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Résumé

Dans le but de valoriser les plantes médicinales algériennes, nous sommes intéressés dans ce
mémoire d’une part, a la caractérisation chimique par CPG (Ir), CPG-SM et RMN du C des huiles
essentielles obtenues a partir des parties aériennes et des cones de Tetraclinis articulata (Vahl)
Masters (Thuya), poussant spontanément dans la région de Tlemcen, et d’autre part, a la détermination
des activités biologiques de ces huiles essentielles.

La premiére partie concerne la caractérisation chimique des huiles essentielles de Tetraclinis
articulata prélevées dans huit stations de la région de Tlemcen. Les teneurs en huile essentielle sont
tres variables. Les cones (0,17-1,13%) sont plus riches en huiles essentielles que les parties aériennes
(feuilles et fleurs), de 0,03 & 0,86%. L’analyse détaillée de I’huile essentielle des parties aériennes, par
combinaison des techniques chromatographiques et spectroscopiques, a permis d’identifier 35
composés. Cette huile essentielle est trés riche en monoterpenes ; I’a-pinene (23,6%), l'acétate de
bornyle (20,7%) et le camphre (17,3%) étant les composés majoritaires. L’analyse de 50 échantillons
d’huile essentielle des parties aériennes, associée a un traitement statistique des données (PCA,
dendrogramme) a permis de mettre en évidence une variabilité chimique. Ainsi, les échantillons se
répartissent en deux principaux groupes (I et Il lui-méme subdivisé en deux sous-groupes) selon les
teneurs en camphre (groupe 1), en a-pinene (sous-groupe IIA) et en a-pinene/acétate de bornyle (sous-
groupe IIB). En parallele, nous avons suivi la composition chimique des huiles essentielles des feuilles
récoltées sur un méme pied au cours d’une année et constaté que les rendements en huile essentielle
varient d’un mois a un autre (0,16 a 0,66%) avec les valeurs les plus importantes observées pour les
mois de juin et de décembre. La composition demeure qualitativement homogéne mais présente des
différences quantitatives. Cette variabilité concerne les composés majoritaires, a savoir : a-pinéne
(11,1-24,6%), acétate de bornyle (8,6-41,1%) et camphre (2,2-16,4%). Nous avons poursuivi nos
travaux par la détermination de la composition chimique des huiles essentielles des cbnes de
Tetraclinis articulata prélevés dans les mémes stations. L’analyse détaillée de six échantillons d’huile
essentielle de cones a permis d’identifier 38 composés, dont la composition chimique est dominée par
I’o-pinéne (47,1-73,6%), le limonene (6,5-21,9%) et le myrcéne (jusqu'a 11,6%). L’analyse de 40
échantillons de cones, avec la combinaison des résultats statistiques a permis de mettre en évidence
une variabilité chimique. Ainsi, les échantillons se répartissent en deux principaux groupes
caractérisés par 1’a-pinéne (groupe |) et I’association a-pinene/limonéne (groupe I1).

La deuxieme partie a été consacrée a 1’étude de I’activité antimicrobienne et antioxydante de
ces huiles essentielles. Les huiles essentielles des parties aériennes de Tetraclinis articulata présentant
trois compositions chimiques différentes (a-pinéne ou camphre ou acétate de bornyle majoritaire),
agissent de fagon tres active contre les deux souches de Staphylococcus aureus et contre Aspergillus
fumigatus, avec des diamétres des zones d’inhibition variant entre 20 et 38,5 mm. L’huile essentielle a
camphre majoritaire s’est avérée la plus intéressante, avec des CMIs variant entre 1 et 3 uL/mL tandis
que celle a a-pinéne présente la moins bonne efficacité avec des CMIs variant entre 2 et 6 pL/mL, vis-
a-vis des mémes micro-organismes. Enfin, nous avons testé I’activit¢ antioxydante avec trois
méthodes : DPPH, f-carotene et FRAP, vis-a-vis de trois échantillons d’huile essentielle des parties
aériennes et de douze échantillons de cbnes présentant trois compositions chimiques différentes, en
fonction des pourcentages d’a-pinéne et de limonene. Les résultats obtenus ont révélé une faible
activité antioxydante pour 1’ensemble des huiles essentielles par comparaison aux composes de
référence.

Mots clés :Tetraclinis articulata (Vahl) Masters, huile essentielle, CPG (Ir), CPG-SM et
RMN du 3C, activité antimicrobienne, CMI, activité antioxydante.



Abstract

In order to promote Algerian medicinal plants, we were interested in this work by the
chemical characterization by CG (Ir), CG-SM and *C NMR of the essential oils obtained
from the aerial parts as well as the cone of Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Barbary
Thuya), growing in a spontaneous state in the region of Tlemcen on one hand, and the
determination of the biological activities of these essential oils on the other hand.

