
probablement pas doué¢ d’activité antimicrobienne. Enfin, I’activité importante de I’échantillon
de Djerma G2 est due probablement a la présence de la myristicine et du terpinéol-4. On peut
avancer qu’il a une synergie entre ces deux compos¢s.

Pour I’activité antimicrobienne de Santolina africana, Les résultats obtenus par la
méthode de diffusion sur disque ont montré que I’huile est active vis-a-vis de Staphylococcus
aureus, les deux levures et les trois champignons filamenteux avec des diametres des zones
d’inhibition allant de 13,0 mm a 19,7 mm. Les souches microbiennes Staphylococcus aureus et
Aspergillus fumigatus se sont révélées les plus sensibles, avec des zones d'inhibition de 19,7
mm et 17,5 mm, respectivement.

Enfin, les huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus se sont montrées les plus
actives, en raison de leur composition chimique dominée par le cis et le trans-p-menth-2-ene-
1-ol. Les résultats révélent que Staphylococcus aureus est la plus sensible aux trois échantillons
de Cymbopogon schoenanthus testés avec une CMI de I’ordre de 0,5 ul/ml pour les échantillons
du groupe | et sous-groupe IIB, et 1 ul/ml pour 1’échantillon du sous-groupe I1A, suivi de la
souche Aspergillus fumigatus avec une CMI de 1 pl/ml, vis-a-vis de tous les échantillons testes.

Par ailleurs, la capacité de 1’huile essentielle de S. africana a inhiber la lipoxygénase de
soja a été évaluee. Les résultats de ce test montrent que le pourcentage d'inhibition augmente
avec la concentration de I’huile essentielle, atteignant 57,6% a 0,075 mg/ml. Aucune activité
de la LOX n'a pu étre détectée en présence de 0,1 mg/ml d'huile essentielle de S. africana,
suggérant une inhibition presque complete de I'activité de la LOX. La valeur de la Clso de I'huile
essentielle de S. africana (0,065 + 0,004 mg/ml) est 5 fois supérieure a celle du compose de
référence NDGA (0,013 + 0,003 mg/ml). Ces résultats nous permettent de considérer I’huile
essentielle de S. africana comme un excellent inhibiteur de I’activité de la LOX, suggérant un
potentiel anti-inflammatoire intéressant.

Nous avons aussi €tudié 1’activité antioxydante des huiles essentielles des trois plantes,
en utilisant la méthode du piégeage du radical libre DPPH, selon deux protocoles, qui se
distinguent par la nature du solvant : le méthanol et 1’éthanol. Les résultats obtenus révélent un
faible pouvoir antioxydant pour I’ensemble des huiles essentielles testées par comparaison aux
composés de réference. Cependant, le pouvoir antioxydant est plus intéressant en présence de
I’éthanol. L’huile essentielle de S. africana s’est avérée la plus active, avec une Clso de 1’ordre

de 1,51 £ 0,04 mg/ml.
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Ainsi, ces travaux de thése ont permis d’avoir, une connaissance plus approfondie sur trois
plantes aromatiques poussant a 1’état spontané en Algérie, a savoir : Pituranthos scoparius,
Santolina africana et Cymbopogon schoenanthus, par I’identification des composés volatils
produits par ces plantes, ainsi que les activités biologiques dont elles sont dotées.

Ces travaux représentent une trés modeste contribution dans la valorisation de la flore
algérienne, il serait intéressant d’envisager comme perspectives d’élargir notre étude sur
d’autres especes endémiques, mais aussi :

v" Investiguer profondément et rechercher des applications de I’huile essentielle des trois

plantes étudiées ;

v’ Entreprendre une étude phytochimique de ces espéces afin d’isoler d’autres métabolites

secondaires ;

v" Poussez encore plus loin les tests des activités biologiques pour les trois espéces in vitro

et in vivo, en évaluant I’activité anti-inflammatoire et antidiabétique a titre d’exemple.

v Entreprendre une étude de la toxicité de ceux-ci sur différentes lignées cellulaires (in

vitro) et sur des modeéles utilisant les animaux (in vivo) afin de déterminer les doses

thérapeutiques.
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Annexe 1

Tableau 1 : Composition chimique des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos scoparius récoltées dans la région de Ghardaia
(Septembre 2016 - Janvier 2017)

Composés® Ir.p Iy GM9 1 GM9 2 GM9 3 GM10 GM10 GM10 GM11 GM11 GM11 GM12 GM12 GM12 GM11 GM12 GM13
16 16 16 116 216 316 116 216 316 116 216 316 17 17 17
a-Thujene 922 1024 1,9 0,8 0,6 1,0 11 1,0 0,6 0,6 0,3 04 11 04 12 19 14
a-Pinéne 930 1022 22,1 11,6 17,1 11,3 12,4 16,4 14,2 13,9 6,0 29 2,7 2,8 14,9 20,1 16,5
Campheéne 943 1070 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 Tr 0,1 Tr 0,2 0,2 0,2
Thujadiene 946 - e e B L G e T
Sabinéne 964 1126 2,3 1,5 2,0 1,1 1,2 1,6 1,1 0,9 0,8 30,3 23,1 31,3 1,5 1,6 1,7
B-Pinéne 969 1115 7,3 4,9 7,1 3,7 45 6,2 4,9 4,9 2,1 1,5 1,5 15 4,7 6,3 53
Myrcene 980 1165 13 0,9 11 1,0 0,8 0,9 1,0 0,7 0,7 Tr 08 0,8 09 1,0 1,0
a-Phellandrene 996 1169 13,1 8,0 15,4 11,3 6,2 8,9 14,9 8,2 10,8 08 01 0,1 11,3 17,8 13,2
3-3-Carene 1005 1153 Tr 01 01 Tr 0,9 Tr 0,3 Tr 01 01 12 0,5 0,6 Tr 0,4
a-Terpinene 1008 1185 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,7 0,6 0,6 0,1 0,1 0,1
p-Cyméne 1011 1276 37 16 39 33 33 5,6 5,6 3,6 54 05 08 0,6 6,8 54 6.4
Limonene 1021 1206 19,4 37,9 9,2 26,7 20,1 15,0 22,6 12,7 44,0 14,6 7.8 21,6 20,0 17,6 194
B-Phellandréne 1021 1214 6,8 35 79 57 34 53 74 41 54 01 01 0,2 58 8,4 6,6
(2)-p-Ocimene 1024 Y T T 0,1 Tr Tr 0,1 0,2 0,1
y-Terpinéne 1047 1249 0,6 0,3 03 04 12 0,7 0,6 0,2 11 16 18 15 04 0,6 0,5
Trans-hydrate de sabinene 1053 L T e T 0,2 0,2 03 - e e
Terpinolene 1078 1287 0,2 0,3 05 0,3 0,4 04 04 05 0,3 03 05 0,3 05 0,3 0,4
cis-Hydrate de sabinene 1082 1541 e meeeee e e e s e e e 0,1 0,2 02 e e e
Campholénal 1102 1481 e e Tr e e e e e e L S
trans-Pinocarvéol 1122 1660 Tr e Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
cis-Verbénol 1123 1658 - meeeee e e e s e e e s s s e e e
trans-Verbénol 1127 1682 0 — 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 01 0,2 0,1 01 0,2 0,2
Pinocarvone 1138 Y A Tl T S e S
p-Menth-1,5-dién 8-ol 1144 R e e
Cryptone 1155 1661 L1 S— Tr 0,1 01 0,1 0,1 0,1 (05— L 1 S— 0,2 0,1 0,2
p-Cymene-8-ol 1159 1846 - eemeem e e s e e s e e 0,1 T e e 0,1
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Terpinéol 4
Myrténal
a-Terpinéol
Estragole
Myrténol
trans-Carvéol
cis-Carvéol
Cuminaldéhyde
Carvone

Cumin alcool
Acétate de bornyle
Thymol

Carvacrol
2,4-Décadiénal
Eugénol
Méthyleugénol
a-Copaéne
B-Cubébene
(E)-p-Caryophylléne
a-Cubébéne
Germacrene D
B-Sélinéne
Myristicine
Bicyclogermacréne
8-Cadinene
Elemicine
Spathulénol
6-Méthoxy élémicine
Oxyde de caryophylléne
Apiole dill
t-Muurolol

B-Eudesmol

1161
1169
1171
1174
1177
1196
1208
1211
1214
1262
1269
1275
1279
1288
1326
1369
1373
1384
1416
1446
1473
1479
1488
1488
1512
1518
1562
1566
1570
1590
1624
1632

1605
1632
1700
1678
1796
1840
1871
1782
1738
2407
1583
2224
2223
1798
2176
2019
1492
1537
1599
1537
1709
2271
1735
1733
1749
2226
2125
2215
1961
2363
2188
2231

1,0

9,5
0,3
0,1
0,5
1,8
0,1
0,3
0,1
Tr
0,1
1,5
2,9

0,8

19

1,0

0,8

11

0,9
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a-Cadinol 1634 2228 0,1 0,1 0,3 0,1 01 e 0,1 0,1 0,1 Tr Tr Tr Tr Tr Tr
o-Eudesmol 1637 2218 --m - 0,2 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 L SR B S
Eudesma-4(15),7-dien-1-g-ol 1664 2347 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 T - 0,1 0,1 0,1 0,1
(2)-Ligustilide 1691 2579 4.8 7,6 9,7 2,2 3,8 5,0 55 2,9 6,6 T - Tr 2,9 50 35
Total (%) 97,5 96,6 98,0 954 94,8 95,7 95,6 95,9 95,0 92,0 94,2 97,9 96,0 97,8 96,6

& : L’ordre d’¢lution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire
(BP-20)). °Ira: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. ¢Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne polaire. Tr : Traces. GM : Ghardaia. 9 : Septembre ; 10 : Octobre ; 11 : Novembre ;
12 : Décembre ; 1 : Janvier ; 16 : Année 2016 ; 17 : Année 2017.

Tableau 2 : Composition chimique des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos scoparius récoltées dans la région de Biskra
(Septembre 2016 - Janvier 2017)

Composés® Ir I, Bik9 1 Bik9 2 Bik9 3 Bik101 Bik102 Bik103 Bik111l Bik112 Bik113 Bik121 Bik122 Bik123 Bikl 1 Bik1 2 Bik1 3
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 17 17 17
a-Thujéne 922 1024 0,6 0,6 0,6 0,6 0,8 0,8 0,6 1,1 0,6 1,0 0,6 0,8 2,1 1,6 1,5
a-Pinéne 930 1022 15,5 9,8 3,2 7,2 6,4 8,8 3,8 17,1 10,6 8,4 19,3 13,9 31,0 12,6 12,2
Camphene 943 1070 01 - - Tr Tr Tr Tr 0,1 0,1 Tr 01 - 0,1 Tr Tr
Thujadiene 946 e e e e e e e e e e e e e e e e
Sabinéne 964 1126 28,3 40,9 55,6 229 32,8 37,6 54,6 19,2 28,0 27,7 34,5 318 6,2 329 331
B-Pinéne 969 1115 4,2 3,2 1,7 37 3,5 44 2,0 2,8 1,9 3,7 2,7 34 8,1 37 3,6
Myrcene 980 1165 11 12 12 04 05 0,7 1,0 0,8 0,3 1,0 0,8 1,0 1,0 1,2 1,2
a-Phellandréne 996 1169 2,2 1,3 0,5 0,3 0,4 0,9 0,4 0,6 0,3 0,8 0,4 0,6 2,3 0,8 0,8
3-3-Carene 1005 1153 0,6 11 15 0,5 2,2 1,6 01 9,6 0,3 124 0,1 6,5 2,4 1,9 19
a-Terpinéne 1008 1185 0,6 0,9 14 0,7 0,5 0,9 1,4 0,4 0,7 0,6 0,7 0,6 0,1 0,6 0,6
p-Cymene 1011 1276 34 2,6 1,6 3,0 4,8 39 2,4 31 3,5 4.4 43 45 1,7 57 5,6
Limonene 1021 1206 0,7 0,7 0,5 1,7 1,4 0,7 2,7 2,3 0,7 0,9 0,8 0,8 1,1 0,9 1,4
B-Phellandréne 1021 1214 0,8 0,6 0,3 0,3 04 0,5 03 0,2 0,1 05 04 0,4 0,8 0,5 05
(2)-B-Ocimene 1024 1237 0,5 0,5 0,3 0,5 0,3 0,1 0,1 Tr 0,3 1,7 0,7 1,3 Tr 0,4 0,4
y-Terpinéne 1047 1249 11 1,7 2,4 1,7 1,0 1,8 2,9 1,2 14 11 14 1,3 0,3 13 1,4
trans-Hydrate de sabinéne 1053 1467 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,5 0,7 0,2 0,4 0,3 0,3 0,3 0,1 0,4 0,4
Terpinolene 1078 1287 04 0,5 0,7 04 0,3 0,5 0,6 04 0,3 08 0,3 0,6 01 0,5 05

cis-Hydrate de sabinene 1082 1541 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2 Tr 0,2 0,2
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Campholénal 1102 1481 Tr T - Tr 0,1 0,2 0,1 0,5 0,4 0,1 0,1 0,1 0,5 0,2 0,2
trans-Pinocarvéol 1122 1660 0,2 0,2 0,2 0,8 0,6 0,7 05 05 0,8 03 0,3 04 0,6 0,5 0,5
cis-Verbénol 1123 1658 s meeeee e 0,1 0,1 01 - 0,2 02 - 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
trans-Verbénol 1127 1682 0,3 0,2 0,2 0,9 07 0,8 04 13 1,6 04 0,5 04 11 0,7 07
Pinocarvone 1138 1573 0,1 0,1 Tr 0,3 0,5 0,3 0,1 1,6 0,3 0,9 0,1 0,5 0,6 0,2 0,2
p-Menth-1,5 dién-8-ol 1144 1714 -eeeee e e 0,2 0,2 0,1 Tr 0,6 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2
Cryptone 1155 1661 s memeee e 0,1 0,2 0,1 Tr 0,4 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
p-Cymene-8-ol 1159 1846 --- e e e 04 - e Tr 0,2 05 01 0,2 02 - 0,2
Terpinéol 4 1161 1605 2,9 44 6,0 44 4,6 57 8,3 2,7 41 3,8 4.8 43 0,9 5,6 5,6
Myrténal 1169 1632 Tr Tr Tr 0,3 0,3 0,3 01 0,3 0,3 01 01 0,1 04 0,2 0,2
a-Terpinéol 1171 1700 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Estragole 1174 1678 ----e- e e 0,3 0,2 0,2 0,2 Tr 0,3 Tr 0,1 0,1 0,1 Tr Tr
Myrténol 1177 1796 --eee- e e 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 Tr Tr Tr 0,3 0,1 0,1
trans-Carvéol 1196 1840  ----- e e Tr 0,1 0,1 Tr 04 0,2 0,2 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1
cis-Carvéol 1208 1871 - Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr Tr Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1
Cuminaldéhyde 1211 1782 -e- e e 01 - e e e 0,2 e e e e e e
Carvone 1214 1738 Tr e e e 0,1 0,1 Tr 0,1 Tr e e Tr 0,1 0,1 0,1
Cumin alcool 1262 2407 e e e LS e
Acétate de bornyle 1269 1583 e e e (0 T T R S
Thymol 1275 2224 0,2 0,1 0,1 0,4 0,3 0,2 0,1 0,4 0,2 Tr 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
Carvacrol 1279 2223 Tr Tr L Tr LS Tr Tr 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1
2.4-Décadienal 1288 1798 --e- e e Tr s s e e e e e e e s e
Eugénol 1326 2176 0,3 0,3 0,3 0,1 Tr Tr Tr Tr B e S S
Meéthyleugénol 1369 2019 13 11 0,8 0,8 11 04 0,2 11 0,6 03 04 0,3 11 04 04
a-Copaene 1373 1492 e e e Tr e e e e Tr e e e e e e
B-Cubébéne 1384 1537 01 0,1 01 Tr 01 Tr Tr Tr Tr Tr 01 01 0,2 01 Tr
(E)-p-Caryophylléne 1416 1599 e e e LI S e e e
a-Cubébéne 1446 1537 e e e LI e
Germacréne D 1473 1709 16 17 16 0,5 0,3 0,5 0,9 0,6 03 0,5 0,4 0,4 2,5 1,0 11
B-Sélinéne 1479 2271 0,1 0,2 0,2 0,1 01 01 01 01 0,1 01 01 0,1 01 01 Tr
Myristicine 1488 1735 18,8 12,6 4.4 9,5 6,8 5,0 1,3 17,2 14 11,6 0,3 6,1 7,2 0,8 0,8

Bicyclogermacréne 1488 1733 e e e LI e
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&-Cadinene 1512 1749 0,6 0,7 0,9 0,3 0,4 0,4 0,5 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,6 0,4 0,4
Elemicine 1518 2226 0,5 0,4 0,3 0,1 9,4 0,2 0,4 0,3 29,1 0,1 19,1 8,6 11,0 7,3 7,4
Spathulénol 1562 2125 0,4 0,1 0,2 09 - 0,9 0,7 0,6 0,5 0,3 0,4 0,4 2,4 0,6 0,6
6-Méthoxy élémicine 1566 2215 e e 0,2 04 8,5 01 01 01 01 - 01 Tr 01 01 01
Oxyde de caryophylléne 1570 1961 0,2 0,1 0,1 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 Tr e 0,1 0,1 0,1 0,1
Apiole dill 1590 2363 7,6 7,7 71 18,0 1,2 11,9 59 4,0 14 9,4 15 5,7 0,2 11,2 11,4
t-Muurolol 1624 2188 1,0 1,3 15 1,1 1,5 1,1 1,4 1,0 1,3 0,7 1,3 1,0 1,3 0,9 0,9
p-Eudesmol 1632 2231 0,8 0,6 1,0 0,3 0,6 0,6 0,6 04 0,3 01 0,3 0,2 0,3 0,3 03
a-Cadinol 1634 2228 - - 0,2 Tr e e 0,1 03 W s emmeee e e 02 W e e
a-Eudesmol 1637 2218 0,3 Tr 01 Tr 05 0,5 05 04 0,3 01 01 0,1 0,2 0,2 0,2
Eudesma-4(15),7-dién-1-g-ol 1664 2347 0,3 0,3 0,2 0,7  semeee ememem memeee emmeee ememen memeee emeeen ememen s mememn meeen e
(2)-Ligustilide 1691 2579  eem e e e s s s s e s s s e e e

Total (%) 98,2 98,4 97,8 86,2 95,5 95,1 97,1 95,0 94,9 96,0 98,8 98,4 96,8 97,3 97,8

& : L’ordre d’¢lution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a ’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire
(BP-20)). °Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. ¢Iry: Indices de rétention mesurés sur colonne polaire. Tr : Traces. Bik : Biskra. 9 : Septembre ; 10 : Octobre ; 11 : Novembre ;
12 : Décembre ; 1 : Janvier ; 16 : Année 2016 ; 17 : Année 2017.

Tableau 3 : Composition chimique des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos scoparius récoltées dans la région de Batna-Bouilef
(Septembre 2016 - Janvier 2017)

a b . Bf91 Bf92 Bf93 Bf10 1 Bf10 2 Bf10 3 Bf111 Bf11 2 Bf11 3 Bf12 1 Bf12 2 Bf12 3 Bfl1 Bfl 2 Bf13
Composés Ira Iry

16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 17 17 17
a-Thujene 922 1024 0,6 0,9 0,7 0,9 07 0,7 11 05 0,8 08 11 0,9 0,8 11 0,9
a-Pinéne 930 1022 5,0 6,9 37 7,6 8,7 31 124 8,3 14,8 9,6 10,5 10,2 81 10,9 9,0
Camphene 943 1070 Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Thujadiene S T T T e
Sabinene 964 1126 32,1 33,6 39,6 27,0 35,5 43,7 19,0 17,8 16,8 36,2 41,6 19,9 39,2 24,0 32,4
B-Pinene 969 1115 2,3 37 2,2 4,6 31 2,3 6,2 2,7 6,8 38 4,2 49 41 5,0 4.4
Myrcéne 980 1165 0,9 0,7 0,8 0,3 0,6 0,4 0,4 0,3 0,4 0,7 0,6 0,4 0,5 0,5 0,5
a-Phellandrene 996 1169 1,7 1,0 1.3 0,2 04 0,2 03 0,3 0,2 1,0 04 0,1 01 0,3 0,2
3-8-Carene 1005 1153 1,7 1,1 1,6 0,5 1,2 Tr 1,0 0,2 41 1,6 2,4 0,8 0,6 1,8 1,0

a-Terpinéne 1008 1185 0,7 0,5 0,6 0,7 1,0 13 05 0,6 0,5 0,7 1,0 0,3 0,6 0,7 0,7
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p-Cymeéne 1011 1276 39 4,2 29 3,6 1,5 5,0 33 19 14 41 4,5 47 4,0 53 4.4
Limonéne 1021 1206 0,5 0,5 0,5 0,8 0,9 0,7 45 2,0 2,0 0,9 0,9 1,0 05 0,6 03
B-Phellandréne 1021 1214 0,7 0,6 0,6 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,5 0,4 0,2 0,2 0,3 0,1
(Z)-p-Ocimene 1024 1237 2,8 2,0 2,6 0,7 0,3 01 0,6 0,6 0,6 11 0,9 0,9 0,9 13 11
y-Terpinéne 1047 1249 1,3 0,8 1,0 1,3 2,0 2,7 1,1 1,3 1,1 1,6 19 0,9 1,5 1,6 1,6
trans-Hydrate de sabinéne 1053 1467 04 0,3 04 04 0,2 0,5 01 0,3 0,1 04 04 0,3 05 04 05
Terpinolene 1078 1287 0,5 0,4 0,3 0,4 0,4 0,6 0,3 0,4 0,4 0,5 0,5 0,4 0,4 0,5 0,5
cis-Hydrate de sabinene 1082 1541 0,3 0,2 0,3 0,2 01 0,3 01 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,3 0,2 03
Campholénal 1102 1481 0,3 Tr 0,2 0,2 Tr 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,9 0,2 0,3 0,3
trans-Pinocarvéol 1122 1660 0,2 0,2 0,2 0,9 0,2 0,8 07 0,7 0,3 0,6 0,6 15 0,9 11 1,0
cis-Verbénol 1123 1658 s meeeee e 01 W e e 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,4 0,1 0,2 0,2
trans-Verbénol 1127 1682 0,2 0,3 0,2 0,8 0,2 0,5 07 11 04 0,6 0,5 18 08 12 1,0
Pinocarvone 1138 1573 0,1 0,2 0,1 0,4 0,1 0,2 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,8 0,3 0,6 0,5
p-Menth-1,5-dién-8-ol 1144 1714 - 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,3 0,2
Cryptone 1155 1661 ------ 0,1 0,1 0,2 Tr 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2
p-Cymene-8-ol 1159 1846  ------ 0,1 01 01 T 0,2 01 0,1 01 01 0,3 01 0,2 0,2
Terpinéol 4 1161 1605 53 34 4,2 4,0 2,7 10,4 2,9 3,5 2,2 5,0 51 44 6,3 6,4 6,5
Myrténal 1169 1632 Tr 0,1 Tr 0,3 01 0,2 03 0,3 0,2 0,2 0,2 0,9 0,3 04 04
a-Terpinéol 1171 1700 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
Estragole 1174 1678 - Tr Tr 0,2 0,1 0,4 0,1 0,3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Myrténol 1177 1796 - memeee emmeee e e 0,2 0,3 0,3 0,1 Tr Tr 0,7 0,1 0,4 0,3
trans- Carvéol 1196 1840 - Tr Tr 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1
cis-Carvéol 1208 R e e e e
Cuminaldéhyde 1211 1782 - Tr Tr 0,1 Tr 0,2 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Carvone 1214 1738 e e e Tr Tr 01 - 01 - 01 - 0,1 Tr 0,1 0,1
Cumin alcool 1262 P T
Acétate de bornyle 1269 1583 e - Tr Tr Tr Tr 0,1 0,1 [ e
Thymol 1275 2224 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3 04 03 0,3 0,3 01 0,2 0,3 01 0,3 0,2
Carvacrol 1279 2223 e Tr Tr Tr Tr 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 03 0,1 0,2 0,1
2.4-Décadiénal 1288 1798 - T - 01 Tr 01 01 Tr Tr 01 01 0,5 0,3 0,2 0,3
Eugénol 1326 2176 1,0 1,1 0,7 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 1,1 0,6 Tr 1,0 1,1 1,0

Meéthyleugénol 1369 2019 0,4 0,3 0,2 1,0 0,2 1,2 0,3 0,6 02 e e e e e e
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a-Copaene 1373 1492 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1
B-Cubébeéne 1384 1537 Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr 0,1 Tr 0,1 Tr 0,2 Tr Tr Tr
(E)-p-Caryophylléne 1416 1599 - e e e e e s e e e e e e e
a-Cubébene 1446 X A T T
Germacréne D 1473 1709 15 1,1 1,1 0,3 0,5 0,1 0,5 0,9 0,5 1,4 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2
B-Sélinéne 1479 2271 Tr 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 Tr Tr Tr
Myristicine 1488 1735 1,7 18,8 14,2 17,5 1,6 2,6 2,9 17,3 74 8,6 5,0 20,1 8,2 9,0 8,8
Bicyclogermacréne 1488 1733 e e e e e e e e e e eeee e e e e
&-Cadinene 1512 1749 0,4 0,5 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 05 W s e e L
Elemicine 1518 2226 - 01 - Tr 0,1 9,1 0,1 0,2 0,2 Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,1
Spathulénol 1562 2125 0,8 1,8 1,7 1,8 1,3 0,6 0,8 1,1 2,5 1,5 0,3 1,6 0,9 1,3 1,1
6-Méthoxy élémicine 1566 2215 e meeeem e e e Tr - L 1 S T 0,1 Tr e e
Oxyde de caryophylléne 1570 1961 - 0,1 0,1 0,4 0,3 0,1 0,3 0,3 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1
Apiole dill 1590 2363 29,9 79 13,2 10,5 31,2 2,0 31,4 249 29,2 11,3 9,5 5,0 12,0 12,7 12,8
t-Muurolol 1624 2188 0,5 1,0 0,7 0,9 1,0 1,7 0,9 1,7 0,8 0,8 0,7 1,7 0,6 0,5 0,5
p-Eudesmol 1632 2231 01 0,5 04 0,5 0,3 1,0 03 15 0,3 0,2 0,2 0,7 0,2 0,2 0,2
a-Cadinol 1634 2228 0,1 0,3 0,1 0,4 03 - T e 0,4 0,1 01 - 0,2 0,3 0,2
o-Eudesmol 1637 N B e T i e e
Eudesma-4(15),7-dién-1-g-ol 1664 2347 0,2 0,3 0,2 0,6 0,5 0,4 0,5 0,7 0,6 0,2 0,2 0,5 0,2 0,3 0,3
(2)-Ligustilide 1691 2579 e - L S Tr 0,1 T e e L S
Total (%) 98,5 96,4 97,8 92,1 98,7 95,5 97,0 96,3 97,9 97,7 97,1 90,9 96,6 93,5 95,5

4 : L’ordre d’¢lution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire
(BP-20)). °Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. ¢Iry: Indices de rétention mesurés sur colonne polaire. Tr : Traces. Bf : Bouilef. 9 : Septembre ; 10 : Octobre ; 11 : Novembre ;
12 : Décembre ; 1 : Janvier ; 16 : Année 2016 ; 17 : Année 2017.

Tableau 4 : Composition chimique des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos scoparius récoltées dans la région de Batna-Djerma
(Septembre 2016 - Janvier 2017)

Dj9 1 Dj9 2 Dj93 Djl01 Djl02 Djl03 Djill1 Djil2 Djil3 Dji21 Djl22 Dji23  Djil Djl 2 Dj13
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 17 17 17

a-Thujéne 922 1024 15 05 0,5 1,0 2,0 14 0,6 0,6 08 11 0,4 11 18 1,7 1,7

Composés? Iry Iy

a-Pinéne 930 1022 19,9 11,9 4,2 21,5 9,5 18,1 11,2 7,7 10,6 9,5 4,9 9,2 20,7 29,6 24,6
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Camphene
Thujadiene
Sabineéne
B-Pinéne
Myrceéne
a-Phellandréne
3-§-Carene
o-Terpinéne
p-Cymeéne
Limonéne
B-Phellandréne
(2)-p-Ocimeéne
y-Terpinéne
trans-Hydrate de sabinéne
Terpinolene
cis-Hydrate de sabinéne
Campholénal
trans-Pinocarvéol
cis-Verbénol
trans-Verbénol
Pinocarvone
p-Menth-1,5-dién-8-ol
Cryptone
p-Cymene-8-ol
Terpinéol 4
Myrténal
a-Terpinéol
Estragole
Myrténol
trans-Carvéol
cis-Carvéol

Cuminaldéhyde

943

946

964

969

980

996

1005
1008
1011
1021
1021
1024
1047
1053
1078
1082
1102
1122
1123
1127
1138
1144
1155
1159
1161
1169
1171
1174
1177
1196
1208
1211

4,0
0,9
1,0
2,3
0,8
0,3
0,3
0,2

2,6
0,5
0,4
18
0,9
0,3
0,2
0,2

0,2
0,1
10,5
9,6

7,1

0,5
13
0,5
0,1
0,3
0,1
0,6
11
0,2
1,4
0,6
0,2
0,2
0,2
1,6
0,6
0,1
0,2

0,1
0,1
50,1
2,5
0,8
0,2

31
0,7
0,3
11
2,7
0,8
0,6
0,5
0,3
0,7
0,1
0,5
0,1
0,1

0,2
0,2

0,3
0,1
17,6
59
0,5
0,3
Tr
0,3
4,6
1,0
0,3
0,6
0,7
0,2
0,3
0,2
0,8
13
0,3
1,8
0,7
0,2
0,2
0,1
2,2
0,7
0,1
0,1

0,1
0,1
10,5
2,6
0,3
0,3
Tr
0,3
55
2,1
0,2
0,4
1,2
0,2
0,3
0,1
1,3
1,2
0,5
2,3
0,7
0,4
0,2
0,1
2,1
0,7
0,1
0,1

0,1
Tr
45,6
3,9

18
0,4
0,2
0,6
18
0,6
0,4
0,4
0,1
0,6
0,1
0,5
0,1
0,1

03
0,1
20,1
3,8
0,4
0,2
Tr
0,4
53
1,6
0,3
0,7
1,1
0,3
0,3
0,2
0,5
0,9
0,2
14
0,4
0,2

01
01
421
41
0,6
01
01
0,7
43
0,6
03
0,7
15
05
0.4
03
0.4
0.8
02
09
03
01

Tr
Tr
23,4
3,0
0,4
0,2
0,1
0,4
57
1,1
0,3
0,7
15
0,5
0,5
0,3

0,1
0,1
41,2
4,0
0,6
0,1
0,1
0,7
4,2
0,6
0,2
0,7
15
05
0,4
0,3
0,4
08
0,2
1,0
0,3
0,1

0,2
0,1
20,3
8,3
0,6
1,0

71
0,8
0,6
1,0
1,0
0,3
0,3
0,1
0,5
0,8
0,2
11
0,4
0,2
0,1
0,1
3,5
0,5
0,1
0,1

02
04
13,2
7.4
05
03
01
03
9,6
09
03
04
07
02
02
01
20
17
07
30
10
04
02
02
23
12
01
01

0,2
0,2
17,7
79
0,5
0,7
0,1
0,4
8,2
0,9
0,5
0,8
0,9
0,2
0,3
0,1
13
1,2
04
2,0
0,7
0,3
0,1
0,2
3,0
0,8
0,1
0,1
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Carvone 1214 1738 Tr e e 0,2 Tr 0,1 02 e 0,1 Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1
Cumin alcool 1262 L B T 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 Tr 0,1 0,1
Acétate de bornyle 1269 1583 01 - e 0,2 0,1 1,3 0,4 Tr T
Thymol 1275 2224 0,1 0,2 0,2 0,4 0,2 0,3 0,6 0,1 0,3 0,1 0,4 0,1 0,2 0,2 0,2
Carvacrol 1279 2223 e eeeeee Tr 01 - Tr e e 0,1 0,1 0,3 0,1 0,2 0,2 0,2
2.4-Décadienal 1288 1798 ---e- e e e s e e e Tr 0,1 0,6 0,1 0,2 0,2 0,2
Eugénol 1326 2176 ------ 1,2 1,1 0,1 Tr 0,1 01 - T - L
Méthyleugénol 1369 2019 1,9 11 11 1,4 1,6 11 1,0 0,5 1,4 0,9 2,8 0,9 1,2 13 1,3
a-Copaene 1373 L B Sl
B-Cubébeéne 1384 1537 Tr Tr Tr Tr Tr Tr 0,1 Tr 0,1 Tr Tr Tr Tr Tr Tr
(E)-p-Caryophylléne 1416 1599 - e e e e e s e e e e e e e
a-Cubébéne 1446 1537 - 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr 0,2 Tr Tr Tr Tr
Germacréne D 1473 1709 1,6 0,9 0,7 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3 0,1 0,1 0,1 0,7 0,2 0,5
B-Sélinéne 1479 2271 - 0,1 0,1 01 - 0,1 0,2 0,1 0,1 Tr 0,2 Tr 0,1 0,1 0,1
Myristicine 1488 1735 12,2 17,5 32,4 19,5 1,2 10,6 19,4 15,5 16,0 16,5 19,7 17,4 15,1 10,5 13,3
Bicyclogermacréne 1488 A T T e T S e N e
8-Cadinene 1512 1749 0,4 0,2 0,5 0,4 0,3 0,2 0,3 0,1 0,3 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2
Elemicine 1518 2226 0,1 Tr Tr Tr Tr 0,1 0,2 Tr 0,2 Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1
Spathulénol 1562 2125 1,2 1,4 1,3 19 0,7 14 1,7 0,2 1,9 1,0 0,9 1,1 1,4 14 1,4
6-Méthoxy élémicine 1566 2215 Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,2 0,6 Tr 0,1 Tr 0,7 Tr 0,2 0,1 0,1
Oxyde de caryophylléne 1570 1961 - e e 0,3 0,1 0,2 0,6 0,1 04 Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1
Apiole dill 1590 2363 3,2 6,7 18 39 04 15,6 16,8 58 15,8 03 2,2 0,3 1,6 0,6 11
t-Muurolol 1624 2188 0,5 0,4 0,8 1,3 1,0 1,2 1,7 0,5 1,2 0,5 0,9 0,5 0,8 0,4 0,6
p-Eudesmol 1632 2231 04 0,2 0,9 0,8 12 0,5 11 0,7 1,0 01 24 0,1 04 0,2 04
a-Cadinol 1634 2228 Tr 01 - 04 - 03 e e 03 e e e 02 - 0,1
a-Eudesmol 1637 A e T T
Eudesma-4(15),7-dién-1-g-ol 1664 2347 0,1 0,1 0,2 04 0,2 0,4 1,0 0,1 05 0,1 0,3 0,1 0,3 0,2 0,2
(2)-Ligustilide 1691 2579 1,2 0,1 0,4 0,2 0,7 0,1 0,1 0,1 Tr Tr 0,4 Tr 01 - 0,1
Total (%) 98,4 97,6 95,2 95,0 94,8 96,0 93,3 97,0 96,1 96,2 93,5 95,9 96,0 96,3 97,3

a: L’ordre d’¢lution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire
(BP-20)). °Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. ¢Iry: Indices de rétention mesurés sur colonne polaire. Tr : Traces. Dj : Djerma. 9 : Septembre ; 10 : Octobre ; 11 : Novembre ;
12 : Décembre ; 1 : Janvier ; 16 : Année 2016 ; 17 : Année 2017.
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Tableau 5 : Composition chimique des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos scoparius récoltées dans la région de Béchar

(Septembre 2016 - Janvier 2017)

B101

B10 2

B10 3

B111

B112

B113

B121

B12 2

B123

Composés? Iy Irp° B9116 B9216 B9316 16 16 16 16 16 16 16 16 16 B1117 B1217 B1317
a-Thujéne 922 1024 0,4 0,6 0,3 0,4 0,4 0,5 0,4 0,3 0,3 0,3 0,2 0,4 0,5 0,3 0,9
o-Pinéne 930 1022 49 4,2 0,7 1,6 1,9 2,2 2,9 34 3,6 2,7 3,6 1,6 1,7 2,6 2,4
Camphene 943 1070 0,1 Tr Tr Tr Tr Tr Tr 0,1 0,1 0,1 Tr 0,2 0,1 Tr 0,2
Thujadiéne S T Tt
Sabinéne 964 1126 26,9 36,2 324 22,5 244 26,9 31,6 17,6 21,6 238 12,9 36,5 6,1 20,6 11
B-Pinéne 969 1115 2,4 2,2 0,9 1,1 1,2 14 1,7 1,1 1,3 1,3 14 1,2 0,8 1,3 0,8
Myrcene 980 1165 1,0 11 1,0 0,8 0,7 0,7 1,0 0,6 0,7 0,7 0,6 0,8 0,2 04 01
o-Phellandréne 996 1169 0,2 0,2 0,7 0,5 0,4 0,2 0,4 0,6 0,6 0,2 0,4 0,1 LI S Tr
3-§-Carene 1005 1153 04 04 L 0,1 0,1 T e 01 W e e e
a-Terpinéne 1008 1185 0,6 0,9 0,8 1,0 0,9 0,9 1,0 05 0,6 05 0,2 0,8 01 05 -
p-Cymene 1011 1276 0,6 0,7 0,7 0,9 0,8 0,8 08 0,6 0,7 04 0,5 0,3 13 1,0 1,6
Limonéne 1021 1206 25,6 13,6 19,1 10,3 111 12,3 24,6 19,3 20,6 259 34,8 16,0 19,9 21,1 22,4
B-Phellandréne 1021 1214 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 01 0,1 Tr
(2)-p-Ocimeéne 1024 1237 T - Tr Tr B T et e P 0,8 0,3 1,2
y-Terpinene 1047 1249 11 19 1,6 18 1,7 1,6 2,2 3,0 2,8 13 0,9 1,7 0,5 14 0,2
trans-Hydrate de sabinéne 1053 1467 0,2 0,4 04 0,2 0,2 0,3 03 0,2 0,2 0,2 01 0,3 01 02 -
Terpinolene 1078 1287 04 0,5 04 04 04 0,3 05 0,3 0,3 0,2 01 0,4 01 0,2 Tr
cis-Hydrate de sabinéne 1082 1541 0,1 0,2 0,3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 Tr
Campholénal 1102 1481 —em s e e e e e e e Tr T 0,4 0,2 0,5
trans-Pinocarvéol 1122 1660 01 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 01 0,1 01 01 0,2 0,2 0,3 0,2
cis-Verbénol 1123 R T T
trans-Verbénol 1127 1682 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 0,4 0,4 0,4
Pinocarvone 1138 Y B T T 0,1 0,1 0,1
p-Menth-1,5 dién-8-ol 1144 1714 = memeee e e mmmeeemmeeeemmeeemmmmeemmeeeemeeeemmmeemmeee e e e
Cryptone 1155 ) e T e e e e e
p-Cymene-8-ol 1159 R T T T
Terpinéol 4 1161 1605 39 6,3 71 58 5,0 4,2 6,6 2,7 3,5 2,8 14 44 15 4,0 0,3
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Myrténal
a-Terpinéol
Estragole
Myrténol
trans-Carvéol
cis-Carvéol
Cuminaldéhyde
Carvone

Cumin alcool
Acétate de bornyle
Thymol

Carvacrol
2.4-Décadiénal
Eugénol
Méthyleugénol
o-Copaene
B-Cubébeéne
(E)-p-Caryophylléne
a-Cubébéne
Germacréne D
B-Sélinene
Myristicine
Bicyclogermacréne
8-Cadinene
Elemicine
Spathulénol
6-Méthoxy élémicine
Oxyde de caryophyllene
Apiole dill
t-Muurolol
B-Eudesmol

a-Cadinol

1169
1171
1174
1177
1196
1208
1211
1214
1262
1269
1275
1279
1288
1326
1369
1373
1384
1416
1446
1473
1479
1488
1488
1512
1518
1562
1566
1570
1590
1624
1632
1634

1632
1700
1678
1796
1840
1871
1782
1738
2407
1583
2224
2223
1798
2176
2019
1492
1537
1599
1537
1709
2271
1735
1733
1749
2226
2125
2215
1961
2363
2188
2231
2228

0,1
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a-Eudesmol 1637 P R T T T

Eudesma-4(15),7-dien-1-p-ol 1664 2347 Tr Tr Tr 0,1 0,1 0,2 Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr 0,1 Tr

(Z)-Ligustilide 1691 2579 -mem e emeee e e e e e e e e e e e e
Total (%) 97,4 98,7 99,1 96,3 96,9 97,3 97,2 97,7 96,9 97,4 98,5 97,6 94,9 95,3 97,7

2. L’ordre d’¢élution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire
(BP-20)). ®Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. °Iry: Indices de rétention mesurés sur colonne polaire. Tr : Traces. B : Béchar. 9 : Septembre ; 10 : Octobre ; 11 : Novembre ;
12 : Décembre ; 1 : Janvier ; 16 : Année 2016 ; 17 : Année 2017.