The first part concerned the chemical characterization of the essential oil of Tetraclinis
articulata brought to Tlemcen in eight stations. The essential oil yields are very variable. The
cone (0.17-1.13%) are rich in essential oils than the aerial parts (leaves and flowers), from
0.03 to 0.86%. A detailed analysis of aerial parts essential oil, using the combination of
chromatographic and spectroscopic techniques, leads to the identification of 35 compounds.
This essential oil is rich in monoterpens which a-pinene (23.6%), bornyl acetate (20.7%) and
the camphor (17.3%) being the main constituents. The analysis of 50 samples of aerial parts
essential oil, associated with statistical treatment of the results (PCA and Dendrogram),
suggested the occurrence of a chemical variability. Samples are divided into two groups (I and
I1 which is subdivided in two sub-groups) based on their contents in camphor (groupe 1), in a-
pinene (sub-groups IlA) and in association a-pinene/bornyl acetate (sub-groups 1IB). In
parallel, we followed the chemical composition of leaves essential oils collected on the same
foot during one year and noted that the essential oil yields varied from one month to another,
ranging between (0.16 a 0.66%) with the most important values observed for December and
June. The composition remains qualitatively homogeneous but present quantitative
differences. This variability also concerned to major compounds, namely: a-pinene (11.1-
24.6%), bornyl acetate (8.6-411%) and camphor (2.2-16.4%). We continued our work by the
determination of the chemical composition of the cone essential oils of Tetraclinis articulata
isolated from the same stations. A detailed analysis of six samples of the cone’s essential oil
leads to the identification of 38 compounds, of which the chemical composition are
dominated by the a-pinene (47.1-73.6%), limonene (6.5-21.9%) and myrcene (up to 11.6%).
The analysis of 40 samples of the cone’s essential oil, associated with statistical treatment,
suggested the occurrence of a chemical variability. Thus, samples are divided into two
independent groups characterized by a-pinene (group I) and association a-pinene/limonene

(group 11).

The second part concerned the study of the antimicrobial and antioxidant activity of
these essential oils. Essential oils of the aerial parts of Tetraclinis articulata presenting three
different chemical compositions (a-pinene, or camphor or bornyl acetate majority), displayed
the highest activity against both Staphylococcus aureus and Aspergillus fumigatus, with
diameters of the zones of inhibition ranging between 20 and 38.5 mm. However, essential oil
with camphor as major component was the most interesting, with CMIs ranging between 1
and 3 pL/mL. While, essential oil with a-pinene remains the less effective, with CMIs ranging
between 2 and 6 pL/mL, against to the same micro-organisms. Finally, we tested the
antioxidant activity with three methods: DPPH, B-carotene and FRAP, with respect to three
samples of essential oil of the aerial parts and twelve of cones exhibiting three different
chemical compositions, according to the percentages of a-pinene and limonene. The results
obtained revealed a weak antioxidant capacity for the whole essential oils by comparison with
the reference compounds.

Keywords: Tetraclinis articulata (Vahl) Masters, essential oil, GC (Ir), GC-MS, and
13C NMR, antimicrobial activity, MIC, antioxidant activity.
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Introduction

Les vertus thérapeutiques des plantes aromatiques et meédicinales ont été
expérimentées depuis plusieurs siécles et leurs précieuses vertus, se sont transmises oralement
de génération en génération ou consignés dans les vieux écrits. Les remédes de bonne
réputation ont prévalu malgré le développement de la médecine moderne qui est venue
marginaliser le recours aux techniques médicinales naturelles. Dans toutes les régions du
monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours occupé une place
importante en médecine. En effet, méme actuellement, malgré le progrés de la pharmacologie,
I’'usage thérapeutique des plantes médicinales est tres présent dans certains pays du monde et
surtout les pays en voie de développement, en 1’absence d’un systeme médical moderne.

Cependant, I’évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme antimicrobienne et
antioxydante, demeure une tache tres intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une
utilisation rare ou moins fréquentes ou peu connues dans la médecine et les traditions
médicinales populaires. Ces plantes représentent une nouvelle source de composés actifs. En
effet, les métabolites secondaires font toujours 1’objet de nombreuses recherches in vivo
comme in vitro, notamment pour la recherche de nouveaux constituants naturels présents en
particulier dans les huiles essentielles. Ces derniéres ont permis, par leur facilité d’obtention,
leur tres grande diversité chimique et leur valeur ajoutée, de grands développements dans la
préparation de nombreux produits dans les domaines pharmaceutiques, la cosmétique, la
parfumerie et I’agroalimentaire.

L’utilisation des vertus antimicrobiennes des huiles essentielles est déja ancienne.
Cette importance donnée a I’étude des maladies microbiennes fait suite a 1’apparition de la
résistance des souches aux medicaments les plus communément utiliseées (Balkis et al., 2002 ;
Ju et al., 2002). Le principal déterminant de I’apparition de cette résistance est sans aucun
doute, la pression de sélection des antibiotiques et des antifongiques a laquelle les populations
microbiennes sont soumises (Soussy, 1997).

A coté des infections microbiennes, les radicaux libres sont impliqués dans un grand
nombre de pathologies qui sont maintenant considérées comme 1’un des problémes majeurs
de santé publique. Les scientifiques dans diverses disciplines sont plus enclins a utiliser les
sources naturelles qui pourraient fournir les composants actifs employés pour empécher ou
réduire I’impact de ces radicaux libres sur les cellules (Yan et al., 2002). L’activité anti-
radicalaire des plantes a été demontrée in vitro avec des perspectives d’établissement de
nouvelles drogues anti-radicalaires. On assiste, ces derniéres années, a un regain d’intérét

pour les plantes médicinales et aromatiques et pour leurs extraits (Sabu et Kattan, 2002).



Introduction

Le continent africain est un des continents dotés d’une biodiversité la plus riche dans
le monde, avec un large spectre de plantes utilisées comme herbes, aliments naturels et pour
des buts thérapeutiques. Plus de 5 000 de substances naturelles différentes ont été identifiées
et beaucoup d’entres elles se sont avérées utile dans la médecine traditionnelle pour la
prophylaxie et le traitement des maladies. Malgré I’extréme diversité de ces ressources
végétales sur le continent, il y a eu peu d’efforts consacrés au développement des agents
chimio-thérapeutiques et prophylactiques de ces plantes (Farombi, 2003).

Dans un pays comme 1’ Algérie riche d’une flore trés diversifiée, la valorisation de la
filiere des plantes aromatiques et médicinales est devenue indispensable. C’est pourquoi, nous
avons mené durant cette these, en collaboration avec 1’équipe « Chimie & Biomasse » de
I’université de Corse, des études pour valoriser Tetraclinis articulata (Thuya), espéce végétale
aromatique poussant spontanément dans la région de Tlemcen (nord-ouest de 1’ Algérie), en
procédant a la caractérisation chimique et a I’étude du pouvoir antimicrobien et antioxydant
des huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs) et des cones.

Apreés cette introduction, nous avons structuré ce mémaoire en trois grandes parties.

> La premiére partie est une synthése bibliographique, et comporte trois chapitres. Le
premier chapitre est consacré a la présentation botanique de Tetraclinis articulata, les
propriétés thérapeutiques et les travaux déja réalisés sur cette plante. Le deuxieme chapitre
concerne 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 &
Biomasse » de I’'université de Corse. Enfin, dans le troisieme chapitre, nous avons présenté le
pouvoir antimicrobien et antioxydant des huiles essentielles et nous avons mis en évidence,
les agents antibactériens classiques, leur mécanisme d’action et le phénomene de résistance.
Ensuite, nous avons rapporté I’intérét que suscitent les huiles essentielles autant qu’agents
antimicrobien et antioxydant en citant leurs applications dans divers secteurs.

> Ladeuxiéme partie est expérimentale, s’articule selon trois axes distincts :

Nous détaillons, dans un premier temps 1’échantillonnage des parties aériennes
(feuilles et fleurs) et des cones de la plante récoltée dans huit stations de la région de
Tlemcen, I’obtention des huiles essentielles par extraction, ainsi que leur caractérisation en
combinant plusieurs méthodes 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 ’analyse

des mélanges). Nous abordons ensuite, 1’étude de pouvoir antimicrobien des huiles
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essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata, en utilisant deux
méthodes :

v Méthode de diffusion sur disque (Aromatogramme) ;

v Détermination des concentrations minimales d’inhibition (CMIs) par la

méthode de contact direct en milieu gélosé.

Nous achevons cette partie par 1’étude du pouvoir antioxydant des huiles essentielles des
parties aériennes et des cones de cette plante, en appliquant trois méthodes :

v' Piégeage du radical libre DPPHe (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) ;

v’ Activité antioxydante par le test de blanchissement du S-caroténe ;

v" Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power).

» Latroisiéme et derniere partie du mémoire propose une synthese et une discussion des

résultats obtenus, concernant a la fois la caractérisation chimique des huiles essentielles et

leurs activités biologiques tandis qu’une conclusion détaillée achéve la présentation écrite.
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« C’est ce que nous pensons déja connaitre qui nous empéche souvent d’apprendre »

Claude Bernard (1813-1878)
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Chapitre I : Synthese bibliographique de Tetraclinis articulata (Thuya)
I.1. Présentation de la plante

Le thuya (Tetraclinis articulata (Vahl) Masters), est une Cupressacées quasiment
endémique de I’Afrique du Nord. Cette espece végétale est essentiellement centrée sur le
Maghreb, puisqu’en dehors de cette région, il ne se rencontre a 1’état résiduel que sur le
littoral du sud-est de I’Espagne dans la région de Carthagéne, et a Malte, ou il est en voie
d’extinction (Quézel et Médail, 2003). En Afrique du Nord, ou ses peuplements atteignent un
million d’hectares environ, il est surtout présent au Maroc (900 000 ha), essentiellement sur le
plateau central, depuis le nord du Rif au I’ Anti-Atlas et dans la région d’Ifni. En revanche, il
fait défaut au Maroc sud-oriental steppique. En Tunisie, il est bien présent entre Bizerte et
Zaghouan (Quézel et Médail, 2003). En Algérie, il ne représente actuellement que moins de
140 000 ha (Letrech Belarouci, 1991, Maatoug et al., 2004) alors qu’il couvrait plus de 160
000 ha autrefois (BOUDY, 1950). Il offre quelques stations isolées dans I’Algérois,
notamment en situation littorale a I’ouest d’ Alger, par contre, il est assez largement présent en
Oranie littorale (Quézel et Médail, 2003).

Longtemps considérée comme une essence forestiére sans grand intérét, les écologues
et les forestiers insistent actuellement sur la place éminente qu’il joue dans la structuration des
paysages végétaux du Maghreb, mais aussi sur sa valeur forestiere et économique (Quézel et
Médail, 2003).

Il pousse a des hauteurs qui oscillent du niveau de la mer jusqu’a 1 800 m d’altitude
dans un climat méditerranéen en zone semi-aride. Les essences propres a 1’ébénisterie que
I’on rencontre dans les foréts de 1’ Algérie sont nombreuses et variées. Mais aucune ne saurait
rivaliser avec le thuya de Barbarie tant sous le rapport de la beauté que de la solidité (De
Rosny, 1856). En effet, son bois, connu sous le nom de citre, est trés solide, caractérisé par sa
résistance a la pourriture. On I’utilise surtout dans le secteur artisanal pour la marqueterie,
1’ébénisterie, pour la charpente de maisons traditionnelles et aussi comme bois de feu (UICN
et AGIR, 2011 ; Alami, 2013). Son écorce est riche en extrait de résine de grande valeur
utilisée dans la fabrication des vernis (Maatoug et al., 2004). Les racines, surtout des vieux
arbres, constituent un bois précieux et parfumé trés utilisé en ébenisterie, notamment a
Essaouira (UICN et AGIR, 2011). Par sa rusticite, sa résistance aux agents de destruction et
la qualité extrémement importante de son bois, il occupe la seconde place aprés le pin d’Alep
et le chéne vert. Cette essence est trés résistante aux maladies et aux attaques entomologiques

et cryptogamiques (Maatoug et al., 2004).