Tableau 6 : Composition chimique des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos scoparius récoltées dans la région de Béchar
(Printemps 2016 et 2017)

B31 B32 B33 B41 B4 2 B4 3 B51 B52 B53 B31 B32 B33 B41 B4 2 B4 3 B51 B52 B53

Composes® I I’ 16 16 16 16 16 16 16 16 16 17 17 17 17 17 17 17 17 17
a-Thujéne 922 1024 04 0,3 04 0,3 0,2 0,2 04 04 0,5 0,3 21 05 0,3 0,3 0,6 0,3 0,3 0,2
a-Pinéne 930 1022 2,9 19 31 1,1 1,2 1,0 31 3,2 45 1,7 4.4 8,4 53 38 7.8 2,2 1,1 3,3
Camphene 943 1070 Tr Tr Tr Tr 0 Tr Tr Tr Tr 0,1 0,1 0,3 0,1 Tr 0,1 Tr Tr Tr
Thujadiene S T T e e
Sabinene 964 1126 39,4 29,0 21,0 10,8 17,3 16,2 42,9 43,0 42,9 24,2 1,6 28,4 20,9 19,6 26,5 24,0 33,7 13,7
B-Pinéne 969 1115 1,7 1,3 1,7 0,7 0,7 0,7 1,7 1,7 2,4 1,0 1,4 3,0 2,1 1,3 31 1,1 0,9 1,3
Myrcéne 980 1165 1,0 0,9 0,9 0,4 0,4 0,4 1,3 1,3 14 0,6 0,3 0,9 0,5 0,6 0,8 0,6 0,7 0,5
a-Phellandréene 996 1169 0,5 1,0 0,8 0,2 0,5 0,3 1,0 0,9 0,2 04 0,1 05 0,6 1,2 1.2 0,6 Tr 1.2
3-8-Carene 1005 1153 0,1 0,1 04 @ - e 01 - Tr 04 - e T - Tr 04 - T e
a-Terpinene 1008 1185 0,6 0,7 04 01 0,3 0,3 0,3 0,3 04 04 Tr 08 0,5 0,5 13 0,5 0,7 03
p-Cymeéne 1011 1276 0,5 0,7 0,6 1,5 1,0 1,0 0,7 0,9 0,8 0,4 1,6 1,7 0,6 0,5 1,0 0,3 0,2 0,5
Limonene 1021 1206 21,0 18,4 9,8 11,7 10,4 6,6 233 233 14,9 29,8 31,2 18,7 12,6 19,9 16,7 29,8 21,2 39,0
B-Phellandréne 1021 1214 0,3 0,3 0,5 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2
(2)-p-Ocimene 1024 1237 01 - 0,1 - e B S 1,9 0,1 - e e eeeee e e
y-Terpinéne 1047 1249 1,3 19 1,1 0,3 0,8 0,6 1,1 0,9 1,0 0,9 0,2 5,6 2,2 2,2 3,0 15 1,3 1,6
trans-Hydrate de sabinene 1053 1467 0,4 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 Tr 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2
Terpinoléne 1078 1287 0,3 0,4 0,4 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 0,4 0,2 0,2 0,5 0,2 0,3 0,1
cis-Hydrate de sabinéne 1082 1541 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 02 - 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1

Campholénal O . T Tl T Tr
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trans-Pinocarvéol 1122 1660 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
cis-Verbénol N B 1Y B e
trans-Verbénol 1127 1682 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 T - Tr 0,1 0,2 0,1 Tr Tr 0,2 Tr Tr Tr
Pinocarvone N Ly B e 0,1 - e e B
p-Menth 1,5-dien-8-ol Y e T T
Cryptone N R £ ) R T e
p-Cymeéne-8-ol 1159 1846  ------ meeemm emeem e e e e e e s e e e e s e e
Terpinéol 4 1161 1605 34 57 39 35 33 33 2,6 2,6 38 25 0,3 4.4 25 23 6,8 2,8 37 18
Myrténal 1169 1632 ------ 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 - (N T
a-Terpinéol 1171 1700 [ R e Tr 01 - 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 Tr
Estragole N Ny 4 R T T
Myrténol 1177 1796 —----- e e e e e e s emen s e s e e s e s e
trans-Carvéol 1196 1840  ------ 0,1 01 - Tr 01 e e e 0,2 0,6 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1
cis-Carvéol 1208 1871 —--m mmem e e e e s s s e [
Cuminaldéhyde A 4 T e e e T
Carvone 1214 1738 - e e 01  emeee e e e e 0,1 09 s e e Tr meeeem ememee e
Cumin alcool Yy 1 B T
Acétate de bornyle 1269 1583  --m--- memeem mmemen emeeen e e ceeen e e e e meeen s e e 1,2 0,8 1,5
Thymol 1275 2224 ---eem eeeeem e e e 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr 01 e e e Tr 0,1 0,1 0,1
Carvacrol 1279 2223 sem s emeeem eemen e e e s e Tr Tr e e e Tr e e e
2.4-Décadiénal 1288 1798  ---- emmeee mmmeee memee mmmeen ememen memen emeeen ememen emmeee mmmeen mmeeememeee memeee mmeeen mmemen eemee e
Eugénol 1326 2176 ------ mmeem mmmemm e e e e e s s s e e e e s e e
Méthyleugénol 1369 2019 0,3 0,9 0,5 1,4 1,5 1,3 e e e 0,3 0,3 0,5 0,6 0,7 03 e e e
a-Copaene 1373 1492 0,1 0,1 0,2 01 0,2 03 - e e 0,2 01 01 0,1 Tr Tr e e e
B-Cubébene 1384 1537 Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 Tr T - - 0,1 Tr
(E)-p-Caryophyllene I T L B el e T e
a-Cubébéne 1446 Y A el e T T e
Germacrene D 1473 1709 2,3 2,5 37 24 53 8,3 3,0 2,8 2,2 38 0,3 4,6 33 25 15 2,6 21 32
B-Sélinene 1479 2271 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,3 0,1 01 - 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1
Myristicine 1488 1735 - Tr Tr 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 Tr Tr 0,1 Tr Tr 0,1
Bicyclogermacréne 1488 1733 0,4 0,5 1,2 0,3 0,8 0,8 0,5 0,5 0,4 0,6 0,1 1,8 1,9 1,0 0,3 0,5 0,5 0,5

8-Cadinéne 1512 1749 01 0,2 0,3 0,3 0,4 0,7 01 01 0,2 0,3 01 0,3 01 01 01 0,2 0,2 01
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Elemicine 1518 2226  ------ Tr Tr 0,2 Tr 04 Tr Tr 0,1 Tr 0,1 0,3 0,1 0,1 Tr Tr Tr Tr
Spathulénol 1562 2125  --m meeeem emeeemeemeem s e e s s e e s e e e s e e
6-Méthoxy élémicine 1566 2215 20,2 31,0 46,6 59,6 51,4 50,8 151 15,4 20,1 29,5 46,9 131 41,9 41,7 25,2 29,9 30,3 29,3
Oxyde de caryophyllene Y R [ R e T
Apiole dill 1590 2363  --s--= mmemem ememen emmeme mememe memeee emeen mmmen ememen ememen emmmee memeee memeee memeee memeee smemes smemee e
t-Muurolol 1624 2188  ------ 0,1 0,2 0,3 0,2 0,7 Tr Tr 0,1 0,2 0,3 01 - 0,1 0,1 0,1 02 -
B-Eudesmol 1632 2231 0,2 0,6 0,7 1,9 1,2 2,3 0,4 0,4 0,9 0,2 0,5 0,4 0,4 0,3 0,3 0,2 0,1 0,3
a-Cadinol 1634 2228 Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 0,2 Tr e e Tr - Tr e Tr Tr Tr Tr Tr
a-Eudesmol 1637 2218  ---em meeeen meeeee e e 0,2 T e L R T T
Eudesma-4(15),7-dién-1-p-ol 1664 K B Tr 0,1 Tr 01 e e Tr Tr Tr B I B S
(2)-Ligustilide 1691 2579 —---mm eeeem mmeeen smeen e e s s e e e e e e e e e
Total (%) 980 996 993 986 987 987 989 991 989 993 966 963 97,7 998 990 996 994 994

2. L’ordre d’¢lution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire
(BP-20)). °Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. °Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne polaire. Tr : Traces. B : Béchar. 3 : Mars ; 4 : Avril ; 5: Mai ; 16 : Année 2016 ;

17 : Année 2017.
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Annexe 2

Tableau 1 : Activité antioxydante des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos
scoparius vis-a-vis du piégeage du radical libre DPPH exprimée en pourcentage d’inhibition
(Protocole 1)

Concentrations

BGA BSGB1 BSGB2 Ghardara Bouilef Djerma G1
(mg/ml)
25 160+0,32 317+0,01 7,04+0,29 15,16+0,44 51,25+0,87 11,28+0,50
50 540+053 484+063 1408+0,04 18,76+0,72 66,64 +0,03 13,49+0,38
100 8,21+0,66 1459+0,06 2580+0,92 41,26+0,53 86,07+0,39 29,55+0,54
200 1368 +0,40 17,46+0,91 39,96+0,02 54,16+0,38 92,27 +0,21 35,19+0,02
400 32,14+0,04 2305+0,46 53,30+0,90 66,71+0,33 94,99+0,86 49,18+0,06
800 43,16 +0,12 31,67+0,01 69,01+0,31 79,69+0,88 98,19+0,22 63,31+0,74

BGA : Béchar groupe A ; BSGBL1 :

Béchar sous-groupe B1 ; BSGB2 : Béchar sous-groupe B2.

Tableau 2 : Activité antioxydante des huiles essentielles des parties aériennes de Pituranthos
scoparius vis-a-vis du piégeage du radical libre DPPH exprimée en pourcentage d’inhibition
(Protocole 2)

Concentrations (mg/ml) BGA BSGB1 BSGB2 Ghardaia

0,015625 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
0,03125 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
0,0625 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
0,125 1,76 + 0,38 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 2,39+£0,32
0,25 2,64 +£0,10 0,00 £ 0,00 1,32+ 0,60 3,83+£0,20
0,5 3,52+0,25 0,00 £ 0,00 2,64 £0,35 4,78 £ 0,60
1 4,41 + 0,60 1,32+0,11 4,85+0,21 6,22 + 0,11
2 7,49 £ 0,16 3,52+0,23 8,37 +£0,12 6,22 £ 0,08
4 10,13+ 0,44 4,85+0,18 11,89+ 0,43 10,05 £ 0,27
8 12,33 £0,28 6,61 +0,42 28,63 £ 0,20 24,40 £ 0,43
16 30,40 £ 0,50 9,69 +0,28 40,97 + 0,44 40,67 £ 0,29
32 42,73+ 0,43 16,30 £ 0,33 51,10 £0,28 55,98 + 0,31
64 55,51 £ 0,15 26,87 £ 0,22 70,93 +£0,78 69,86 £ 0,24
128 70,93 +0,34 48,46 + 0,41 84,58 + 0,51 77,99 £ 0,38
256 86,78 £ 0,10 74,89 + 0,59 88,99 + 0,10 86,60 + 0,14

BGA : Béchar groupe A ; BSGBL : Béchar sous-groupe B1 ; BSGB2 : Béchar sous-groupe B2.
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Annexe 3

Tableau 1 : Activité antioxydante des huiles essentielles des parties aériennes de Santolina
africana vis-a-vis du piégeage du radical libre DPPH exprimée en pourcentage d’inhibition
(Protocoles 1 et 2)

Protocole 1 Protocole 2

Echantillon 2016 Echantillon 2018 Echantillon 2018

Concentrations % d’inhibition Concentrations % d’inhibition

(mg/ml) (mg/ml)
25 13,98 £ 0,20 2,01+0,18 0,015625 13,45+ 0,35
50 31,09+0,24 8,04 £ 0,04 0,03125 13,25 £ 0,60
100 63,75+ 0,42 22,97 +£0,18 0,0625 14,26 £ 0,92
200 83,75+ 0,33 38,98 + 0,56 0,125 20,08 £ 0,92
400 92,81 £ 0,27 55,39 £ 0,97 0,25 23,09 £ 0,35
800 96,02 = 0,08 78,90 £ 0,01 0,5 28,31 +1,20
1 42,57 £ 0,92
2 51,41+212
4 62,85 + 0,92
8 70,68 £ 1,84
16 7751212
32 85,54 + 2,17
64 91,97 +1,25
128 99,60 + 0,35
256 100,00 £ 0,00
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Annexe 4

Tableau 1 : Composition chimique des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus récoltées dans la région de Béchar (Juillet 2017)

Parties aériennes

Parties souterraines (Rhizome)

Plante compléte

Composés® I’ I, B17 B17 B17 B17 B17 Bl7  BI7 B17 B17 B17 Bl17  B17 B17 B17  B17 B17
El E2 E3 E4 E5 E6 El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10
PA PA PA PA PA PA PA R R R R R PC PC PC PC
Tricyclene 920 01 01 Tr Tr Tr Tr
o-Pinene 932 1016  Tr 0,1 Tr Tr 0,1 Tr 0,1 Tr Tr 0,1 Tr Tr
Camphene 942 1063 - 0,2 Tr Tr 0,2 Tr 0,2 Tr 0,1 Tr Tr
2-Carene 995 1130 21 11,1 126 9,8 8,0 10,3 48 8,2 8,3 8,5 8,4 75 54 8,2 6,9 8,6
a-Phellandréne 996 1163 0,1 . . — — e . e e . . — e . - i
o-Terpinéne 1008 1178 01 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr Tr 0,1 Tr 0,1 0,2
p-Cymene 1010 1269 03 0,6 0,7 0,5 0,4 0,7 0,4 0,7 05 0,8 0,5 0,6 0,7 0,7 0,6 0,5
Limonene* 1020 1199 21 2,5 18 2,2 2,5 16 3,9 1,8 41 1,9 2,2 1,6 5,6 2,9 46 5,9
B-Phellandréne* 1020 1208 06 0,9 1,4 1,0 0,8 11 0,8 1,3 1,0 1,4 0,7 1,0 1,0 0,9 0,8 13
(2)-B-Ocimene 1026 1230 0,2 0,5 0,3 0,5 0,2 0,3 0,3 0,5 0,3 0,5 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,4
(E)-B-Ocimeéne 1038 1247 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 01 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
Terpinoléne 1078 Tr Tr Tr Tr 0,1 Tr Tr Tr 0,1 Tr Tr 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1
Fenchol 1098 1578 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,4 0,1 0,2 0,1 0,6 0,3 0,4 0,3
trans-p-Menth-2-éne-1-ol 1108 1559 105 31,6 194 311 308 20,7 317 287 290 21,8 284 289 263 238 248 266
cis-p-Menth-2,8-diéne-1-ol 1116 1662  Tr 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr
cis-p-Menth-2-ene-1-ol 1124 1624 7.2 183 134 199 195 146 198 200 181 158 169 20,2 170 156 153 161
Bornéol 1148 1696 Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr 0,1 Tr Tr Tr Tr Tr
Terpinéol-4 1160 1597 Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr 01 Tr Tr Tr 01 Tr 01
o-Terpinéol 1171 1692 2,1 1,6 1,1 1,6 2,7 1,2 45 1,6 38 1,4 2,0 1,7 58 3,0 43 38
cis-Pipéritol 1180 1674 3.2 12,6 53 93 9,2 5,6 9,0 8,2 8,7 57 10,8 8,3 78 7.1 6,9 7.1
trans-Pipéritol 1191 1741 4,6 10,6 8,0 120 115 8,8 11,7 122 105 9,7 9,9 12,5 10,1 9,3 8,4 8,9
Nérol 1209 1795 01 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,4 0,2 0,2 0,1
Pipéritone 1229 1722 02 0,9 0,5 0,6 0,6 0,6 0,5 0,7 0,4 0,7 0,8 0,8 0,6 0,7 0,5 0,3
Géraniol 1239 1842 01 0,7 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,9 0,1 0,1 0,5 0,9 0,1 0,1 0,2 0,1
d-Elémene 1331 1464 0,1 Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr
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B-Elémene

Cascarilladiene (Eudesma-
5,7-diéne)
(E)-p-Caryophylléne

v-Elémene
v-Muuroléne
Sélina-4,11-diene
Germacréene D
B-Sélinene
8-Sélinéne

4épi Cubébol
a-Sélinene
a-Bulnésene
v-Cadinéne
8-Cadinene
B-Elémol
Germacrene B
Spathulénol

5épi, 7épi a-Eudesmol
Sélina-6-en-4-ol
Alismol
Erémoligénol
v-Eudesmol*
5épi y-Eudesmol *
17-Muurolol
7-Cadinol
a-Cadinol
B-Eudesmol *
Valérianol*
a-Eudesmol
Intermédéol
Juniper camphor

1385
1411

1416
1426
1467
1473
1476
1479
1482
1485
1488
1496
1502
1510
1534
1549
1560
1590
1601
1606
1610
1613
1613
1619
1621
1625
1633
1633
1639
1641
1677

1584
1568
1590

1667
1701
1710
1685
1879
1716
1707
1751
1749
2074
1819
2115
2132
2155
2245
2185
2159
2093
2171
2161
2220
2220
2204
2211
2223
2287

2,6
0,2

0,4
0,2
0,3
1,0
0,6
0,8
0,7
0,6
0,6
0,5
18
0,3
9,8
0,8
0,3
0,9
51
0,6
0,5
15
0.3
15
1,8
0,9
4,0
1,0
3,0
3,3
9,4

0,1

Tr
Tr
0,1
Tr
0,1
Tr
0,1
Tr
Tr
0,2
Tr
0,5
Tr
0,1
Tr
0,8
0,1
Tr
0,1
0,1
0,2
0,3
Tr
0,1
0,7
0,6

0,7
Tr

0,1
Tr
0,2
0,1
0,3
0,1
0,3
0,2
0,1
0,1
0,7
0,2
6,3
Tr
0,5
0,5
2,1
0,4
0,3
1,0
0,1
0,8
0,5
0,4
34
0,4
2,1
1.8
3,5

0,2

0,1
0,1
Tr
0,1
0,1
0,1
Tr
Tr
Tr
0,2
0,1
19
Tr
0,2
0,1
1,0
0,2
0,1
0,3
Tr
0,1
0,2
0,8
0,1
0,6
0,7
1,0

0,2

0,1
0,1
Tr
0,1
Tr
0,1
Tr
Tr
Tr
0,2
0,1
1,9
Tr
0,2
0,1
11
0,2
0,1
0,3
0,2
0,1
0,9
0,1
0,6
0,8
1,2

0,6
Tr

0,1
Tr
0,2
0,1
0,3
0,1
0,3
0,1
0,1
0,1
0,7
0,2
6,4
0,1
0,5
0,4
19
0,4
0,3
1,0
01
0,7
0,3
0,4
34
0,4
19
1,7
3,3

0,4
Tr
Tr

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,4
Tr
1,9
0,1
0,1
0,1
14
0,1
0,2
0,1
0,3
0,2
Tr
0,7
0,2
0,5
1,0
15

0,2
Tr

Tr
0,1
0,1
Tr
0,1
0,1
0,2
Tr
Tr
Tr
0,3
0,1
1,4
Tr
0,2
0,2
15
0,2
0,1
0,2
Tr
0,4
0,5
0,4
0,4
0,4
1,2
2,0

0,2

Tr
Tr
0,1
Tr
0,1
Tr
0,1
Tr
Tr
Tr
0,2
0,1
2,4
Tr
0,2
0,1
1,4
0,2
0,1
0,3
Tr
0,2
0,1
1,0
0,1
0,7
1,0
1,7

0,5
Tr

Tr
Tr
0,2
0,1
0,2
0,3
0,3
0,1
0,1
Tr
0,6
0,2
6,1
0,1
0,5
0,3
15
0,4
0,2
1,0
0,1
0,6
0,4
0,3
3,3
0,3
15
1,6
2,9

0,5
Tr

0,1
0,1
0,1
0,1
0,2
0,1
0,2
0,1
0,1
0,1
0,5
0,2
2,1
Tr
0,2
0,2
1,5
0,2
0,1
0,3
Tr
0,4
Tr
Tr
0,9
0,2
0,6
1,2
1,8

0,2
Tr

Tr
0,1
0,1
Tr
0,1
0,1
0,2
Tr
Tr
Tr
0,4
0,1
1,4
Tr
0,2
0,2
15
0,2
0,1
0,2
Tr
0,4
0,5
0,6
0,2
0,4
1,2
18

0,3

Tr
0,1
0,1
0,1
0,1
Tr
0,2
0,1
0,1
Tr
0,4
0,1
2,8
Tr
0,3
0,1
1,2
0,2
0,2
0,5
Tr
0,1
0,3
0,1
1,7
0,1
1,0
11
1,6

0,5
Tr

Tr
0,1
0,2
0,1
0,3
Tr
0,2
0,1
0,1
Tr
0,6
0,1
51
Tr
0,4
0,3
1,6
0,3
0,2
0,8
0,1
0,5
0,3
0,3
2,6
0,3
1,6
1,5
2,5

0,5
Tr

Tr
0,1
0,1
0,1
0,1
Tr
0,2
0,1
0,1
Tr
0,5
0,2
6,8
Tr
0,1
0,4
1,3
0,2
0,2
0,7
0,1
1,0
0,3
0,4
1,7
0,5
1,3
11
1,6

04

Tr
Tr
Tr
0,1
Tr
0,1
Tr
0,3
Tr
5,6
Tr
0,2
0,2
1,3
0,1
0,1
0,1
0,4
0,6
0,3
1,7
0,4
1,2
1,0
1,9
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Géranyl linalol 1694 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 01 0,1 Tr

Total (%0) 89,1 96,9 93,0 97,4 96,2 92,9 97,9 95,8 96,6 93,2 94,8 95,2 95,0 94,2 94,4 96,9

2. L’ordre d’¢élution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire
(BP-20)). °Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. Irp: Indices de rétention mesurés sur colonne polaire. Tr : Traces. B17 : Béchar 2017, PC : Plante compléte (Rhizome, tiges et
feuilles) ; PA : Parties aériennes (Tiges et feuilles).