| Fleur femelle

‘ Cone male

Photo 1 : Fleur femelle et cbne male de Tetraclinis articulata Photo 2 : Cone femelle aprés fécondation de Tetraclinis articulata
(Station d’Ain Kebira, le 01/04/2016) (Station d’Ain Kebira, le 01/04/2016)

Cone feme
naturité

Photo 3 : Cones femelle & maturité de Tetraclinis articulata Photo 4 : Arbre entier de Tetraclinis articulata

(http://herbariovirtualbanyeres.blogspot.com/2011 10 16 archive.html) ( http://www.laopiniondemurcia.es/cartagena/2014/08/07/ue

protege-bosques-cipres-cartagena/579985.html)
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Noms vernaculaires :
e En Francais:

- Thuya de Barbarie (De Rosny, 1856 ; Quézel et Santa, 1962 ; Buhagiar et al.,
2000) ; thuya de Berbérie (Fennane, 1989 ; Haddad et al., 2006 ; Lahsissene et al., 2009 ;
UICN et AGIR, 2011, Bourkhiss et al., 2012) ; thuya de Maghreb (Maatoug et al., 2004).

e EnArabe:
- Ahrar ou Berbouch (Quezel et Santa, 1962 ; Buhagiar et al., 2000) ; shagaret el-hayat,
megloub (Buhagiar et al., 2000); Arar (Buhagiar et al., 2000 ; Salhi et al., 2010);
Al’Aaraar (El Bouhtoury-Charrier et al., 2009) ; Ar’ar (Lahsissene et al., 2009) ; El’ar’ar
(Benkhnigue et al., 2011) ; Araar (Azzi et al., 2012).
Au Maroc, T. articulata est connue sous les noms suivants : I’erar (Ait Igri et al., 1990),
I’abhel ou azuka (Ait Igri et al., 1990 ; Buhagiar et al., 2000).

e Enanglais:

- Cartagena cypress (Buhagiar et al., 2000) ; Barbary Thuya (ElI Bouhtoury-Charrier
et al., 2009) ; Sandarac tree (EI Bouhtoury-Charrier et al., 2009 ; Ben Jemia et al., 2012).

Noms scientifiques :

- Tetraclinis articulata (Vahl) Masters ; Callitris quadrivalvis Vent. ; C. articulata
(Vahl) Link (Quézel et Santa, 1962) ; Thuja articulata (\Vahl) (Buhagiar et al., 2000 ; El
Bouhtoury-Charrier et al., 2009).

1.2. Description botanique

Le genre monotypique Tetraclinis est un arbre ou arbuste, souvent petit et buissonnant,
rejetant de souche. Les rameaux sont aplatis, verts et articulés (Quézel et Santa, 1962).

Le thuya est un résineux a feuillage léger et persistant. Dans sa jeunesse, son port est
pyramidal, les feuilles sont réduites en écailles opposées et imbriquées par deux, les fleurs en
chaton, situées a I’extrémité des rameaux (Boudy, 1952). Les fruits sont des cones glaugques
et pruineux, dont les 4 valves sont munies au sommet d'un appendice plat et réfléchi (Quézel
et Santa, 1962). Les cones sont d’allure cubique s’ouvrant par les 4 valves sous I’effet de la
chaleur, libérant ainsi six graines ailées. La fructification démarre vers 1’age de 15 ans et se
répéte tous les deux a trois ans jusqu’a un age trés avancé (Boudy, 1952). En effet, Il est
caractérisé essentiellement par sa longévité qui dépasse 400 ans (Maatoug et al., 2004).
L’ouverture des cones, n’a lieu qu’a la fin de I’été. La production de graines de cette essence
est relativement bonne voire tres bonne (100 000 graines/kg) et le probléeme de sa
régénération naturelle ne semble pas étre freinée par la quantité de semences produites
(Hadjadj Aoual, 2009).
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Tetraclinis articulata est une espéce monoique qui dépasse rarement 6 & 8 m de haut et
0,30 m de diameétre en moyenne. Il existe néanmoins quelques peuplements difficiles d’acces
ou les dimensions peuvent étre plus importantes (12 m pour 0,50 m). Quelques vieux sujets
allant jusqu’a 20 m de haut pour 1 m de diametre, ont été observé, mais cela reste
exceptionnelle (arbre marabout) (Hadjadj Aoual, 2009). La longévité des semences est
d’aprés Emberger, (1938) et Greco (1966) de 6 a 8 mois. Cependant, les graines stockées a
I’obscurité et en ambiance séche gardent une bonne capacité germinative allant jusqu’a 20
mois environ. La dissémination de ces graines reste assez limitée et le plus gros des semences
se retrouvent au pied méme de I’arbre contrairement au pin d’Alep beaucoup plus
expansionniste (Acherar, 1981).
1.3. Systématique de Tetraclinis articulata
D’apres Quézel et Santa (1962), le thuya fait partie de :

e Embranchement : Spermaphytes

e Sous- Embranchement : Gymnospermes

e Classe: Coniferes

e Ordre: Coniférales

e Famille: Cupressacees

o Genre: Tetraclinis

e [Espéce: Tetraclinis articulata

1.4. Usages thérapeutiques

Différentes parties de thuya sont employées en médecine populaire en raison de ses
multiples effets thérapeutiques. En effet, il est principalement utilisé contre les infections
respiratoires et intestinales, les douleurs gastriques, le diabéte, I'hypertension. Il est conseillé
également comme anti-diarrhéique, fébrifuge, diurétique, antirhumatismal et hypoglycémiant
oral (Bellakhdar et al., 1982 ; Ait Igri, 1990 ; Bellakhdar et al., 1991 ; Ziyyat et al., 1997 ;
Farjon, 1998).

Par ailleurs, une décoction de poudre des rameaux mélangée a la poudre de 1’écorce de
Pistachier lentisque (Pistacia lentiscus L.) est utilisée en bain contre la fiévre infantile. Le
cataplasme de feuilles est utilisé en cas de migraines. Une décoction de feuilles est indiquee
dans le traitement des douleurs gastro-intestinales (Salhi et al., 2010) ainsi que pour guérir
des contusions et des blessures (Djouahri et Boudarene, 2012). Les feuilles en poudre
associees au henné (Lawsonia inermis L.) sont appliquées en cataplasme, sur le cuir chevelu

comme adoucissant et comme traitement antichute (Lahsissene et al., 2009 ; Salhi et al.,
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2010). En usage externe, les feuilles sont utilisées sur les blessures et sur la plaie ombilicale
du nouveau né, comme cicatrisant (Bellakhdar, 1997).

Le thuya de Berbérie est réputé dans la médecine traditionnelle marocaine, il est
employé comme émétique, anti-diarrhéique. 1l est conseillé également contre le vertige et la
fievre, et pour traiter I'inflammation des yeux (Bellakhdar, 1997). En Tunisie et dans d'autres
pays d’Afrique du nord, il est utilisé en médecine traditionnelle humaine et vétérinaire, en
particulier contre les maux intestinaux et respiratoires et contre les infections cutanées (Le
Floc'h 1983 ; Buhagiar et al., 2000). Dans la région de Zaér (Maroc Occidental), une
macération des feuilles, dans du lait, est administrée comme émétique dans divers épisodes
d’intoxication et comme hypoglycémiant (Lahsissene et al., 2009).

Dans la région de Tlemcen (Algérie), une macération des feuilles de thuya est utilisée
contre le diabete (Azzi et al., 2012)

Au sud du Maroc, les populations locales gemmaient le thuya pour en tirer la gomme
sandaraque qui est employée en pharmacie et pour les vernis de luxe (Bellakhdar, 1997).

Enfin, il est a noter que le thuya est un abortif dangereux a fortes doses (Hmamouchi,
1999).

1.5. Les métabolites secondaires de Tetraclinis articulata
1.5.1. Les huiles essentielles
1.5.1.1. La composition chimique des huiles essentielles

Plusieurs travaux ont été effectués sur la composition chimique des huiles essentielles
de Tetraclinis articulata. En général, elles concernent la composition de 1’huile essentielle
d’un seul ou bien de diverses parties du végétal (feuilles, rameaux, cbnes, branches, graines,

racines et bois ou sciure du bois).

e L’huile essentielle du bois

A notre connaissance, huit publications font état de la composition chimique des huiles
essentielles du bois et de la sciure du bois de T. articulata :

- Le composé majoritaire de I’huile essentielle du bois de thuya de 1’Oued Cherrat (Maroc) est
le carvacrol (28,0%), suivi de p-méthoxythymol (22,1%), le thymohydroquinone (16,1%), le
cedrol (7,2%), le terpinén-4-1-ol (5,4%) et I’a-pinéne (3,8%) (Ait Igri et al., 1990).

- Zrira et al. (2005) ont déterminé la composition chimique de 2 échantillons de la sciure du
bois récoltés dans les régions de khemisset (80 km nord de Rabat, Maroc) et d'Aoulouz (600
km sud de Rabat, Maroc). Le carvacrol (21,3%, 36,4%), 1’a-cédréne (10,1%, 13,1%), le

10
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cedrol (1,0%, 7,3%) et le terpinen-4-ol (2,8%, 6,0%) sont les principaux composants,
respectivement.

- L’huile essentielle originaire du Maroc contient le 2,5-diméthoxyacétophénone (22,5%), le
-acorénol (20,4%) et le cédrol (12,2%) comme composes majoritaires (Satrani et al., 2004).
- Par contre, 1’étude menée par Barrero et al. en 2005 montre que la composition chimique
de I’huile essentielle provenant de la région d'/Amsa, (pres de Tétouan, Maroc) contient le
cédrol (28,2%) et le 1,7-di-épi-cédrol (17,9%) comme composes majoritaires.

- L’analyse par CPG et CPG-SM de I’huile essentielle de la sciure du bois prélevée dans la
région de Khemisset (Maroc) a permis d’identifier 22 constituants dont les cinq majoritaires
sont : I’a-acorénol (20,9%), le cédrol (17,9%), le totarol (8,8%), 1’a-cédréne (8,7%) et le B-
acorénol (7,4%) (Bourkhiss et al., 2009a).

- EI Moussaouiti et al. (2010) ont réalisé une étude sur la composition chimique de 1’huile
essentielle extraite du bois récolté dans la région d’Oulmes (Maroc). Le composé majoritaire
est le ceédréne (22,7%), suivi du thymol (21,6%), du 3-t-butyl-4-méthoxyphénol (19,0%), du
cédrénol (9,6%), du muuroléne (5,4%), et de sclarene (3,0%).

- L’étude menée par Farah et al. en 2010 sur I’huile essentielle de la sciure du bois traité et
non traité provenant de la région d'Essaouira (Maroc) a montré que la composition chimique
est caractérisée par la prédominance également du carvacrol (41,2% contre 30,5% pour le bois
non traité), suivi du O-méthylthymodroguinone (10,8% contre 16,5% pour le bois non traité)
et du cédrol (2,5% contre 12,1% pour le bois non traité).