Tableau 2 : Composition chimique des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus récoltées dans la région de Ghardaia
(Avril 2016 — Janvier 2017)

Ghardaia 2016 Ghardaia 2017

Composés Ira? Irp® G16 G16 G16 G16 G16 G16 G16 G17 G17 G17 G17 G17 G17 G17

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 El E2 E3 E4 E5 E6 E7

PC PC PC pPC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC
Tricyclene 920 ---- Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1
a-Pinéne 932 1016 0,1 Tr Tr Tr Tr 0,1 0,1 0,3 0,2 Tr 0,2 0,1
Camphéne 942 1063 Tr Tr 0,2 0,1 Tr Tr 0,1 0,2 0,1 0,6 0,3 0,1 0,3 0,2
2-Carene 995 1130 13,1 1,0 6,4 8,8 7,7 9,3 9,0 17,0 6,1 3,6 10,2 8,8 10,5 81
a-Phellandréne 996 1163 Tr
a-Terpinéne 1008 1178 0,2 Tr 0,1 Tr Tr Tr 0,1 0,2 Tr Tr Tr Tr Tr 0,1
p-Cymene 1010 1269 1,4 0,5 1,3 25 1,9 1,4 1,9 1,5 0,8 1,0 1,5 1,8 1,2 1,2
Limonene* 1020 1199 2,4 0,3 1,5 1,6 1,4 1,7 1,8 2,5 1,4 3,5 1,8 1,6 18 1,6
B-Phellandréne* 1020 1208 23 0,5 1,8 1,2 1,3 1,8 2,4 1,4 1,0 1,0 0,9 1,2 1,2
(2)-B-Ocimene 1026 1230 0,2 0,1 Tr Tr Tr 0,1 0,1 04 0,1 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2
(E)-p-Ocimeéne 1038 1247 0,1 Tr Tr Tr Tr 0,2 Tr Tr 0,1 Tr Tr 0,1
Terpinoléne 1078 ---- Tr Tr Tr Tr 0,1 Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 Tr Tr
Fenchol 1098 1578 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1
trans-p-Menth-2-éne-1-ol 1108 1559 28,5 25,2 18,9 15,0 23,9 27,1 19,8 22,6 18,5 11,6 26,8 18,0 20,7 22,5
cis-p-Menth-2,8-diéne-1-ol 1116 1662 0,1 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,2
cis-p-Menth-2-ene-1-ol 1124 1624 16,3 18,5 12,8 10,8 16,5 16,3 13,0 15,4 13,8 8,2 13,5 11,5 14,6 13,9
Bornéol 1148 1696 0,1 0,1 Tr Tr Tr Tr Tr 0,1 0,2 0,1 Tr 0,1 0,1
Terpinéol-4 1160 1597 0,3 Tr Tr Tr Tr Tr Tr 0,2 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2
a-Terpinéol 1171 1692 1,2 1,3 1,2 11 1,2 1,4 1,2 0,9 1,3 2,7 1,2 0,9 1,4 13

cis-Pipéritol 1180 1674 8,5 8,6 51 3.9 6,8 8,6 57 54 53 33 11,0 74 55 79
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trans-Pipéritol
Nérol

Pipéritone
Géraniol
8-Elémeéne
B-Elemene
Cascarilladiéne (Eudesma-
5,7-diéne)
(E)-p-Caryophylléne
v-Elémene
vy-Muuroléne
Sélina-4,11-diene
Germacrene D
B-Sélinene
8-Sélinéne

4épi Cubébol
a-Sélinene
a-Bulnéséne
v-Cadinéne
8-Cadinene
B-Elémol
Germacréne B
Spathulénol

5épi, 7épi a-Eudesmol
Sélina-6-en-4-ol
Alismol
Erémoligénol
v-Eudesmol*

5épi y-Eudesmol *
-Muurolol
1-Cadinol
a-Cadinol

1191
1209
1229
1239
1331
1385

1411

1416
1426
1467
1473
1476
1479
1482
1485
1488
1496
1502
1510
1534
1549
1560
1590
1601
1606
1610
1613
1613
1619
1621
1625

1741
1795
1722
1842
1464
1584

1568
1590

1667
1701
1710
1685
1879
1716
1707
1751
1749
2074
1819
2115
2132
2155
2245
2185
2159
2093
2171
2161
2220

8,8
0,1
0,9
0,3
0,3

Tr
Tr
0,1
0,2
0,1
Tr
0,2
0,1
6,4
Tr
Tr
0,1
0,6
0,1
Tr
0,1
0,5
0,1
Tr

12,8
0,1
1,1
0,2
Tr
0,8
Tr

0,1
0,1
0,4
0,2
0,4
0,1
0,3
0,2
0,3
0,1
0,7
0,2
55
0,1
0,1
0,5
13
0,2
0,2
08
0,2
08

04

7,3
0,1
1,2
0,3
Tr
09
Tr

0,1
Tr
0,3
0,1
0,3
0,3
0,3
0,1
0,2
Tr
0,7
0,2
13,6
0,1
0,1
0,3
1,0
0,2
0,4
1,4
0,1
0,5

04

6,5
0,2
1,0
0,1
0,1
15
Tr

0,1
0,1
0,4
0,2
0,5
0,5
0,3
0,2
0,3
0,1
0,7
0,2
13,5
0,1
0,1
1,0
0,9
0,1
0,3
1,7
0,3
1,6

04

9,6
0,1
2,2
Tr

0,7

Tr
0,1
0,3
0,1
0,2
0,3
0,2
Tr
0,2
Tr
0,5
0,1
7,6
0,1
0,1
0,4
0,4
0,1
0,1
0,6
0,1
0,7
0,3
0,3

9,2
02
14
04
04

0,1
0,1
Tr
0,1
0,2
0,1
Tr
0,1
Tr
0,3
0,1
6,8
Tr
0,1
0,2
0,7
0,1
0,1
0,6
0,1
0,3

0,2

75
0,2
1,1
0,3
Tr
1,0
Tr

Tr
0,1
0,3
0,1
0,3
04
0,2
0,2
0,2
0,1
0,5
0,2
11,0
0,1
0,1
0,5
0,9
0,1
0,2
1,2
0,1
0,9

0,3

8,8
0,6
0,3
0,5

0,1
Tr
Tr
0,1
0,1
0,1
0,1
0,2
0,1
7,4
Tr
Tr
0,2
0,5
0,1
Tr
0,2
04
0,5
0,1

8,9
Tr
0,5
Tr
Tr
0,8
Tr

Tr
Tr
0,2
0,1
0,3
0,5
0,3
0,2
0,1
0,6
0,4
9,9
0,1
0,3
0,8
1,3
0,2
0,5
1,6
0,3
1,9

04

51
0,1
0,5
0,5
Tr
1,3
Tr

0,1
Tr
0,3
0,1
0,4
0,3
0,4
0,2
0,1
0,9
0,3
20,7
0,1
0,4
0,6
15
0,2
0,5
2,1
0,2
1,0
0,6
0,5

7,2
0,1

0,3

0,5
0,1
0,1
0,2
Tr
0,1
0,3
0,1
Tr
Tr
0,4
0,1
6,8
Tr
0,2
0,1
0,8
0,1
0,1
0,4
Tr
0,4

0,2

7,1
0,1
1,3
0,2
Tr
1,2
Tr

0,1
0,1
0,6
0,2
0,5
0,6
0,4
0,1
0,1
0,9
0,1
8,0
0,1
0,3
0,5
1,0
0,5
0,3
0,9
0,1
1,0
0,3
0,5

8,8
0,1
0,9
0,4
0,7
Tr

Tr
Tr
0,1
Tr
0,2
0,2
0,2
0,1
Tr
0,5
0,2
9,5
Tr
0,3
0,4
0,8
0,1
0,3
1,4
0,2
0,7

0,4

8,3
0,1
11
0,2
Tr
0,7
Tr

Tr
Tr
0,2
0,1
0,2
0,4
0,2
0,2
Tr
0,5
0,3
8,6
0,1
0,3
0,6
11
0,1
0,3
11
0,2
1,2

0,3
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B-Eudesmol * 1633 2220 1,8 25 5,7 5,6 2,6 2,3 4.4 3,7 4,6 7,2 2,0 4,1 4.4 3,3
Valérianol* 1633 2204 0,2 0,4 0,3 0,8 0,4 0,1 0,5 0,3 1,0 0,6 0,2 0,5 0,4 0,6
a-Eudesmol 1639 2211 11 1,3 3,0 2,6 0,9 1,2 2,2 2,3 3,8 4,0 0,6 1,4 2,6 2,2
Intermédéol 1641 2223 0,6 1,8 1,3 1,6 11 0,7 1,2 0,2 0,7 15 09 2,7 0,7 0,5
Juniper camphor 1677 2287 0,8 1,8 1,3 1,0 0,5 0,8 1,1 0,9 1,8 2,5 1,0 1,5 1,1 1,5
Géranyl linalol 1694 Tr Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
Total (%) 98,1 92,2 90,1 90,4 92,2 94,9 92,4 97,0 91,6 91,9 94,2 88,9 94,1 93,4

& : L’ordre d’¢lution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a I’exception des composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire
(BP-20)). ®Ir,: Indices de rétention mesurés sur colonne apolaire. ¢Iry: Indices de rétention mesurés sur colonne polaire. Tr : Traces. G16 et G17 : Ghardaia 2016 et 2017, PC : Plante compléte
(Rhizome, tiges et feuilles).
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Annexe 5

Tableau 1 : Activité antioxydante des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus vis-a-vis
du piégeage du radical libre DPPH exprimée en pourcentage d’inhibition (Protocole 2)

Huiles essentielles (% d’inhibition)

Concentrations (mg/ml)

Groupe | Sous-groupe 11B

0,015625 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
0,03125 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
0,0625 2,39+ 0,04 2,39+£0,12
0,125 3,83+0,15 3,83+£0,16
0,25 4,78 + 0,12 6,70 £ 0,21
0,5 6,70 + 0,06 11,96 + 0,09
1 12,44 £ 0,23 14,83 £ 0,11
2 17,22 £ 0,11 20,10 £ 0,16
4 19,62 + 0,03 24,40 = 0,08
8 28,71 £ 0,07 37,32 £0,04
16 44,98 + 0,09 67,46 £ 0,12
32 71,77 £ 0,13 75,12 £ 0,22
64 84,21 +0,18 81,82 £ 0,17
128 88,04 + 0,21 87,08 £ 0,10
256 93,78 +0,11 Non testé




Annexe 6

Activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Pituranthos scoparius - Méthode des disques :
Photos représentant les zones d’inhibition des échantillons d’HE relatives aux souches les plus
sensibles

Zone d’inhibition de Staphylococcus aureus Zone d’inhibition de Staphylococcus aureus
par 'HE de P. scoparius — Béchar GA par 'HE de P. scoparius — Djerma G1

Zone d’inhibition d’Aspergillus fumigatus Zone d’inhibition de d’Aspergillus flavus
par 'HE de P. scoparius - Ghardaia par 'HE de P. scoparius — Biskra

Zone d’inhibition de Candida albicans par Zone d’inhibition de Fusarium oxysporum
I'HE de P. scoparius — Djerma G1 par I'HE de P. scoparius — Ghardaia



Activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Pituranthos scoparius - CMI : Photos
représentant la résistance ou bien I’inhibition totale de quelques souches microbiennes vis-a-vis

des huiles essentielles

P. scoparius — Djerma G1 P. scoparius — Ghardaia
Résistance partielle de Candida Résistance de Staphylococcus
albicans a la concentration de 2 aureus a la concentrationde 1 et 2
pi/ml pi/ml

P. scoparius — Djerma G2

Inhibition totale de Candida
albicans a la concentration de 4
pl/ml



Activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Santolina africana - Méthode des disques :
Photos représentant les zones d’inhibition des échantillons d’HE relatives aux souches les plus
sensibles

Zone d'inhibition de Staphylococcus Zone d'inhibition de Candida albicans
aureus par 'HE de Santolina africana par 'HE de Santolina africana

Zone d’inhibition de Candida albicans Zone d’inhibition de Fusarium oxysporum
par 'HE de Santolina africana par 'HE de Santolina africana

Zone d’inhibition de Aspergillus flavus Zone d’inhibition de Aspergillus
par 'HE de Santolina africana fumigatus par 'HE de Santolina africana



Activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus - Méthode des
disques : Photos représentant les zones d’inhibition des échantillons d’HE relatives aux souches
les plus sensibles

Zone d'inhibition de Staphylococcus Zone d’inhibition de Candida albicans
aureus par I'HE de C. schoenanthus par I'HE de C. schoenanthus
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Zone d’inhibition de Candida albicans Zone d’inhibition de Asperqgillus flavus
par I'HE de C. schoenanthus par I'HE de C. schoenanthus

Zone d’inhibition de Fusarium oxysporum Zone d’inhibition de Aspergillus fumigatus
par I'HE de C. schoenanthus par I'HE de C. schoenanthus



Activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus - CMI : Photos
représentant la résistance ou bien I’inhibition totale de quelques souches microbiennes vis-a-vis
des huiles essentielles

Inhibition totale de Staphylococcus Inhibition totale de Candida albicans a
aureus par a la concentration de 1 pl/ml la concentration de 2 pl/ml

Résistance partielle de Aspergillus Inhibition totale de Aspergillus flavus a
fumigatus a la concentration de 0,5 pl/ml la concentration de 2 pl/ml
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Chemical Variability of the Essential Oil of Pituranthos scoparius
from Algeria

Charaf Eddine Watheq Malti,® Maghnia Boussaid,® Larbi Belyagoubi,® Mathieu Paoli,°
Marc Gibernau,® Félix Tomi,*® Fewzia Atik Bekkara,® and Chahrazed Bekhechi?

4Laboratoire des Produits Naturels, Département de Biologie, Université Abou Bekr Belkaid, BP 119, Tlemcen, Algérie
PUniversité de Corse-CNRS, UMR CNRS 6134, Equipe Chimie et Biomasse, Route des Sanguinaires, 20000 Ajaccio,
France, e-mail: felix.tomi@univ-corse.fr

The chemical composition of 93 oil samples from the aerial parts of Pituranthos scoparius, harvested in three
regions of Algeria, was investigated by GC-FID, GC/MS and '>C-NMR. Monoterpene hydrocarbons dominated in
association with phenylpropanoids and a chemical variability was found highlighting three clusters. The composition
of group | (36 samples) exhibited an atypical composition characterized by a very high contents of
6-methoxyelemicine (13.0 — 59.6%), followed by sabinene (1.1 — 43.0%) and limonene (6.6 — 39.0%), while the
samples of group Il (12 samples) contained a high content of limonene (9.2 — 44.0%), followed by myristicine
(0.0 — 29.4%) and a lower amount of sabinene (0.8 — 2.3%). Group Il (45 samples) could be divided in two
subgroups. Subgroup SGIIIA was characterized by a very high content of sabinene (28.0 — 55.6%), followed by
elemicine (0.0 — 29.1%), while the samples belonging to SGIIIB were characterized by the lower content of sabinene
(6.2 — 355%) and a significant content of muyristicine (1.5 — 32.4%), o-pinene (4.2 — 31.0%) and dill apiole

(0.1 — 31.4%). Each harvested region was characterized by a different chemical composition.

Keywords: Apiaceae, Pituranthos scoparius, GC, GC/MS, 13C-NMR, statistical analyses.

Introduction

The genus Pituranthos Viv. (Syn. Deverra DC.) (Apiaceae
family) is represented by 12 species widely distributed
in North Africa.l’ This genus is characterized by aphyl-
lous, ephedroids perennial plants, forming dense
clumps of generally branched erected stems. The
umbels are polyphyllous involucres and involucels.
The fruits are ovoid mericarps presenting six strips. In
the flora of Algeria, this genus is represented by four
species, namely, P. chloranthus (Coss. & Durieu) BENTH. &
Hook., P. battandieri Mae, P. scoparius (Coss. & DuURriEu)
BentH. & Hook. and P. reboudii (Coss. & Durieu) BENTH. &
Hoox.™?!

P. scoparius (Coss. & Durieu) BentH. & Hook. (Syn.
Deverra scoparia Coss. & Dureu!™!) is an endemic
plant of North Africa (Mauritania, Morocco, Algeria
and Tunisia) growing spontaneously in rocky pastures
and widespread in high plateau and throughout the
Sahara."™™ The plants form upright tufts with non-
divaricate stems that are in general totally aphyllous.
The flowering stems present lateral umbels with short
peduncles (1 — 3 cm). The flowers are white and the
fruit is longer than wide, bristly with erect hairs.””!

P. scoparius, commonly known as ‘Guezzah’/* has
been used in folk medicine for the treatment of
spasms, pains, diabetes, hepatitis, digestive disorders,
urinary infections and for postpartum care.® p. sco-
parius is also commonly known as ‘Tattai’ by Touareg
people”! who used it in food as aroma for meal and
bread.®

Phytochemical studies revealed that P. scoparius
contains a large variety of compounds. Five glycosy-
lated flavonoids were isolated in butanolic extract
(apigenin 7-O-glucoside or apigetrin, apigenin 7-O-
rhamnoside, apigenin 6,8-di-C-glucoside, isorhamnetin
3-O-glucoside and apigenin 6,8-di-C-glucoside (vice-
nin-2)).”! Two isocoumarins have been isolated from
the ethyl acetate extract of the root of P. scoparius:
6-hydroxy-5-methoxy-3-propylisocoumarin ~ and  6-
hydroxy-5,7-dimethoxy-3-propylisocoumarin.'®  Two
cinnamic acids (5-O-caffeoylquinic acid and 5-feruloyl-
quinic acid), and 13 known flavonoids (vicenin-2, six
quercetin and six isorhamnetin O-glycosylated deriva-
tives) were identified in methanolic and aqueous
extracts.!'"