- Trés récemment, Djouahri et al. (2015) ont étudié également la composition chimique des
huiles essentielles du bois récolté dans quatre régions (Zeddine, Ain Defla ; Mansoura, Bordj-
Bou-Arreridj ; Zekkar, Djelfa et Tazoult, Batna). Les composés majoritaires, sont le
camphene(15,5-18,8%), cedrol (10,5-12,7%) et a-acorénol (8,2-10,4%), suivi par le (Z)-B-
ocimene (5,1-5,5%), le B-cédrene (4,0-5,1%), I’a-acoradiene (5,3-6,1%) et trans-totarol (5,5-
6,5%).

e L’huile essentielle des racines
- Une seule étude concerne I’huile essentielle des racines de T. articulata prélevées dans la
région de Zaghouan (Tekaya-Karoui et al., 2007). Ce travail réalisé en Tunisie fait état d’une
composition tres riche en camphéne (70,2%). Elle renferme aussi une quantité appréciable en
acetate de bornyle (16,6%), suivi par le y-cadinéne (2,9%) et le camphéne (1,6%).

11
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e L’huile essentielle des cones
A notre connaissance, seulement trois études concernent I’huile essenticlle des cones de
Tetraclinis articulata (Buhagiar et al., 2000 ; Tékaya-Karoui et al., 2007 ; Chikhoune et
al., 2013). Ces études, réalisées en Malte et en Algérie, rapportent une composition chimique
dominée par 1’a-pinene (68,2% en Malte, 57,5-75,0% en Algérie), suivi par le limonéne
(16,6% et 10,6-20,9%). Nous notons également la présence de B-myrcéne (3,6-10,6%) dans
I’huile essentielle d’Algérie (Chikhoune et al., 2013). Par contre, Tékaya-Karoui et al. en
2007, rapportent une composition trés différente. Cet échantillon originaire de Tunisie
renferment plusieurs composés présents en quantités appréciables : p-cymen-8-ol (10,4%),

trans-pinocarveéol (6,1%), acétate de fenchyle (5,1%) et carvone (5,3%).

e L’huile essentielle des graines
Un seul échantillon d’huile essentielle des graines de thuya récoltées a Msida (Malte) contient
deux composés majoritaires : I’a-pinene (46,3%), et le limonéne (25,3%). D’autres composés
sont présents en quantités appréciables, il s’agit de : germacréne D (5,0%), acétate de bornyle
(2,2%), sabinéne (1,7%), myrcene (1,5%), camphre et B-caryophyllene (1,1%) (Buhagiar et
al., 2000).

e L’huile essentielle des branches
- Au Maroc (Essaouira, Oued Cherrat), deux compositions des huiles essentielles des
brindilles ont été mises en évidence. La premiere est dominée par l'a-pinéne (37,2%) et le
limonéne (23,3%) (Bourkhisset al., 2007c), tandis que le deuxiéme eéchantillon est
caractérisée par la prédominance de I’acétate de bornyle (30,5%), suivi par le camphre
(18,6%) et le bornéol (10,2%) (Ait Igri et al., 1990).
- L’huile essentielle des branches de thuya prélevées également au Maroc (Khemisset)
contient I’a-pinene (30,2%) et le limonéne (22,3%) comme composés majoritaires. On note
également la présence du widdrol (5,4%) et de I'acétate de bornyle (4,8%) (Bourkhiss et al.,
2007a, 2010b).
- L’huile essentielle des branches terminales (ligneuses et non ligneuses) de Malte est
caractérisée respectivement par I’a-pinene (31,0% ; 46,4%), suivi par 1’acétate de bornyle
(19,1% ; 19,9%), le camphre (18,1% ; 7,3%) ; et le limonene (3,8% ; 6,2%) (Buhagiar et al.,
2000).
- En Tunisie, les principaux composants dans I'huile essentielle des branches terminales (non
ligneuses) étaient le muuroléne (29,0%) et le 4,6-diméthylloctane-3,5-dione (22,4%) tandis

12



Synthese bibliographique

que le camphéne (43,2%), le (Z)-B-ociméne (11,7%) étaient les composés majoritaires dans

les branches terminales (ligneuses) (Tékaya-Karoui et al., 2007).

e L’huile essentielle des feuilles

En ce qui concerne Tetraclinis articulata, I’huile essentielle des feuilles est celle qui a
généralement fait I’objet du plus grand nombre de travaux, puisque onze articles ont été
publiés ainsi que quatre autres etudes (postérieure a notre publication) sont également
rapportée :

- Au Maroc:
- Dans région d'Amsa (prés de Tétouan), le composé majoritaire est le camphre (19,1%), suivi
de I’acétate de bornyle (16,5%) et de bornéol (9,6%) (Barrero et al ., 2005).
- L’étude menée par Bourkhiss et al. (2007c) sur Tetraclinis articulata (Vahl) provenant de
la région d'Essaouira ont montré que I'huile essentielle des feuilles est caractérisée par la
prédominance du camphre (31,6%) et de I'acétate de bornyle (25,4%).
- Dans la région de Khemisset, deux compositions ont été mises en évidence, dont le composé
majoritaire est 1’acétate de bornyle (30,7% ; 30,6%, respectivement) suivi par 1’a-pinene
(23,5% ; 16,8%, respectivement) et le limonéne (23,31% ; 5,7%, respectivement). Le camphre
est également présent a des teneurs appréciables (17,3% et 18,6%, respectivement)
(Bourkhiss et al., 2007b, 2009a, 2010b).
- La composition chimique des huiles essentielles des feuilles fraiches et séches de thuya
prélevées au mois de décembre dans la région de Marrakech est dominée respectivement par
I’a-pinéne (41,0% ; 23,0%) et I'acétate de bornyle (20,6% ; 36,4%) (Achak et al., 2009). En
revanche, dans un autre échantillon récolté au mois de janvier dans la méme région, les
auteurs identifient 1’acétate de bornyle (26,8%) et le camphre (22,4%) comme cOmposés
majoritaires, suivis par I’a-pinene (7,2%) et le bornéol (6,4%) (EI Jemli et al., 2016).