Some biological activities have been reported
for the extract or essential oils of P. scoparius, such
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as antioxidant and antimicrobial

activity 20 4016107)

Several studies have been carried out on the com-
position of P. scoparius essential oil obtained by
hydrodistillation of aerial parts, stems, flowers and
seeds. However, most of the articles reported on the
analysis of only one or two oil samples. The composi-
tion of the essential oil of different parts of P. scopar-
jius harvested in Algeria exhibited a large chemical
variability. Almost all the investigated plants were
characterized by the occurrence of monoterpenes or
phenylpropanoids as major components. Indeed, the
first analysis was undertaken in 1999 on twigs and
seeds oils isolated from P. scoparius harvested during
autumn in Ain Diss (Oum El Boughi, eastern Algeria).
The twig oil contained mainly a-pinene (34%) and api-
ole (15%). In contrast, the seeds oil contained apiole
(52%), bornyl acetate (21%) and o-pinene (11%).1'®

Later, Vérité et al.l'® compared the chemical com-
position of two oil samples isolated from different
organs (stems and seeds) of P. scoparius harvested in
April in Ghardaia Province (southern Algeria). Seeds
yielded an essential oil characterized by dill apiole
(12.2%), limonene (11.2%), myristicine (11.1%),
o-pinene (8.2%) and p-cymene (7.5%), whereas germa-
crene D (12.7%), limonene (9.8%) and myristicine
(7.2%) were the main components of the stem oil.

Twelve essential oils from the aerial parts (stems
and seeds) of P. scoparius, collected from different
regions of Algeria (Ghardaia, seven samples;
Laghaouat, two samples and Djelfa, three samples),
were also analyzed by GC and GC/MS. The composi-
tion was largely dominated by monoterpene hydrocar-
bons (44.4 — 81.9%). Some samples were also rich in
phenylpropanoid compounds such as myristicine
(0.0 — 31.1%) and dill apiole (0.4 — 47.3%). The statisti-
cal analyses showed the existence of two principal
clusters. The chemical composition of the first group
was dominated by dill apiole (1.4 —47.3%) and
o-pinene  (23.7 — 35.8%) with some f-pinene
(1.7 — 5.3%) and bornyl acetate (tr — 9.6%). The sam-
ples belonging to this group were collected in the
two regions of Laghouat and Djelfa. The essential oil
of the second group contained much more limonene
(32.7 — 66.5%) and myristicine (tr — 31.1%). It may be
noted that all samples from this group have been har-
vested in Ghardaia.?”

During the same period, Smaili et al?" reported
on the composition of an oil sample isolated from the
flowers harvested during autumn in M'sila (Center
Algeria). The composition was mainly represented by
monoterpenes, followed by phenylpropanoid deriva-
tives. The main constituents of the essential oil were
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myristicine (24.1%), a-pinene (17.4%) and o-phellan-
drene (15.6%).

Oils, obtained from aerial parts harvested during
the flowering stage in October, from four locations of
Algeria (Boussaada (M'sila), T'Kout (Batna), El Kantra
and Mechouneche (Biskra)), contained sabinene
(14.8 — 24.8%), a-pinene (8.3 — 23.3%) and o-terpinene
(3.7 — 7.7%) as main components. Myristicine (7.6%)
and dill apiole (6.6%) exhibited noticeable amounts
for El Kantra sample, whereas dill apiole reached up
16.8% in the Mechouneche sample.l*?

Chikhoune et al!"® investigated the composition of
fresh and dried aerial parts (stems and leaves) of
P. scoparius collected from Souk Ahras (eastern Alge-
ria). Both oils exhibited a composition dominated by
monoterpene hydrocarbons: «-pinene (34.4% and
23.6%, respectively), sabinene (16.3% and 26.5%,
respectively) and p-cymene (10.1% and 8.6%, respec-
tively), but no phenylpropanoid derivatives were
found. Ksouri et al'¥ also investigated the composi-
tion of aerial parts oil sample isolated from plants har-
vested in March in Tamanrasset Province (Hoggar,
southern Algeria). This oil sample was characterized
by a high content of limonene (46.9%), followed by
1,8-cineole (7.6%). Among the unusual components of
essential oils, (32)-butylidenephthalide (2.6%) and (3E)-
butylidenephthalide (1.2%) were also found in this
sample.

It appears from literature data that the essential oil
from the aerial parts of P. scoparius exhibited a large
chemical variability. All the investigated oil samples
were characterized by the occurrence of monoterpene
hydrocarbons (a-pinene, sabinene and limonene) asso-
ciated with phenylpropanoids (myristicine and dill api-
ole). The contents of these compounds varied
drastically from sample to sample. However, most of
the articles reported on the analyses of only one or
two oil samples, including different periods of harvest-
ing and obviously, the reported compositions are not
always representative of P. scoparius. Moreover, the
West of Algeria was never investigated in any previ-
ous articles.

So, the purpose of this study is to characterize
the yield and the chemical composition of the essen-
tial oil from the aerial parts of P. scoparius across
Algeria. Firstly, we carried out detailed analysis of ten
bulk samples, by combination of chromatographic
and spectroscopic techniques. Secondly, we analyzed
83 samples of aerial parts oil from individual plants
harvested in five locations of Algeria, in order to
determine if P. scoparius from Algeria produce a
homogeneous oil or to evidence any eventual chemi-
cal variability.
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Results and Discussion

We choose five locations of sampling exhibiting
diverse climatic conditions (Figure 1): Ghardaia, Biskra,
Batna (Fesdis-Bouilef and Djerma) and Béchar. To eval-
uate the intra-populational variability as well as the
variation during the stages of development of plant,
three plants were sampled every month from Septem-
ber 2016 to January 2017 during the reproductive
cycle, i.e., from the beginning flowering to the end
fructification.

Ten oil samples were submitted to GC analyses, in
combination with retention indices, on two columns of
different polarity, eight samples to GC/MS and two sam-
ples to ">C-NMR analyses. In total, 62 compounds were
identified  (Table 1), including various phenyl-
propanoids, accounting for 91.2 — 99.3% of the whole
essential oil chemical composition. The content of all
the major components varied drastically from sample
to sample: 6-methoxyelemicine (0.0 — 58.2%), sabinene
(1.1 — 32.4%), elemicine (0.0 — 29.1%), limonene
(0.7 — 26.7%), myristicine (tr — 20.1%), dill apiole (0.0 —
18.0%), o-pinene (0.7 — 17.1%), o-phellandrene (tr —
15.4%), (2)-ligustilide (0.0 — 9.7%) and germacrene D
(0.2 — 9.5%). Four other compounds were presented at
appreciable amounts: -pinene (0.8 — 7.1%), -phellan-
drene (tr — 7.9%), terpinen-4-ol (0.2 - 7.1%) and
p-cymene (0.5 — 5.5%).

Five samples exhibited noticeable different chemi-
cal compositions characterized by very low amounts
of myristicine (0.1 — 1.4%): sample 60 was character-
ized by the preeminence of 6-methoxyelemicine
(58.2%), followed by limonene (22.4%); three samples
(10, 12 and 81) were dominated by the association of
sabinene/6-methoxyelemicine/limonene (30.3%/31.3%/
32.4%; 29.4%/25.1%/27 A%; 14.6%/21.6%/19.1%,
respectively). Sample 24 was characterized by equal
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amounts of elemicine (29.1%) and sabinene (28.0%),
followed by o-pinene (10.6%). The main components
of sample 52 were myristicine (19.4%) and dill apiole
(16.8%), followed by o-pinene (11.2%) and sabinene
(10.5%). Sample 19 contained sabinene (22.9%) and
dill apiole (18.0%) as major constituents, followed by
myristicine (12.7%). The sample 42 exhibited a compo-
sition dominated by myristicine (20.1%) and sabinene
(19.9%), accompanied by a-pinene (10.2%). Limonene
was identified as the main compound of sample 4
(26.7%). In this sample, myristicine (13.6%), o-pinene
(11.3%) and a-phellandrene (11.3%) accounted appre-
ciable amounts, while a-pinene (17.1%) and o-phellan-
drene (15.4%) were the major components of the
sample 3, followed by (2)-ligustilide (9.7%) and germa-
crene D (9.5%), which are notable compared to the
other samples (0.0 — 2.2% and 0.2 — 3.7%, respec-
tively). a-Phellandrene reached appreciable contents
in these last two samples compared to all other
samples (tr — 0.7%).

Ninety-three samples of essential oil were obtained
by hydrodistillation from aerial parts from individual
plants of P. scoparius collected in five locations in
Algeria (Figure 1).

Then, the chemical composition and the yields of
93 samples isolated from the aerial parts of P. scopar-
ius harvested in five locations of Algeria, will be com-
pared in order to study any eventual chemical
variability. The essential oil yields (w/w) calculated
from dry material varied drastically from sample to
sample ranging from 0.16 to 0.99% even within a
location (Tables 2 and 3). As it could be seen from
Table 2, the highest yields were obtained for Sahara
locations (Béchar and Ghardaia) and the lowest were
observed for plant collected in high plateau (Biskra
and Batna). Furthermore, the highest yields were also
obtained in spring (Table 3, Béchar). However, a great

Biskra

[ El Kantara

[ Taghit [ Metlili

Figure 1. Sampling locations of Pituranthos scoparius from Algeria.
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Table 1. Chemical composition of aerial parts essential oil of Pituranthos scoparius from Algeria

Component!® RL® R, Sample Identification mode

3 4 10 12 19 24 42 52 81 60

a-Thujene 922 1023 06 10 04 04 06 06 09 06 03 09 RILMS >C-NMR
a-Pinene 930 1022 171 113 29 28 72 106 102 112 07 24 Rl MS, ">*C-NMR
Camphene 942 1069 02 02 T Ty 01 01 01 01 - 0.2 RI, MS, *C-NMR
Thujadiene 946 - - - - Tr - 0.1 0.1 - - RI, MS
Sabinene 964 1126 2.0 1.1 303 313 229 280 199 105 324 1.1 RI, MS, '>*C-NMR
B-Pinene 969 1115 71 37 15 15 37 19 49 26 09 08 Rl MS ">C-NMR
Myrcene 979 1165 11 10 08 08 04 03 04 03 10 0.1 RILMS *C-NMR
a-Phellandrene 996 1170 154 113 01 01 03 03 01 03 07 Tr RIlMS ">3C-NMR
0-3-Carene 1003 1151 0.1 Tr — 0.5 0.5 03 08 Tr Tr — RI, MS
a-Terpinene 1008 1184 0.1 Tr 07 06 07 07 03 03 08 — RLMS
p-Cymene 1011 1275 39 33 05 06 30 35 47 55 07 16 R, MS
Limonene* 1021 1206 92 267 146 216 17 07 10 21 191 224 Rl MS, "*C-NMR
p-Phellandrene* 1021 1214 79 57 01 02 03 01 02 02 03 Tr RILMS "*C-NMR
(2)-p-Ocimene 1024 1235 Tr - 01 Tr 05 03 09 04 Tr 1.2 RI, MS, "*C-NMR
y-Terpinene 1047 1247 03 04 16 15 17 14 09 12 16 02 Rl MS "*C-NMR
trans-Sabinene hydrate 1052 1465 — - 02 03 03 04 03 02 04 - RI, MS
Terpinolene 1077 1286 05 03 03 03 04 03 04 03 04 Tr Rl MS ">3C-NMR
cis-Sabinene hydrate 1082 1541 - - 01 02 02 03 01 01 03 Tr RI, MS
Campholenal 1104 1495 Tr  Tr - Tr 03 04 09 13 03 05 RI,MS "*C-NMR
trans-Pinocarveol 1122 1658 Tr Tr 0.1 0.1 0.8 0.8 1.5 1.2 0.1 0.2 RIl, MS
cis-Verbenol 1123 1658 — - - - 01 02 04 05 02 0.1 RILMS
trans-Verbenol 1127 1680 01 01 01 01 09 16 18 23 01 04 Rl MS "*C-NMR
Pinocarvone 1138 1571 Tr - - - 0.3 03 0.8 0.7 - 0.1 RI, MS
p-Menth-1,5-dien-8-ol 1144 1714 Tr Tr — - 0.2 0.2 0.2 04 - Tr RI, MS
Cryptone 1155 1661 0.1 01 Tr 01 02 03 02 02 - — R MS
p-Cymen-8-ol 1159 1846 Tr  Tr - Tr 01 02 03 01 01 0.1 RILMS
Terpinen-4-ol 1160 1604 02 02 38 40 44 41 44 21 71 03 Rl MS, "*C-NMR
Myrtenal 1169 1631 — - - - 03 03 09 07 - 02 RI, MS
a-Terpineol 1171 1700 Tr - 01 01 01 01 01 01 02 - RLMS
Estragole 1174 1678 Tr — — Tr 0.3 0.3 0.2 0.2 — Tr RI, MS
Myrtenol 1177 1796 - - - - 03 02 07 05 - 0.1 RI, MS
trans-Carveol 1196 1840 Tr 01 01 02 01 02 02 03 01 10 RILMS ">3C-NMR
cis-Carveol 1208 1871 — - - Tr 01 - - - - 0.3 RI, MS, >*C-NMR
Cuminaldehyde 1211 1782 - - - - 01 02 01 02 - — R MS
Carvone 1213 1738 01 01 01 01 - Tr 01 02 Tr 16 Rl MS, "*C-NMR
Cuminol 1262 2407 - - - - 01 02 01 01 - — R, MS
Bornyl acetate 1268 1583 0.1 02 - 01 02 - 01 04 - 04 RI, MS, *C-NMR
Thymol 1271 2179 02 01 - - 04 02 03 06 01 0.1 RIL,MS
Carvacrol 1279 2223 0.1 - — Tr 0.1 Tr 0.3 0.1 0.1 - RI, MS
2,4-Decadienal 1288 1798 Tr - 01 Tr 01 Tr 0.5 0.1 - - RI, MS
Eugenol 1326 2176  — 01 - - 01 Tr Tr 01 - — Rl MS
Methyleugenol 1369 2019 26 1.1 02 02 08 06 13 10 03 03 Rl MS *C-NMR
a-Copaene 1373 1492 07 02 01 02 01 01 03 02 01 01 RLMS
p-Cubebene 1384 1537 05 01 01 01 Tr Tr 02 01 01 Tr RLMS
(E)-p-Caryophyllene 1416 1599 03 0.1 01 01 Tr - — - 0.1 - RI, MS
o-Cubebene 1446 1537 Tr Tr — Tr Tr — 0.1 01 Tr - RI, MS
Germacrene D 1473 1710 95 28 20 37 05 03 02 03 31 02 Rl MS "*C-NMR
B-Selinene 1479 1712 03 01 01 Tr 01 01 02 02 01 0.1 RILMS
Myristicine* 1488 2272 Tr 136 01 01 127 14 201 194 01 0.1 Rl MS, ">*C-NMR
Bicyclogermacrene* 1488 1733 05 03 07 04 - - - - 06 0.2 RI, MS, *C-NMR
5-Cadinene 1512 1758 18 05 03 02 03 02 03 03 01 Tr Rl MS "*C-NMR
Elemicine 1518 2226 01 Tr Tr Tr 01 291 01 02 - 0.1 RI, MS
Spathulenol 1561 2125 04 08 - - 09 05 16 17 - 2.1 Rl MS, *C-NMR
6-Methoxyelemicine 1567 2215 01 — 294 251 08 01 02 06 274 582 Rl MS, "*C-NMR
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Table 1. (cont.)
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Component!®! RL® R Sample Identification mode
3 4 0 12 19 24 42 52 81 60

Caryophyllene oxide 1570 1961 Tr  Tr - Tr 04 01 Tr 06 - — Rl MS, *C-NMR

Dill apiole 1590 2363 0.1 50 - - 18.0 14 50 168 — Tr RI, MS, "*C-NMR

t-Muurolol 1624 2187 15 04 03 01 11 13 17 17 - 0.2 RI, MS, *C-NMR

f-Eudesmol 1632 2230 29 09 0.1 03 03 03 07 1.1 0.1 0.5 RI, MS, *C-NMR

a-Cadinol 1634 2228 03 01 Tr Tr 05 - 04 05 Tr - RI, MS

o-Eudesmol 1637 2218 0.2 0.1 - - - - - - - - RI, MS

Eudesma-4(15),7-dien-1f-ol 1664 2347 02 01 Tr 0.1 07 03 05 1.0 Tr Tr RI, MS

(2)-Ligustilide 1691 2579 97 22 - - - - Tr 01 - — R, MS, *C-NMR

Total (%) 98.0 954 921 980 912 949 924 935 993 984

Monoterpene hydrocarbons 655 66.0 539 622 440 49.1 457 357 589 309

Oxygenated monoterpenes 08 09 46 52 94 100 136 122 85 54

Sesquiterpene hydrocarbons 13.6 4.1 34 47 10 07 12 1.0 41 0.6

Oxygenated sesquiterpenes 55 24 04 05 39 22 45 6.1 0.1 2.8

Phenylpropanoids 29 198 297 254 325 329 269 383 277 587

Others 9.7 22 01 00 0.1 00 05 0.1 00 00

@ Order of elution and percentages are given on apolar column (BP-1), except for compounds with * (BP-20). ! Rl,: Retention
indices measured on apolar column. ™ Rlp: Retention indices measured on polar column. [ Ty: Traces.

variation was noticed when comparing 2016 vs. 2017,
suggesting the probable great influence of climatic
conditions.

All the 93 samples were submitted to GC-FID analy-
ses to determine the retention indices (RIs) on two
columns of different polarity. Among them, eight sam-
ples selected on the basis of their chromatographic
profile were also analyzed by GC/MS and two samples
by "*C-NMR following a computerized method devel-
oped in the Corsican laboratory.”®> = 2°! Therefore, the
oil components were identified by comparison of their
Rls and "*C-NMR chemical shift values with those of
authentic samples compiled in our laboratory-made
libraries.

Various compounds dominated the essential oil
compositions and their contents varied drastically from
sample to sample: 6-methoxyelemicine (0.0 — 59.6%),
sabinene (0.8 — 55.6%), limonene (0.3 — 44.0%),
a-pinene (0.7 — 31.0%), myristicine (0.0 — 32.4%), elemi-
cine (0.0 — 29.1%) and dill apiole (0.0 — 31.4%). Other
components were present at appreciable amounts:
a-phellandrene (up to 17.8%), -pinene (up to 9.6%), 6-3-
carene (up to 12.4%), p-cymene (up to 9.6%), terpinen-4-
ol (up to 10.9%), (2)-ligustilide (up to 9.7%), germacrene
D (up to 9.5%) and (2)-f-ocimene (up to 7.1%).

The 93 samples were submitted to statistical analy-
ses. Combination of hierarchical clustering dendro-
gram (Figure 2) and principal components analysis
(PCA) (Figure 3), in which the plan defined by the first
two axes described 77.49% of the total variance of
the population, suggested the existence of three

principal groups, which were distinguished on the
basis of 6-methoxyelemicine, sabinene, limonene, o-
pinene, myristicine, elemicine and dill apiole contents.
The mean percentage, the standard deviation, the
minimum and the maximum percentage of the major
components of group |, Il and Il are reported in
Table 4.