Enfin, une autre étude porte sur I’évolution des composés majoritaires des huiles
essentielles extraites des feuilles de thuya de Berbérie de provenance du Maroc, au cours du
séchage a I’ombre (Figure 1). Les composes majoritaires sont I'acétate de bornyle (30,6%), le
camphre (18,6%), l'a-Pinéne (16,8%), le limonene (5,7%) et le Bornéol (4,7%). La
concentration cumulative de ces cing principaux constituants est passée de 61,1%, le premier
jour, a 65,3% le treizieme jour du séchage a I'ombre. Elle atteint son maximum, soit 70,8%,
au septieme jour du sechage. Ils soulignent également des fluctuations irrégulieres durant la
période de séchage. A titre d'exemple, 1'a-pinéne varie de 23,54%, le premier jour, a 28,78%

le treizieme jour, tandis que l'acétate de bornyle évolue de 30,74% a 22,27% pendant la méme
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période. Les autres constituants demeurent pratiquement constants durant la période de
stockage (Bourkhiss et al., 2009b).
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Figure 1 : Evolution en composés majoritaires des huiles essentielles des feuilles
de Tetraclinis articulata au cours du séchage a I'ombre

- En Tunisie :
- Ben Jemia et al. (2012) ont étudié la composition chimique de I’huile essentielle des
feuilles de Tetraclinis articulata récoltées dans le parc national de Bou Kornine. L'analyse par
CPG-SM a permis d’identifier 66 composants dont 1’acétate de bornyle (31,4%), 1’a-pinéne
(24,5%) et le camphre (20,3%) sont les constituants majoritaires.
- Herzi et al. (2013) ont étudié la composition chimique des huiles essentielles des feuilles de
Tetraclinis articulata obtenues par deux méthodes d’extraction, I’hydrodistillation et
I’extraction par fluide supercritique (SFE) en utilisant différentes pression (90, 280 et 1 000
bar). Les composés majoritaires sont respectivement : 1’a-pinéne (24,9% ; 31,3% / 0% / 0%)
et I’acétate de linalyle (21,4% ; 18,2% / 1,7% / 0%). D’autres composés sont présents en
quantités non négligeable, il s’agit respectivement de : 1’alloaromadendréne (1,1% ; 7,6%
11,4% / 0%), le y-caryophyllene (2,5% ; 4,2% / 2,1% / 0%), I’oxyde de caryophyllene (4 ,2% ;
1,8% / 2,5% / 0%) et I’acide palmitique (0% ; 0% / 3,0% / 36,2%).
- Enfin, Sliti et al., en 2016 ont décrit la composition chimique des huiles essentielles des
feuilles de Tetraclinis articulata récoltées en Tunisie dans deux stations et sur quatre périodes
différentes (Karbous : janvier, avril, mai et novembre ; Jbel abderahman : Mai). Ils montrent
une faible variabilité quantitative concernant les composés majoritaires : a-pinéne (26,3-
36,6%), acétate de bornyle (19,0-25,4%) et camphre (5,5-15,3%). D’autres composés sont
présents en quantités appréciables, il s’agit de : limonene (5,3-8,9%), B-myrcene (3,9-6,6%),
bornéol (3,0-6,8%) et caryophylléne (0,2-5,1%).
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- EnAlgérie:
- Benali Toumi et al. (2011) ont effectué une étude sur des échantillons des feuilles de
Tetraclinis articulata prélevées dans trois régions différentes de I'Ouest algérien : EI Hacaiba
(Sidi Bel Abbés), Ouled Mimoun (Tlemcen) et Frenda (Tiaret). Les composés majoritaires
présentent une variabilité quantitative et sont respectivement, le camphre (26,7% ; 31,6% ;
23,4%), l'acétate de bornyle (25,8% ; 17,1% ; 24,6%), le bornéol (12,9% ; 14,3% ; 6,6%), le
limonene (2,7% ; 3,0% ; 10,1%) et 'a-pinene (3,7% ; 6,5% ; 11,3%).
- Dans la région d’Alger, les composés majoritaires sont respectivement 1’a-pinéne (24,9% ;
19,8%) et l'acétate de bornyle (40,2 ; 59,2%) dans deux échantillons prélevés, respectivement
dans deux stations différentes : Hammam Melouane et Tipaza (Chikhoune et al., 2013). On
note aussi la présence du camphre, mais a faibles teneurs (2,3% ; 4,8%, respectivement).
- La composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Tetraclinis articulata
provenant de la région de Ghazaouet (Tlemcen), est nettement dominée par 1’acétate de
bornyle (52,1%) suivi de caryophylléne (7,51%), de germacréne D (5,6%) et de 1’oxyde de
caryophyllene (5,0%). Par contre, le camphre est également présent a une trés faible teneur
(2,1%) (Abi-Ayad et al., 2013).
- Djouahri et al. (2013a) ont étudié I’influence de la méthode d'extraction sur la composition
chimique de I’huile essentielle des feuilles de thuya récoltées & Ain Defla (Algérie). Deux
techniques d'extraction ont été employeées: hydrodistillation conventionnelle (HD) et
hydrodistillation assistée par micro-ondes (MAHD). Cette derniere méthode est plus
avantageuse en termes d'économies d'énergie et de temps d’extraction (90 min, 180 min,
respectivement). Les huiles essentielles obtenues sont caractérisées par la présence de 26
composés pour HD contre 25 composés pour MAHD représentant respectivement 95,5% et
95,8% dont l'acétate de bornyle ( 24,4% ; 32,4% ), I’a-pinéne (23,6% ; 12,5%), le camphre
(18,3% ; 21,4%), le limonene (7,0% ; 4,3%), le myrcene (5,5% ; 0,0%) et I’acétate d’a-
terpineol (1,0% ; 6,8%) sont les composés majoritaires, respectivement.
- Djouahri et al. (2015) ont étudie également la composition chimique des huiles essentielles
des feuilles récoltées dans quatre régions (Zeddine, Ain Defla; Mansoura, Bordj-Bou-
Arreridj ; Zekkar, Djelfa et Tazoult, Batna). Les composés majoritaires, présentent des
pourcentages équivalents : a-pinéne (16,3-25,3%), le camphre (17,2-21,4%) et ’acétate de
bornyle (17,6-20,6%). Le limonene (5,7-7,3%), le B-pinéne (4,8-7,2%) et I’a-terpinéol (2,1-
4,4%) présentent des teneurs inférieures a 10% alors que le bornéol n’excede jamais 1,5%
(0,7-1,5%).
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Récemment, dans un échantillon d’huile essentielle des feuilles fraiches récoltées a Messer
(Sidi Bel Abbgs), les auteurs identifient le camphre (19,6%) et 1’acétate de bornyle (18,7%)
comme composés majoritaires. Le germacréne D (7,6%), le trans-caryophylléne (7,1%) et le
borneol (6,3%) sont également présents en quantité appréciables. Par contre, ils avancent une
faible teneur en a-pinéne (3,2%) et en limonéne (2,8%) (Larabi et al., 2015).
Plus récemment, Djouahri et al. en 2016 ont étudié la composition chimique des huiles
essentielles des feuilles récoltées avant et en pleine floraison, ainsi que pendant la
fructification. Les auteurs avancent que 1’a-pinene (16,4 + 0,2-31,9 £ 0,4%) et le limonene
(3,4 £0,1-9,5 £ 0,1%) sont les composés majoritaires en période de pleine floraison, alors que
le camphre (16,1 + 0,2-26,2 + 0,3%) et 1’acétate de bornyle (15,2 + 0,2-27,3 + 0,3%) sont les
principaux constituants pendant la période de fructification.