The oil samples of group | (36 out of 93 samples)
were clearly distinguished from those of the two other
groups by high contents of 6-methoxyelemicine
(13.0 — 59.6%, mean: 33.7%, SD: 12.3), followed by sabi-
nene (1.1 — 43.0%, mean: 24.5%, SD: 10.6) and limo-
nene (6.6 — 39.0%, mean: 19.4%, SD: 7.6). In addition, o-
pinene (0.7 — 8.4%, mean: 3.0%, SD: 1.7), germacrene D
(0.2 — 8.3%, mean: 3.0%, SD: 1.6) and terpinen-4-ol
(0.3 — 7.0%, mean: 3.6%, SD: 1.6) were the other com-
ponents present at appreciable contents. Conversely,
phenylpropanoids, namely, myristicine (0.0 — 0.3%), ele-
micine (0.0 — 0.4%) and dill apiole (0.0 — 0.1%) were
present in very low amounts in this group and no (2)-
ligustilide was recorded. It may be noted that the com-
position of all samples was quite similar. Otherwise, to
the best of our knowledge, the chemical composition
of group |, characterized by a high content of 6-methoxy-
elemicine (up to 59.6%) has never been reported in the
literature from oils of the aerial parts (stems and/or flow-
ers or seeds) of P. scoparius. It could be pointed out that
all the samples of this group, three excepted, were
isolated from plants harvested in Béchar. Moreover,
the three samples coming from Ghardaia and belong-
ing to this group, were also dominated by
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Max

Mean + SD Min

Min Max

Mean + SD

Min Max

Min®  Max'?  Mean £SD Min  Max Mean + SD

Mean + SD™

0.55
0.56

0.51
0.37

0.53 £ 0.02
0.37 £ 0.10
0.55 £ 0.09

033

0.22
0.18

0.26 + 0.06
0.23 £+ 0.04
0.21 £+ 0.03
0.22 4+ 0.03
0.22 £ 0.03

0.37
0.33
0.28

0.36
0.27

0.19
0.27

0.28 £ 0.09
0.29 £ 0.03
0.26 + 0.02

0.29
0.22

0.19
0.19

0.23 £ 0.05
0.21 £ 0.02
032 £ 0.12
0.20 + 0.03
0.22 £ 0.01

0.68

24
36

0.

0.43 £+ 0.23
0.37 £ 0.01
0.42 + 0.04
0.66 £ 0.06
0.58 + 0.04

September
October

0.25
0.23

0.

0.38

0.
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0.61
0.72
0.47

04
042
0.40

052 + 0.17
0.43 £ 0.04

25
0.25

0.17
0.18
0.19

0.25
0.16
0.26

0.29 £+ 0.11
0.27 £ 0.01

43
0.23
0.23

0.19
0.17
0.21

0.47
0.70
0.63

0.40
0.60
0.55

[ Sp: standard deviation. ! Min: minimum. @ Max: maximum.

November
December
January
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Table 3. Yields [%] of the essential oils of Pituranthos scoparius
harvested in spring at Béchar (2016 and 2017)

2016 2017

Mean + SD®  Min® Max'¥ Mean & SD  Min  Max

March  0.96 £+ 0.05 0.90 0.99 033 £009 025 043
April 0.45 £ 0.17 0.30 0.63 062 £0.12 053 0.75
May 0.63 + 0.06 0.57 0.69 043 + 001 042 044

3l 5P standard deviation. ™' Min: minimum. ' Max: maximum.

6-methoxyelemicine, followed by sabinene. These sam-
ples occurred during the full fructification stage, other-
wise all the other samples (non-full fructification stage)
of this location constituted the group Il

Twelve samples of group Il were characterized by
a high content of limonene (9.2 — 44.0%, mean:
22.0%, SD: 10.0) followed by myristicine (0.0 — 29.4%,
mean: 9.4%, SD: 9.4), a-pinene (5.9 — 22.1%, mean:
14.7%, SD: 4.3), a-phellandrene (6.2 — 17.8%, mean:
11.6%, SD: 3.4) and a lower amount of sabinene
(0.8 — 2.3%, mean: 1.4%, SD: 0.4). However, myristicine
reached an appreciable content at the beginning and
end of flowering stage. In addition, germacrene D (up
to 9.5%), f(-pinene (up to 7.3%), p-cymene (up to
6.8%) and dill apiole (up to 5.7%) were found at
appreciable contents. As mentioned previously, all the
samples of this group have been harvested in
Ghardaia out of the full fructification season. Other-
wise, (2)-ligustilide, which was present at very low
ratios (up to 0.7% for SG IlIA and up to 1.2% for SG
[IB) or totally absent in all samples of group |, reached
an appreciable content (up to 9.7%) in group I,
excepted during full fructification period (0.0 — tr). The
chemical composition of P. scoparius essential oail,
characterized by limonene as main compound fol-
lowed by myristicine, is in agreement with literature
data.?” The composition of samples belonging to
groups | and Il appeared much less homogenous than
those of the cluster lIl.

According to the amounts of a-pinene, sabinene,
myristicine, elemicine and dill apiole, group Il could
be divided into two subgroups. The samples of this
group were harvested in Biskra and Batna. The chemi-
cal composition of samples of SGIIA (20 out of 93
samples) was characterized by a very high content of
sabinene (28.0 — 55.6%, mean: 39.7%, SD: 7.5) fol-
lowed by elemicine (0.0 — 29.1%, mean: 4.6%, SD: 7.8).
Other compounds also occurred at appreciable
amounts: a-pinene (3.1 — 19.3%, mean: 9.0%, SD: 3.9),
myristicine (0.3 — 17.3%, mean: 6.9%, SD: 5.7) and dill
apiole (0.3 — 13.2%, mean: 6.6, SD: 4.8). The occur-
rence of terpinen-4-ol was also noted to vary
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Figure 2. Dendrogram obtained from the cluster analysis of the oil constituents of 93 samples of Pituranthos scoparius from Algeria
(cophenetic correlation = 0.7732).
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Figure 3. Discriminant analysis scatterplot of the oil constituents of 93 samples of Pituranthos scoparius from Algeria.
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Table 4. Chemical variability of Pituranthos scoparius aerial parts essential oil (main components of 93 samples)

Constituent Group | (36 samples) Group Il (12 samples) Group Il (45 samples)
Subgroup II1A Subgroup 1IIB
(SGIIIA - 20 samples) (SGIIIB - 25 samples)

Mean™ SD®! Min Max¥) Mean SD Min Max Mean SD Min Max Mean SD  Min Max
o-Pinene 3.0 1.7 0.7 84 14.7 43 59 221 90 39 31 193 136 75 42 310
Sabinene 24.5 10.6 1.1 43.0 1.4 04 08 23 397 75 280 556 223 80 6.2 355
p-Pinene 14 06 07 3.1 52 1.5 2.1 73 33 09 17 44 48 22 21 9.6
a-Phellandrene 0.5 04 0.0 1.2 11.6 34 62 178 05 04 0.1 1.3 08 0.8 0.1 2.7
0-3-Carene 0.1 0.2 0.0 1.1 0.2 03 00 09 1.2 1.5 00 65 15 30 00 124
p-Cymene 0.8 04 0.2 1.7 4.5 1.5 16 68 39 1.1 16 57 46 21 14 9.6
Limonene 194 7.6 6.6 39.0 22.0 100 92 440 08 05 03 27 13 0.8 05 45
(2)-f-Ocimene 0.1 04 0.0 1.9 0.0 0.1 0.0 0.1 07 06 0.1 26 1.2 14 00 7.1
Terpinen-4-ol 3.6 1.6 0.3 7.0 0.3 0.1 0.2 04 57 1.5 41 104 35 1.9 09 109
Germacrene D 3.0 1.6 0.2 8.3 3.8 24 17 95 06 05 0.1 1.7 07 06 0.1 2.5
Myristicine 0.1 0.1 0.0 0.3 94 94 00 294 69 57 03 173 139 70 15 324
Elemicine 0.1 0.1 0.0 04 0.1 0.0 00 0.1 46 78 0.0 29.1 0.6 22 00 109
6-Methoxyelemicine 33.7 123 13.0 596 0.1 0.1 0.0 0.1 0.5 19 00 85 041 0.2 00 0.7
Dill apiole 0.0 0.0 0.0 0.1 1.6 20 0.0 57 66 48 03 132 117 105 0.1 314
(2)-Ligustilide 0.0 00 00 Tr 5.0 22 22 97 00 02 00 07 01 03 00 1.2

&1 Mean value (Mean). ™ Standard deviation (SD). '/ Minimum content (Min). ) Maximum content (Max). Percentages are given

on apolar column (BP-1).

substantially (4.1 — 10.4%, mean: 5.7%, SD: 1.5). The
same observation could be made for 6-methoxyelemi-
cine present sometimes at appreciable contents
(0.0 — 8.5%, mean: 0.5%, SD: 1.9). This compound was
present at appreciable amounts (8.5%) in one sample
of over 45 samples from Biskra during full flowering
period. The chemical composition of samples belong-
ing to SGIIIB (25 out of 93 samples) was characterized
by a lower content of sabinene (6.2 — 35.5%, mean:
22.3%, SD: 8.0) and significant contents of myristicine
(1.5 - 324%, mean: 139%, SD: 7.0), a-pinene
(4.2 — 31.0%, mean: 13.6%, SD: 7.5) and dill apiole
(0.1 — 31.4%, mean: 11.7%, SD: 10.5). In addition, ¢-3-
carene (up to 12.4%), terpinen-4-ol (up to 10.9%), ele-
micine (up to 10.9%), f-pinene (up to 9.6%), p-cymene
(up to 9.6%) and (2)-f-ocimene (up to 7.1%) were
found among the main constituents. Elemicine (up to
9.1%) was present at appreciable amounts during full
flowering period in one of over 30 samples of Batna
(Fesdis and Djerma). It should be pointed out that
limonene, among the main components of groups |
and Il, was present at very low ratios in all the sam-
ples of subgroups IlIA and IlIB (up to 2.7% and 4.5%,
respectively).

A closer relationship between the oil composition
and the annual rainfall can be assumed rather than
with temperatures (Table 5). Indeed, the samples from
group Il correspond to the collection site of Ghardaia,
which is characterized by the minima of rainfall

(15 mm). On the other hand, the most elevated values
of annual rainfall correspond to samples from group
Il collected in two sites (Biskra, 143 mm; Batna,
200 mm). The last site sampled (Béchar) associated
with group | present an intermediate annual rainfall
(103 mm).

Conclusions

This study confirmed the high chemical variability of
P. scoparius essential oil. It could be pointed out that
the oil samples belonging to three groups have been
isolated from aerial parts harvested in three regions: i)
Béchar/group | (including one sample - three seasonal
replicates — of Ghardaia), ii) Ghardaia/group Il and iii)
Biska, Batna-Fesdis, Batna-Djerma/group lll. The intra-

Table 5. Climatic data from the five harvest locations

Collected locations Years T@ T™P Tl AR
Béchar 2016 22.2 29.0 15.4 103
2017 224 29.2 15.6 37
Batna Fesdis/Djerma 2016 163  24.1 8.5 200
Biskra 2016 234 293 17.6 143
Ghardaia 2016 23.2 29.2 17.1 15

el T: Yearly average temperature. ® TM: Average temperature
of the maxima of the year. ' Tm: Average temperature of the
minima of the year.  AR: Annual rainfall.
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populational variability as well as the variation during
the stages of development of plant appeared limited.
To the best of our knowledge, the chemical composi-
tion of group | with the association 6-methoxyelemi-
cine/sabinene/limonene and group Ill, characterized
by the high content of sabinene followed by elemi-
cine or myristicine, were also not yet reported in the
literature for the aerial parts (stems and/or flowers or
seeds) oil of P. scoparius. First, the identified chemical
types were representative of the diversity of P. scopar-
jus essential oil in Algeria. Second, these chemical dif-
ferences might be probably due more to genetic
differences rather than environmental (pedoclimatic)
conditions.

Experimental Section
Plant Material and Oil Distillation

Total aerial parts (stems and flowers or fruits/seeds)
from 93 individual plants of Pituranthos scoparius were
collected. First, in five locations of Algeria (Figure 1),
three plants were sampled every month from Septem-
ber 2016 to January 2017 (from the beginning flower-
ing to the end fructification): Ghardaia (Sample Nos.
1 — 15), Biskra (Sample Nos. 16 — 30), Batna (Fesdis-
Bouilef; Sample Nos. 31 — 45), Batna (Djerma; Sample
Nos. 46 — 60) and Béchar (Sample Nos. 79 — 93). The
samples of Biskra and Batna collected from September
to January were in reproductive stage but presented
very few flowers or fruits per plant. Second, in Béchar
(Sample Nos. 61 — 78), sampling took place during two
successive spring seasons (2016 and 2017, respectively)
with also three samples/month: March (Nos. 61 — 63
and 70 — 72), April (Nos. 64 — 66 and 73 — 75) and May
(Nos. 67 — 69 and 76 — 78). Identification of the plants
was performed by Dr. F. Hassani (Laboratory of Ecology
and Management of Natural Ecosystems, University of
Tlemcen, Algeria). A voucher specimen has been depos-
ited with the Laboratory of Natural Products (Depart-
ment of Biology, University of Tlemcen) under the
accession No. A. 1941. Dry aerial parts (140 — 300 g)
were submitted to hydrodistillation for 2 h. Yields have
been calculated from dry material (w/w).

Analytical GC

GC analyses were performed on a PerkinElmer Clarus
500 gas chromatograph (FID) equipped two fused sil-
ica gel capillary columns (50 m x 0.22 mm, film thick-
ness 0.25 um), BP-1 (polydimethylsiloxane) and BP-20
(polyethylene glycol). The oven temperature was pro-
grammed from 60 to 220 °C at 2 °C/min and then
held isothermal at 220 °C for 20 min, injector

( CHEMISTRY &
BIODIVERSITY

temperature: 250 °C; detector temperature: 250 °C;
carrier gas: hydrogen (1.0 mL/min); split: 1/60. The
relative proportions of the oil constituents were
expressed as percentages obtained by peak area nor-
malization, without using correcting factors. Retention
indices (RIs) were determined relative to the retention
times of a series of n-alkanes with linear interpolation
(‘Target Compounds’ software of PerkinElmer).

GC/MS Analysis

The essential oils were analyzed with a PerkinElmer
TurboMass detector (quadrupole), directly coupled to
a PerkinElmer Autosystem XL, equipped with a fused-
silica gel capillary column (50 m x 0.22 mm i.d., film
thickness 0.25 um), BP-1 (dimethylpolysiloxane). Car-
rier gas, helium at 0.8 mL/min; split, 1/75; injection
volume, 0.5 pL; injector temperature, 250 °C; oven
temperature programmed from 60 to 220 °C at
2 °C/min and then held isothermal (20 min); ion
source temperature, 250 °C; energy ionisation, 70 eV;
electron ionization mass spectra were acquired over
the mass range 40 — 400 Da.

"SC-NMR Analysis

3C-NMR analyses were performed on a Bruker
AVANCE 400 Fourier Transform spectrometer operat-
ing at 100.623 MHz for '>C, equipped with a 5 mm
probe, in CDCls, with all shifts referred to internal
tetramethylsilane  (TMS). ">C-NMR  spectra  were
recorded with the following parameters: pulse width
(PW), 4 us (flip angle 45°); acquisition time, 2.73 s for
128 K data table with a spectral width (SW) of
220,000 Hz (220 ppm); CPD mode decoupling; digital
resolution 0.183 Hz/pt. The number of accumulated
scans ranged 2000 — 3000 for each sample (around
40 mg of oil in 0.5 mL of CDCl;). Exponential line
broadening multiplication (1.0 Hz) of the free induc-
tion decay was applied before Fourier transformation.

Identification of Components

Identification of the components was based: i) on
comparison of their GC retention indices (RIs) on polar
and apolar columns, determined relative to the reten-
tion times of a series of n-alkanes with linear interpo-
lation (‘Target Compounds’ software of PerkinElmer),
with those of authentic compounds and ii) on com-
parison of the signals in the '>C-NMR spectra of
essential oils with those of reference spectra compiled
in the laboratory spectral library, with the help of a
laboratory-made software.*®> =~ %! In the investigated
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samples, individual components were identified by
NMR at contents as low as 0.3 — 0.4%.

6-Methoxyelemicine. 'H-NMR values were identi-
cal to those reported previously by Semenov et al.!*®
3C-NMR (5(C) ppm): 149.38 (C); 147.11 (C); 145.27 (C);
14135 (Q); 137.26 (CH); 12791 (C); 115.72 (CHy);
107.62 (CH); 61.17 (CH3); 61.16 (CH3); 61.06 (CHs);
56.18 (CHs); 34.08 (CH,).

Data Analysis

Principal components analysis (PCA) and hierarchical
clustering (Ward’s method) were performed by Xlstat
(Adinsoft, France).*”!
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Abstract: The chemical composition of 18 oil samples of Santolina africana isolated from aerial parts at
full flowering, collected in three locations in eastern Algeria was determined by GC(RI), GC/MS and
IBC-NMR analysis. The major components were: germacrene D, myrcene, spathulenol, x-bisabolol,
[-pinene, 1,8-cineole, cis-chrysanthenol, capillene, santolina alcohol, camphor, terpinen-4-ol and
lyratol. The chemical composition appeared homogeneous and characterized by the occurrence
of four derivatives which exhibited a conjugated alkene dialkyne moiety. They were identified
for the first time in an essential oil from S. africana. The collective oil sample exhibited moderate
antimicrobial and antioxidant activities whereas the anti-inflammatory activity presented a real
potential. ICsy value of Santolina africana essential oil (0.065 £ 0.004 mg/mL) is 5-fold higher than
ICsp value of NDGA used as positive control.

Keywords: Santolina africana Jord. et Fourr.; Asteraceae; essential oil composition; BC-NMR;
antimicrobial activity; antioxidant activity; anti-inflammatory activity

1. Introduction

The Santolina genus belongs to the Asteraceae family and is represented by more than
10 species widely distributed in Mediterranean area [1]. In all Santolina species, Santolina viridis
W. (South of France and North of Spain), S. pectinata Lag. (= S. rosmarinifolia L.) (Iberian Peninsula)
and S. chamaecyparissus L. are the most widely spread species around the world. S. africana Jord. et
Fourr. is synonym of Ormenis africana (Jord. et Fourr.) Litard. et Maire and S. chamaecyparissus L.
var. africana B. et T. It is an endemic species to the North Africa (Morocco, Algeria and Tunisia) [2,3]
that grows naturally in forests and steppe pastures. This species is a bushy, green or ashy sub-shrub.
The stems are woody, with floriferous branches erect in tuft, bare and thickened at the apex. The lower
leaves are linear-cylindrical with short and obtuse segments. The bracts are ovate-oblong. The outer
corollas are tube-styled ovary. The flowerheads are discoidal, yellow, homogamous [2].
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Some members of Santolina genus have been known as medicinal plants for a long time.
S. africana is used in Moroccan folk medicine as a stomachic, abortive, anthelmintic, antidiabetic
and emmenagogue [4,5]. In Tunisia, it is traditionally used for its hypoglycemic effect and for the
treatment of stomache pains [6]. Some biological activities have been reported for the extracts or
essential oils of S. africana, such as antioxidant activity [6-8], antimicrobial activity [7], accaricidal
activity [9] and antidiabetic activity [8].

The chemical composition of the essential oils of species belonging to the genus Santolina has been
widely studied [10]. S. chamaecyparissus is probably the most investigated species of this genus [11-22].
The composition of other species such as S. corsica [23,24], S. insularis [25,26], S. rosmarinifolia [27-29]
was also reported. Monoterpenes such as 1,8-cineole, camphor, artemisia ketone and myrcene were the
major components of essential oils isolated from some Santolina species growing in different regions of
the word.

Conversely, only five studies have reported on the chemical composition of S. africana oil.
The chemical composition of the volatile compounds isolated from various parts of the plant have
been substantially investigated. Fdil et al. [4] compared the chemical composition of three oil samples
isolated from different organs (stems, leaves and flowers) of S. africana plants harvested in Marrakech
province (Morocco). The three samples oils exhibited respectively a composition dominated by
oxygenated monoterpenes: camphor (69.14%/71.36%/80.44%), borneol (20.33%/18.13%/12.34%) and
bornyl acetate (7.08%/8.12%/3.50%). The stem oil contained also noticeable amounts of a-humulene
(3.14%) while the flowers oil exhibited an appreciable content of 1,8-cineole (3.32%). Another aerial part
oil sample of Moroccan origin exhibited a similar composition, with camphor (54.3%), borneol (17.24%),
bornyl acetate (8.61%) and 1,8-cineole (5.27%) as main components [5]. A Tunisian oil sample (stems
and leaves) was characterized by a high content of terpinen-4-ol (54.96%), followed by «-terpineol
(14.06%) and borneol (8.37%) [9]. Concerning Algerian S. africana, only two studies are reported in
the literature. An oil sample (flowers) harvested in Constantine province (Algeria) was dominated by
acenaphtane (25.23%), calarene (21.54%) and ocimene (17.44%) [7]. A drastically different composition
has been reported for an aerial parts oil sample collected in the same region, 3-eudesmol (14.58%) and
-pinene (12.78%) being the major compounds, followed by 1,8-cineole (10.02%), curcumene (7.96%),
myrcene (6.94%) and spathulenol (5.96%) [18].

It appears from literature data that the essential oil (EO) from aerial parts of S. africana exhibits a
tremendous chemical variability. Moreover, most of the papers reported on the analyses of only one or
two oil samples and obviously, the reported compositions are not always representative of S. africana.
Thus, the aim of the present work is to characterize the EO produced by this plant growing wild in Batna
province (Algeria). Eighteen oil samples isolated from aerial parts at full flowering stage harvested in
three locations have been analyzed by GC, GC/MS and '*C-NMR. Then, the biological activities of the
EO have been investigated as antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory activities, this latter
has never been investigated in any previous papers.

2. Results

Aerial parts of wild S. africana were collected in May in three locations (Figure 1) (six samples per
location). Yields of EO isolated by hydrodistillation, calculated w/w vs. dry material varied drastically
from sample to sample ranging from 0.03 to 0.17% even within a location (Table S1). As it could be
seen from Table S1, the highest yields were obtained from Hamla (0.08-0.14%, samples H1-6) and
Bouilef (0.15%, sample B5 and 0.17%, sample B6) and the lower from Bouilef and Fesdis (0.03% for
samples B2, B4 and Fo6).
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Figure 1. Sampling locations of Santolina africana from eastern of Algeria.
2.1. Chemical Composition of Essential Oil

Aerial parts oils samples were submitted to GC-FID analysis, to determine the retention indices
(RIs) of the EO components on two columns of different polarity and to GC/MS analysis. Further
analysis by 1>*C-NMR confirmed the identification of the main components. To allow the identification
of four polyacetylene derivatives present at moderate or low levels, a composite sample (F1 to F6)
was submitted to column chromatography (CC) over silica gel. Nine fractions were obtained and
analyzed by GC-FID, GC/MS and '3C-NMR. In total, 91 components accounting for 92.4% and 96.1%
of the whole oil chemical composition were identified (Table S1, Figure 2), including forty-three
monoterpenes, thirty-one sesquiterpenes, five phenylpropanoids, six polyacetylene derivatives and six
others. The composition of S. africana EOs is generally homogeneous; the oils were found to possess
little differences in the chemical composition but considerable variation in the levels of the individual
components. All the samples were characterized by high proportions of monoterpenes (51.5-69.7%),
except three samples: B4, B5 and F6 which were dominated by sesquiterpenes (44.3-55.9%). The main
components were germacrene D (0.1-25.3%), myrcene (4.2-20.9%), spathulenol (2.5-20.7%), x-bisabolol
(2.2-20.0%), B-pinene (2.4-18.7%), 1,8-cineole (5.0-16.8%), cis-chrysanthenol (0.7-16.5%), capillene
(0.1-16.9%), santolina alcohol (0.2-14.0%), camphor (0.2-7.9%), terpinen-4-ol (1.8-7.3%) and lyratol
(0.1-6.7%). Other two oxygenated monoterpenes: lyratal (tr-2.7%) and chrysanthenone (tr-4.5%), three
sesquiterpene hydrocarbons: o-curcumene (0.3-3.2%), y-curcumene (0.1-2.6%) and bicyclogermacrene
(0.1-6.3%) as well as two oxygenated sesquiterpenes: 3-elemol (up to 3.5%) and 3-eudesmol (tr-3.0%)
were present in appreciable amounts. Then, one sample for each location (B1, F5 and H1) and five other
samples which exhibited various compositions (B3, B4, BS, B6 and H6) were presented in Table S1.

For instance, the content of capillene (a polyacetylene derivative) reached 16.9% in sample H6
vs. (0.2-7.5%) for the other samples of Hamla and vs. (tr-0.4%) for the samples of Fesdis and Bouilef.
The samples B3 and B4 were characterized a high amount of oxygenated sesquiterpenes: spathulenol
(15.1% and 20.7%, respectively) associated with «-bisabolol (13.2% and 20.0%, respectively). In the last
two atypical samples (B5 and B6), a sesquiterpene hydrocarbon (germacrene D) was present as main
compound (25.3 and 20.2%. respectively) vs. (0.0-7.5%) for all other samples.
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Figure 2. Gas chromatograms of Santolina africana EO (samples F5 up and B5 down). The numbered
peaks are the identified components (see Table S1).

2.2. Identification of Polyacetylene Derivatives

In this study, the identification of four compounds proposed by the MS library was achieved.
These compounds were presumed to be two pairs of stereoisomers (m/z = 200 and m/z = 198)
corresponding to spiroacetalenol derivatives. Indeed, polyacetylene compounds are commonly
found in the Asteraceae family [30]. The identification of these compounds was achieved
by 3C-NMR spectroscopy after fractionation (fractions Fr4 and Fr6, see Experimental part) by
comparison of their spectral data with those reported in the literature. (E)- and (Z)-tonghaosu
(m/z = 200) were identified by comparison with data previously described by Chanotiya et al. [31].
(E)-2-(2' 4’-Hexadiynylidene)-1,6-dioxaspiro[4.4]-nona-3,7-diene was identified according to literature
data [32] (Figure S1). In the 13C-NMR spectrum of Fr4 in which the E/Z ratio was close to 8/1
(46.6%/6.3%), a series of 13 peaks corresponding to the Z isomer was observed. It is the first time
that the four spiroacetalenol derivatives [30] were identified in an EO from S. africana. The contents of
(E)-2-(2' 4'-hexadiynylidene)-1,6-dioxaspiro[4.4]-nona-3,7-diene and (E)-tonghaosu reached 7.3% (B3)
and 3.8% (B6), respectively. These compounds were previously reported in EO from Chrysanthemum
coronarium L. (aerial parts) [33] and in some solvent extracts from C. leucanthemum (roots) [34],
C. coronarium (aerial parts) [35] and S. chamaecyparissus (leaves and buds) [36].
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2.3. Chemical Variability

The 18 samples were submitted to statistical analyses: the principal components analysis
(PCA, covariance) (Figure 3, Table S1), in which the plan defined by the two axes F1 and F2 described
51.05% of the total variance of the population (the two axes F1 and F2 accounted for 31.70% and 19.35%.
respectively). It may be noted that the composition of all samples was qualitatively quite similar.
Although the compositions of the individual samples varied substantially for various components,
it was not possible to distinguish groups within the essential oil samples. Therefore, one main group
(16 samples) and differentiated two atypical compositions (B5 and B6, Figure 3) were observed. Indeed,
B5 and B6 were discriminated by a high percentage of sesquiterpene hydrocarbons (bicyclogermacrene,
(E)-x-bisabolene, y-curcumene) and particularly germacrene D, 25.3% (B5) and 20.2% (B6) vs. 0-7.5%
for the other samples. All the samples from the Fesdis location were homogeneous, while the
composition of the samples from the Hamla location appeared much less homogeneous. Conversely,
it appeared that the Bouilef samples, located between the two others locations (Fesdis and Hamla)
were different, so two samples (B3 and B4) were aggregated to those of the Fesdis location, whereas
the two samples Bl and B2 were quite similar to the Hamla samples (Figure 3).
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Figure 3. PCA of Santolina africana essential oil samples.

2.4. Antimicrobial Activity

The antimicrobial activity of the EO of S. africana isolated from the aerial part at full flowering was
assayed against four bacteria, two yeasts and three filamentous fungi, using the agar disc diffusion
method (Table 1).
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Table 1. Antimicrobial activity of S. africana essential oil.

Essential Oil

Positive Controls

Negative Control

Microorganisms (15 uL/disc) (DMSO)
plidse CHL VAN GMN CIP FLU NY 6.0
Escherichia coli 8.00 + 0.0 25.0 + 0.0 6.0 +0.0 23.0 £ 0.0 35.5+0.7 — — 6.0
Klebsiella pneumoniae 6.0£0.0 21.3 £ 0.6 6.0£0.0 20.0 £0.0 30.5£0.7 — — 6.0
Staphylococcus aureus 19.7 £ 0.6 255+ 0.7 17.0 £ 0.0 21.0 £ 0.0 32.0+0.0 — — 6.0
Bacillus cereus 6.0 0.0 295+ 0.7 6.0 0.0 21.0 £ 0.0 37.0 £ 0.0 — — 6.0
Candida albicans
ATCC 10231 13.0 £ 0.0 — — — — 6.0 +0.0 16.0 £ 0.0 6.0
Candida albicans
ATCC 26790 153+ 15 — — — — 15.0 £ 0.0 19.0+1.0 6.0
a — — — —
Aspergillus flous 205+ 0.7 6.0 £0.0 223 +0.6 6.0
135 +0.7P — — — — 6.0 0.0 — 6.0
. . 43.0+282 — — — — 6.0 0.0 33.7+1.2 6.0
Aspergillus fumigatus
175+ 3.5Pb — — — — 6.0 + 0.0 — 6.0
. 385+212 — — — — 6.0 £0.0 16.0 1.0 6.0
Fusarium oxysporum
15.0£0.0P — — — — 6.0 £ 0.0 — 6.0

6 of 15

CHL: Chloramphenicol, VAN: Vancomycin, GMN: Gentamicin, CIP: Ciprofloxacin, FLU: Fluconazole. NY: Nystatin were used as positive controls. Mean values of the growth inhibition
zones. in mm. including the disc diameter of 6 mm. —: Not tested. ®: After 3 days. : After 5 days.
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The oil was considered active when the diameter of inhibition zone was equal to or greater than
13 mm [24]. The agar diffusion method showed that the oil was effective against Staphylococcus aureus,
the two yeasts and the three filamentous fungi with diameters of inhibition zone ranging from 13.0 mm
to 19.7 mm. The most potent activity was demonstrated against Staphylococcus aureus and Aspergillus
fumigatus with inhibition zones of 19.7 mm and 17.5 mm respectively. In contrast, the growth of Bacillus
cereus, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli were not inhibited by the EO. This assumption is in
accordance with previous studies on the Santolina genus. Indeed, the S. africana EO which contained
acenaphtane (25.23%), calarene (21.54%), ocimene (17.44%) as its major components, exhibited a
moderate or low activity against the same microorganisms with diameters of inhibition zone ranging
from 6.50 mm to 20.15 mm. Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus were the most susceptible to this
EO, with inhibition zones of 20.15 and 19.5 mm, respectively [7].

2.5. Antioxidant Activity

The results of the DPPH® free radical scavenging test were presented in Table 2 and Figure S2.
The EO of the aerial parts of S. africana have a high antioxidant activity at concentrations of 32, 64,
128 and 256 mg/mL, with inhibition percentages ranged between 85.54 4= 2.17% and 100 £ 0.00%
and an ICsg value of 1.51 &+ 0.04 mg/mL. However, the antioxidant potential of S. africana EO was
found to be low than that of ascorbic acid (positive control), with a percentage inhibition of 100%, at a
concentration of 2 mg/mL and a significantly lower ICsy value of 0.02 £ 0.0005 mg/mL.

Table 2. ICs5j values and anti-inflammatory activity of Santolina africana essential oil.

Activity Antioxidant Anti-Inflammatory
Essential oil 1.51 £ 0.04 Essential oil 0.065 4= 0.004
Ascorbic acid 0.02 4 0.0005 * NDGA 0.013 £ 0.003
Anti-inflammatory activity (percentage inhibition of LOX)
Concentration # Inhibition (%) Concentration # Inhibition (%)
0.015 234141 0.050 375+28
0.025 285+55 0.075 57.6 £3.5

Values are means of triplicates & standard deviation; * NDGA: Nordihydroguaiaretic Acid; # mg/mL.

2.6. Anti-Inflammatory Activity

The anti-inflammatory potential of S. africana EO was evaluated by determining its ability to
inhibit lipoxygenases (LOX). Indeed, LOXs are a non-heme iron-containing dioxygenases that convert
linoleic, arachidonic and other polyunsaturated fatty acid into biologically active metabolites involved
in the inflammatory and immune responses. Several inflammatory processes such as arthritis, bronchial
asthma and cancer are associated with an important production of leukotrienes catalysed by LOX
pathway from arachidonic acid [37-40]. The inhibition of the LOX pathway with inhibitors of LOX
would prevent the production of leukotrienes and therefore could constitute a therapeutic target for
treating of human inflammation-related diseases. Thus, the search for new LOX inhibitors appears us
critical because many of which exhibit significant anti-inflammatory activity.

The ability of S. africana EO to inhibit soybean lipoxygenase was determined as an indication
of potential anti-inflammatory activity. S. africana EO exhibited an inhibition of LOX activity
(Table 2). The percentage of inhibition increases with the concentration of S. africana EO, i.e., 23.4% at
0.015 mg/mL to 57.6% at 0.075 mg/mL of EO. No LOX activity could be detected in the presence of
0.1 mg/mL of S. africana EO, suggesting almost complete inhibition of LOX activity. The IC5 values
(concentration at which 50% of the lipoxygenase was inhibited) were determined for the S. africana
EO and for the non-competitive inhibitor of lipoxygenase, the nordihydroguaiaretic acid (NDGA)
(Table 2), usually used as reference in anti-inflammatory assays [38-40]. Data showed that the ICs
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value of S. africana essential oil (0.065 £+ 0.004 mg/mL) is 5-fold higher than ICsy value of NDGA
(0.013 £ 0.003 mg/mL).

3. Discussion

The composition of S. africana aerial part oils isolated from plants growing wild in eastern
Algeria (Batna) was different from those reported for oils from Morocco [4,5], Tunisia [9] and Algeria
(Constantine) [7,18], but it should be pointed that a similar composition has been reported for
flowerhead oil of S. chamaecyparissus from Tunisia, which also contained 1,8-cineole, 3-eudesmol
(10.49%), terpinen-4-ol (6.97%), spathulenol (5.80%), camphor (5.27%) and germacrene D (5.03%) as
major components [20]. Other compounds also occurred as main constituents: d-cadinene (6.55%) and
myrtenol (4.26%) which are present at low amounts in all our samples (tr-0.4%).

We can assume that the moderate or low antimicrobial activity of S. africana EO is related to
one or various major components: 1,8-cineole (12.8%), germacrene D (7.2%), spathulenol (6.2%),
cis-chrysanthenol (6.0%), myrcene (5.8%), 3-pinene (5.2%), a-bisabolol (5.2%), terpinen-4-ol (3.2%),
santolina alcohol (3.1%), lyratol (2.4%), capillene (2.2%), (E)-a-bisabolene (2.0%), limonene (1.9%),
camphor (1.6%) and p-elemol (1.4%). 1,8-Cineole was previously described as antibacterial against
S. aureus [41] while myrcene which accounted for 57.2% in the fraction Frl [23] was already reported as
ineffective against S. aureus [23,42]. It has been reported also that 3-pinene, a-pinene and germacrene
D had slight activity against a panel of microorganisms. Indeed, the essential oil of Pinus nigra ssp.
pallasiana (x-pinene. 42.3%; germacrene D. 30.6%) exhibited a low antimicrobial activity against
the same strains with MICs in the range 10-20 mg/mL [43], so it has been demonstrated in the
literature that the inhibitory activity of an EO results from a complex interaction between its different
constituents, which may produce additive, synergistic or antagonistic effects, even for those present
at low concentrations, i.e., 1,8-cineole in combination with camphor has shown higher antimicrobial
effects [44]. In parallel, Lemos et al. [45] reported that the essential oil of Rosmarinus officinalis which
contained camphor (24.4-35.9%) as major compound exhibited a high antimicrobial activity against
S. aureus with MICs in the range 0.5-2.0 uL/mL. Otherwise, an interesting antimicrobial activity of a
lyratol-rich fraction (84%) was observed against S. aureus (19 mm), suggesting that lyratol could be
the main responsive of the antimicrobial properties of Santolina corsica [23]. It has been summarized
also that oxygenated terpenes, as well as alcohols which are present in appreciable amounts in our oil,
are active but with differing specificity and levels of activity [46,47].

In previous studies, Derouiche et al. [7] reported a percentage inhibition of the free radical
DPPH of the S. africana flower EO of about 13.80% at a concentration of 0.1 M, a value much lower
than ascorbic acid (more than 70% of inhibition) used as a positive control. Nouasri et al. [17]
evaluated the antioxidant activity of the essential oil of the aerial parts of S. chamaecyparissus using two
methods, the DPPH® free radical scavenging test and the (3-carotene bleaching test. They reported
that S. chamaecyparissus EO had low antioxidant capacity to reduce DPPH® radical with an ICsg
of about 43.01 £ 8.04 mg/mL, compared to BHT (ICs9 = 0.072 = 0.001 mg/mL) and ascorbic acid
(IC50 = 0.004 £ 0.001 mg/mL). The B-carotene bleaching test revealed that the EO had a moderate
activity with a percentage inhibition of the oxidation of linoleic acid of the order of 47.00 £ 3.13%,
a value that is higher than that of ascorbic acid tested (11.05%), but much lower than BHT (96.92%).

The measurement of antioxidant activity has revealed that aerial parts of S. africana EO exhibited
an antioxidant activity that could have an eventual possibility to be used in the food industry, as a
natural antioxidant agent, for the preservation of foodstuffs, or in the field of health, for the prevention
of various diseases.

Concerning the anti-inflammatory activity, the low ratio between the two values of ICs (S. africana
EO vs. NDGA) makes it possible to consider the S. africana EO as a high inhibitor of the LOX
activity [48]. Thus, according to the results, S. africana EO exhibits a high inhibition of LOX activity,
suggesting an anti-inflammatory potential.
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4. Materials and Methods

4.1. Plant Material

Aerial parts of Santolina africana were collected during the flowering period in May 2016 in three
locations in the Batna province (Eastern Algeria): Fesdis (Fesdis: F1-6; Bouilef: B1-6) and Oued
Chaaba (Hamla: H1-6) (Figure 1). Identification of the plant material was performed by Dr. Babali
B., (Laboratory of Ecology and Management of Natural Ecosystems, University of Tlemcen, Imama
Tlemcen, Algeria). A voucher specimen has been deposited at the Laboratory of Natural Products
(Department of Biology, University of Tlemcen, Algeria), under the accession n° A. 2844. The essential
oil was obtained by hydrodistillation of dried aerial parts (around 150-280 g) for 2 h. Yields have been
calculated from dry material.

4.2. Gas Chromatography (GC) Analysis

GC analyses were performed on a Clarus 500 FID gas chromatograph (PerkinElmer, Courtaboeuf,
France) equipped two fused silica gel capillary columns (50 m x 0.22 mm, film thickness 0.25 pm),
BP-1 (polydimethylsiloxane) and BP-20 (polyethylene glycol). The oven temperature was programmed
from 60 to 220 °C at 2 °C/min and then held isothermal at 220 °C for 20 min, injector temperature:
250 °C; detector temperature: 250 °C; carrier gas: hydrogen (1.0 mL/min); split: 1/60. The relative
proportions of the oil constituents were expressed as percentages obtained by peak area normalization,
without using correcting factors. Retention indices (RIs) were determined relative to the retention
times of a series of n-alkanes with linear interpolation (“Target Compounds’ software of PerkinElmer).

4.3. Mass Spectrometry

The EOs were analyzed with a PerkinElmer TurboMass detector (quadrupole, PerkinElmer,
Courtaboeuf, France), directly coupled to a PerkinElmer Autosystem XL (PerkinElmer), equipped
with a fused silica gel capillary column (50 m x 0.22 mm i.d., film thickness 0.25 um), BP-1
(dimethylpolysiloxane). Carrier gas, helium at 0.8 mL/min; split: 1/75; injection volume: 0.5 uL;
injector temperature: 250 °C; oven temperature programmed from 60 to 220 °C at 2 °C/min and then
held isothermal (20 min); ion source temperature: 250 °C; energy ionization: 70 eV; electron ionization
mass spectra were acquired over the mass range 40-400 Da.

4.4. NMR Analysis

13C-NMR analyses were performed on an AVANCE 400 Fourier Transform spectrometer (Bruker,
Wissembourg, France) operating at 100.623 MHz for 3C, equipped with a 5 mm probe, in CDCl3,
with all shifts referred to internal tetramethylsilane (TMS). 13 C-NMR spectra were recorded with the
following parameters: pulse width (PW): 4 us (flip angle 45°); acquisition time: 2.73 s for 128 K data
table with a spectral width (SW) of 220.000 Hz (220 ppm); CPD mode decoupling; digital resolution
0.183 Hz/pt. The number of accumulated scans ranged 2000-3000 for each sample (around 40 mg
of oil in 0.5 mL of CDCl3). Exponential line broadening multiplication (1.0 Hz) of the free induction
decay was applied before Fourier transformation.

4.5. Identification of Individual Components

Identification of the components was based: (i) on comparison of their GC retention indices
(RIs) on polar and apolar columns, determined relative to the retention times of a series of
n-alkanes with linear interpolation (‘“Target Compounds’ software of PerkinElmer), with those
of authentic compounds and (ii) on comparison of the signals in the 3C-NMR spectra of
EOs with those of reference spectra compiled in the laboratory spectral library, with the help
of a laboratory-made software [49-51]. In the investigated samples, individual components
were identified by NMR at contents as low as 0.4%. Several compounds were identified by
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comparison of > C-NMR chemical shifts with those reported in the literature, for instance capillene
and capillin [27,52]; (E)-2-(2',4’-hexadiynylidene)-1,6-dioxaspiro[4.4]-nona-3,7-diene [32]; (Z) and
(E)-tonghaosu. (2-(2’ 4’-hexa-diynyl-idene)-1,6-dioxaspiro[4.4]-non-3-ene [31,53].

4.6. Essential Oil Fractionation

A composite oil sample (F1 to F6, Fesdis; 247.9 mg) was submitted to flash chromatography
(silica gel: 35-70 um). Nine fractions (Fr1-Fr9) were eluted with a mixture of solvents of increasing
polarity (pentane:diethyl ether, 100:0 to 0:100, and pure methanol); Fr1 (10.3 mg) and Fr2 (12.6 mg);
pentane:Et,O, 98:2; Fr3 (9.2 mg); pentane:Et,O, 95:5 Fr4 (14.4 mg); pentane:Et,O, 90:10 Fr5 (18.8 mg);
pentane:Et,O, 75:25 Fr6 (86.5 mg); pentane:Et,O, 50:50 Fr7 (18.7 mg); pentane:Et,O, 0:100; Fr8 (22.3 mg)
and pure methanol, Fr9 (15.6 mg). All fractions of chromatography were analyzed by GC (RI), GC/MS
and 3C-NMR.

4.7. Antimicrobial Activity of the Essential Oil

4.7.1. Microbial Strains

Antimicrobial activity of the aerial part EO (Collective sample Bouilef-Hamla) were evaluated
against two Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Bacillus cereus ATCC 25921)
and two Gram-negative bacteria (Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603),
two yeasts (Candida albicans ATCC 26790 and C. albicans ATCC 10231) and three filamentous
fungi (Fusarium oxysporum MNHN 963917, Aspergillus fumigatus MNHN 566 and Aspergillus flavus
MNHN 994294).

4.7.2. Screening of Antimicrobial Activity

The agar diffusion method [54] was used for the determination of antimicrobial activity of the
EOs. Briefly, a suspension of the tested microorganisms (1 mL of a suspension at 10° cells/mL for
bacteria and yeasts, 107 cells/mL for S. aureus and 10* spores/mL for filamentous fungi) was spread
on the solid media plates, using Mueller-Hinton agar for bacteria, Sabouraud dextrose for yeasts and
PDA for filamentous fungi. Filter paper discs (6 mm in diameter) were impregnated with 15 uL of the
oil and 5 pL of DMSO and placed on the surface of inoculated plates. The activity was determined by
measuring the inhibitory zone diameter in mm after incubation for 24 h at 37 °C for bacteria, 24—48 h
at 30 °C for yeasts and 3 to 5 days at 25 °C for filamentous fungi. Fluconazole (FLU 25 ug/disc),
nystatin (NY 30 ug/disc) were used as reference antifungal against yeasts and filamentous fungi and
chloramphenicol (CHL 30 pg/disc), ciprofloxacin (CIP 10 pg/disc), gentamicin (GMN 10 ng/disc),
vancomycin (VAN 30 pg/disc) were used as positive controls against bacteria. DMSO was used as
negative control. Each test was performed in duplicate or in triplicate.

4.8. DPPH Radical Scavenging Activity

The antioxidant activity was measured on a sample of EO (Collective sample Fesdis F1-6).
The antioxidant activity of S. africana EO was measured on the basis to scavenge of the
2.2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH®) free radical, according to the experimental protocol of Blois [55].
A volume of 2.5 mL with various concentrations (256, 128, 64, 32, 16, 8, 4,2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625,
0.03125 and 0.015625 mg/mL) of the EO in absolute ethanol were added to 1 mL of an ethanolic
solution of DPPH at 0.03 mg/mL. For each concentration, a blank was prepared. In parallel, a negative
control is prepared by mixing 2.5 mL of absolute ethanol with 1 mL of ethanolic solution of DPPH.
After incubation in the dark for 30 min at room temperature, the absorbance was measured against a
blank at 517 nm. The activity of the EO was compared to ascorbic acid as a positive control. DPPH free
radical scavenging activity in percentage (%) was calculated using the following formula:

DPPH scavenging activity (%) = [(Acontrol — Asample)/ Acontrot] X 100 1



Molecules 2019, 24, 204 11 of 15

with: Acontrol is the absorbance of the negative control; Agample is the absorbance of the tested sample.

The concentration of the EO required for the 50% reduction in the initial concentration of
DPPH (ICsp) was calculated from the graph plotted of percentage inhibition against essential
oil concentrations.

4.9. Anti-Inflammatory Capacity of Santolina africana Essential Oil

The anti-inflammatory capacity of S. africana essential oil (collective sample Fesdis F1-6) was
evaluated by in vitro lipoxygenase inhibition assay [56-58]. The in vitro analysis for lipoxygenase
inhibitory activity was performed using Lipoxidase type I-B (Lipoxygenase, LOX, EC 1.13.11.12) from
Glycine max (soybean) purchased from Sigma-Aldrich Chimie (Saint-Quentin-Fallavier, France). It was
determined by kinetic mode of spectrophotometric determination method, which was performed by
recording the rate of change in absorbance at 234 nm. Indeed, the increase of absorbance at 234 nm
due to formation of 13-hydroperoxides of linoleic acid (substrate used for LOX inhibition activity
assay) [56-58].

A stock solution of LOX was prepared by dissolving around 5.7 units/mL of LOX in 0.2 M borate
buffer pH 9.0 (1 unit corresponding to 1 umol of hydroperoxide formed per min). Five concentrations
of S. africana EO in dimethylsulfoxide (DMSO) were tested as inhibitor solution for LOX inhibition
activity assay: 1.5,2.5,5.0, 7.5 and 10.0 mg/mL.

The LOX inhibition assays were performed by mixing 10 uL of LOX solution with 10 uL of
inhibitor solution in 970 puL of boric acid buffer (0.2 M; pH 9.0) and incubating them briefly at room
temperature. The reaction started by addition of 10 pL of substrate solution (Linoleic acid, 25 mM)
and the velocity was recorded for 30 s at 234 nm. One assay was measured in absence of inhibitor
solution and one assay was measured with DMSO mixed with distilled water (99.85% of DMSO
in distilled water) which made it possible to eliminate the inhibition effect of DMSO. No inhibitor
effect of DMSO on the LOX activity was detected and the LOX activity measured without inhibitor
solution was considered as control (100% enzymatic reaction). All assays were performed on triplicate.
The percentage of lipoxygenase inhibition was calculated according to the equation:

Inhibition % = (Vocontrol — VOsample) % 100/ Vocontrol 2)

Vocontrol i the activity of LOX in absence of inhibitor solution and Vosample is the activity of LOX in
presence of inhibitor solution [58]. The IC5y was calculated by the concentration of S. africana EO in
DMSO inhibiting 50% of LOX activity.

4.10. Data Analysis

Principal components analysis (PCA) was performed using Xlstat (Adinsoft, Paris, France) [59].

Supplementary Materials: The following are available online, Table S1: Chemical composition of 18 samples
of Santolina africana aerial part essential oil, Figure S1: Structure of polyacetylenes derivatives 88, 89, 90 and 91,
Figure S2: Antioxidant test of Santolina africana essential oil and ascorbic acid against DPPH®.
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Résumé

Dans le but de valoriser les plantes aromatiques algériennes, nous nous sommes
intéressés dans cette thése d’une part, a la caractérisation chimique par CPG (Ir), CPG-SM et
RMN du "C des huiles essentielles obtenues & partir de trois plantes, a savoir, Pituranthos
scoparius, Santolina africana et Cymbopogon schoenanthus, poussant spontanément en
Algérie, et d’autre part, a la détermination des activités biologiques de ces huiles essentielles.

La premiere partie concerne la caractérisation chimique des huiles essentielles
des trois plantes étudiées en exploitant la complémentarité des techniques analytiques
(CPG(Ir), CPG-SM et RMN '3C). Les échantillons (93) de P. scoparius prélevés dans cinq
stations différentes de 1’Algérie : Ghardaia, Biskra, Batna (Fesdis-Bouilef et Djerma) et
Béchar, ont montré des teneurs en huile essentielle d’une grande variabilité, allant de 0,16 a
0,99%. L’analyse détaillée des huiles essentielles des parties aériennes de P. scoparius, a
permis d’identifier 62 composés. La composition de ces huiles essentielles présente une
grande variabilit¢ chimique, caractérisée par une forte proportion de monoterpénes
hydrocarbonés (sabinéne, limonéne, o-pinéne) et/ou de phénylpropanoides (6-méthoxy
¢lémicine, myristicine et apiole dill). Les analyses statistiques des compositions, ont permis
de mettre en évidence une variabilité chimique. Ainsi, les échantillons se répartissent en trois
groupes principaux, qui ont ét¢ distingués sur la base des teneurs en 6-méthoxy élémicine (0,0-
59,6%), sabinéne (0,8-55,6%), limonéne (0,3-44,0%), a-pinéne (0,7-31,0%), myristicine (0,0-
32,4%), élémicine (0,0-29,1%) et apiole dill (0,0-31,4%). En paralléle, le groupe IIT est
subdivisé¢ en deux sous-groupes (IIIA et IIIB). Le premier groupe apparait original et
caractérisé par une teneur élevée en 6-méthoxy ¢élemicine (jusqu'a 59,6%) et n'a jamais été
rapporté dans la littérature. Les échantillons (18) de S. africana, ont été récoltés dans trois
stations de la région de Batna (Algérie) : Fesdis (Fesdis et Bouilef), Oued Chaaba (Hamla).
Les rendements en huiles essentielles sont trés faibles, variant considérablement d'un
échantillon a l'autre, allant de 0,03 a 0,17%. L’analyse détaillée des huiles essentielles des
parties aériennes de S. africana, a permis d’identifier 91 composés. La majorité des
¢échantillons sont caractérisés par de fortes proportions en monoterpénes (51,5-69,7%). La
composition de I’huile essentielle de S. afiicana est généralement homogéne. Cependant, nous
remarquons une variabilit¢ chimique quantitative particulierement pour les composés
suivants : germacréne D, myrcéne, spathulénol, o-bisabolol, B-pinéne, 1,8-cinéole, cis-
chrysanthénol, capilléne, santolina alcool, camphre, terpinéol-4 et lyratol. Quatre composés
minoritaires qui présentent une structure avec un motif di-alcyne sont également identifiés
pour la premiere fois dans I’huile essentielle de cette espece. L’étude statistique montre une
variabilité chimique faible. Les échantillons (30) de C. schoenanthus, récoltés dans deux
régions du Sahara de 1’Algérie, Ghardaia et Béchar, ont montré des rendements en huile
essentielle homogenes avec des moyennes comprises entre 0,6 et 0,9%. L’analyse des huiles
essentielles a conduit a I’identification de 55 composés. Il s’agit en large majorité de composés
monoterpéniques oxygénés avec un squelette menthane, avec le frans-p-menth-2-éne-1-ol
(10,5-31,7%) et le cis-p-menth-2-éne-1-ol (7,2-19,8%) comme composés majoritaires, suivis
de 2-caréne (2,1-17,0%) et un alcool sesquiterpénique, a savoir le f-¢1émol (1,9-20,7%). Deux
autres dérivés p-menthaniques, trans-pipéritol (4,6-11,7%) et cis-pipéritol (3,2-9,0%) sont
également identifiés en quantités assez importantes. L’analyse statistique met en évidence une
variabilité chimique quantitative particulierement pour les composés majoritaires : trans-p-
menth-2-¢ne-1-ol (10,5-31,7%), cis-p-menth-2-éne-1-ol (7,2-20,2%), B-élémol (0,5-20,7%),
2-carene (1,0-17,0%) et suggere l'existence de deux groupes principaux : I et IT (qui est
subdivisé en deux sous-groupes IIA et IIB) et deux compositions atypiques.

La deuxiéme partie a été consacrée a I’étude des activités biologiques. Les huiles
essentielles des parties aériennes de P. scoparius, agissent de fagon active contre
Staphylococcus aureus, les deux souches de Candida albicans, et contre Aspergillus
fumigatus, avec des diamétres de zone d’inhibition allant de 12 a 27 mm, et des CMIs
comprises entre 2 et 4 ul/ml. Les huiles essentielles de S. africana, ont montré une bonne
activité vis-a-vis des souches microbiennes S. aureus et A. fumigatus, avec des zones
d'inhibition de 19,7 mm et 17,5 mm, respectivement. Les huiles essentielles de C.
schoenanthus, ont montré la meilleure activité contre S. aureus, C. albicans, A. flavus et
Fusarium oxysporum, avec des zones d’inhibition comprises entre 15,5 et 31,0 mm et avec
des CMIs allant de 0,5 a 2 pl/ml. Parallélement, la capacité de Ihuile essentielle de S. afiicana
a inhiber la lipoxygénase de soja a été évaluée qu’indication d’une potentielle activité anti-
inflammatoire. Les résultats obtenus ont montré une bonne activité, avec une Clso de 1’ordre
de 0,065 + 0,004 mg/ml, 5 fois supérieure a celle du NDGA (0,013 + 0,003 mg/ml). Enfin,
I’activité antioxydante des huiles essentielles des trois plantes étudiées a été évaluée par la
méthode du piégeage du radical libre DPPH en utilisant deux solvants différents (méthanol et
éthanol). Les résultats obtenus ont révélé une faible activité antioxydante pour I’ensemble des
huiles essentielles testées par comparaison aux composés de référence. Cependant, 1’huile
essentielle de S. afiicana s’est montrée la plus active et les Clso sont nettement plus faibles en
présence de I’éthanol.

Mots clés : Pituranthos scoparius, Santolina africana, Cymbopogon schoenanthus, CPG (Ir),
CPG-SM et RMN '3C, activité antimicrobienne, CMI, activité antioxydante, activité anti-
inflammatoire.

(Fesdis and Bouilef), Oued Chaaba (Hamla). Essential oil yields are very low, varying
considerably from one sample to another, ranging from 0.03 to 0.17%. Detailed analysis of
the essential oils of the aerial parts of S. africana identified 91 compounds. The majority of
the samples are characterized by high proportions of monoterpenes (51.5-69.7%). The
composition of the essential oil of S. africana is generally homogeneous. However, we note
quantitative chemical variability particularly for the following compounds: germacrene D,
myrcene, spathulenol, a-bisabolol, PB-pinene, 1,8-cineole, cis-chrysanthenol, capillene,
santolina alcohol, camphor, terpineol-4 and lyratol. Four minority spiroacetalenol derivatives
were also identified in the first time in essential oil from this species. The statistical study
shows a low chemical variability. The samples (30) of C. schoenanthus, harvested in two
regions of the Sahara of Algeria, Ghardaia and Béchar, showed homogeneous essential oil
yields with averages between 0.6 and 0.9%. The analysis of essential oils led to the
identification of 55 compounds. They are mainly monoterpene oxygenated compounds with a
menthane skeleton, with frans-p-menth-2-en-1-ol (10.5-31.7%) and cis-p-menth-2-en-1-ol
(7.2-19.8%) as the major compounds, followed by 2-carene (2.1-17.0%) and an oxygenated
sesquiterpene component, namely B-elemol (1.9-20.7%). Two other p-menthanic derivatives,
trans-piperitol (4.6-11.7%) and cis-piperitol (3.2-9.0%) are also identified in appreciable
amounts. The statistical analysis shows quantitative chemical variability particularly for the
main compounds: trans-p-menth-2-en-1-ol (10.5-31.7%), cis-p-menth-2-en-1-o0l (7.2-20.2%),
B-elemol (0.5-20.7%), 2-carene (1.0-17.0%) and suggests the existence of two main groups: I
and IT which is subdivided into two subgroups ITA and IIB and two atypical compositions.

The second part was dedicated to the study of biological activities. The essential
oils of the aerial parts of P. scoparius, were effective against Staphylococcus aureus, the two
strains of Candida albicans, and against Aspergillus fumigatus, with inhibition zone diameters
ranging from 12 to 27 mm, and MIC between 2 and 4 pl/ml. The essential oils of S. africana,
showed good activity against the microbial strains S. aureus and Aspergillus fumigatus, with
inhibition zones of 19.7 mm and 17.5 mm, respectively. The essential oils of C. schoenanthus,
showed the best activity against S. aureus, C. albicans, Aspergillus flavus and Fusarium
oxysporum, with inhibition zones between 15.5 to 31.0 mm and with MICs ranging from 0.5
to 2 pl/ml. At the same time, the ability of S. africana essential oil to inhibit soybean
lipoxygenase was evaluated as an indication of potential anti-inflammatory activity. The
results obtained showed a good activity, with an ICso of about 0.065 + 0.004 mg/ml, 5-fold
higher than that of NDGA (0.013 + 0.003 mg/ml). Finally, the antioxidant activity of the
essential oils of the three plants studied was evaluated by the DPPH free radical scavenging
method using two different solvents (methanol and ethanol), the results obtained revealed a
low antioxidant activity for all the essential oils tested compared to the reference compounds.
However, the essential oil of S. afiicana was the most active and the ICso are lower in the
presence of ethanol.

Keywords: Pituranthos scoparius, Santolina afiicana, Cymbopogon schoenanthus, GC (RI),
GC-MS, and '*C NMR, antimicrobial activity, MIC, antioxidant activity, anti-inflammatory
activity.

Abstract

In order to promote the Algerian aromatic plants, we are interested in this thesis
on the one hand, to the chemical characterization by GC (RI), GC-MS, and '3C NMR, of the
essential oils obtained from three plants, namely: Pituranthos scoparius, Santolina africana
and Cymbopogon schoenanthus, growing spontaneously in Algeria, and on the other hand, to
determine the biological activities of these essential oils.

The first part concerns the chemical characterization of the essential oils of the
three plants studied by exploiting the complementarity of analytical techniques (GC (RI), GC-
MS, and '*C NMR). The P. scoparius samples (93) collected from five different regions in
Algeria: Ghardaia, Biskra, Batna (Fesdis-Bouilef and Djerma) and Béchar, showed essential
oil yields of great variability, ranging from 0.16 to 0.99%. The composition of these essential
oils has a great chemical variability, characterized by a high proportion of monoterpene
hydrocarbons (sabinene, limonene, a-pinene) and/or phenylpropanoids (6-methoxyelemicine,
myristicine and dill apiole). Statistical analyses of the compositions revealed chemical
variability. Thus the samples are divided into three main groups, which have been
distinguished on the basis of the contents of 6-methoxyelemicine (0.0-59.6%), sabinene (0.8-
55.6%), limonene (0.3-44.0%), o-pinene (0.7-31.0%), myristicine (0.0-32.4%), elemicine
(0.0-29.1%) and dill apiole (0.0-31.4%). In parallel, group III is subdivided into two subgroups
(IITA and IIIB). The first group appears to be original and characterized by a high content of
6-methoxyelemicine (up to 59.6%) and has never been reported in the literature. The samples
(18) from S. afiicana were collected from three sites in the Batna region (Algeria): Fesdis
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