Enfin, une autre étude a été réalisée sur la composition chimique de I’huile essentielle
des aiguilles du thuya du Canada dont I’a-pinéne (32,7%), le 3-caréne (18,3%), le B-mycéne
(11,7%) et I’acétate de bornyle (5,9%) sont les composés majoritaires (Kilig, 2014).

e L’huile essentielle des parties aériennes
Une seule étude porte sur la composition chimique des huiles essentielles des parties
aériennes de Tetraclinis articulata. Tres récemment, Bouayad Alam et al. en 2014 ont
identifié, par CPG-SM, 54 constituants dont 1I’a-pinene (32,0%) est le composé majoritaire,
suivi par le cédrol (11,0%), le 3-caréne (9,6%), le limonéne (4,3%), le sabinéne (4,3%) et le
(E)-B-caryophyllene (4,0%).

1.5.1.2. Les activités biologiques des huiles essentielles

Des études antérieures sur Tetraclinis articulata ont indiqué son utilisation comme
antibactérien et antifongique (Bourkhiss et al., 2007b ; Bourkhiss et al., 2007c ; Djouahri
et al., 2014 ; Abi-Ayad et al., 2011 ; Tékaya-Karoui et al., 2011 ; Abi-Ayad et al., 2013 ;
Djouahri et al.,, 2016), cytotoxique (Branen et al.,, 1975 ; Buhagiar et al., 1999),
antioxydant et anti-inflammatoire (Bourkhiss et al., 2010b ; Djouahri et al., 2013a ; El
Jemli et al., 2016 ; Sliti et al., 2016 ; Djouahri et al., 2016).
- Bouayad Alam et al. (2014) ont constaté que I’huile essentielle des parties aériennes de
Tetraclinis articulata est trés active contre cing mycétes (F. oxysporum, A. solani, A. niger,
penicillium sp.1 et penicillium sp.2) avec des pourcentages d’inhibition variant entre 57,77%

et 84,44% a une tres faible concentration de I’ordre de 5 pg/mL.
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- Bourkhiss et al. (2010a) ont réalisé une étude sur 1’activité antimicrobienne de I’huile
essentielle de la sciure du bois vis-a-vis de quatre souches bactériennes et trois souches
fongiques. Cependant, les microorganismes étudiés n’ont pas manifesté la méme sensibilité
vis-a-vis de I’huile essentielle. Chez les bactéries, Bacillus subtilis et Micrococcus luteus sont
les plus sensibles, inhibés a une concentration de 1/10000 (v/v), par contre Escherichia coli et
Staphylococcus aureus se sont révélés moins sensibles, inhibés a une concentration de 1/5000
(v/v). Pour les souches fongiques, cette huile essentielle s’est avérée également active contre
Penicillium parasiticus et Aspergillus niger (1/2000 (v/v)) tandis que Trametes pini était
également sensible, mais inhibé a 1/1000 (v/v).

- L'huile essentielle du bois a également été testée pour son activité antimicrobienne contre
quatre especes différentes de bactéries, a savoir : Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae et Streptococcus. Ces souches bactériennes se sont montrées tres
sensibles avec une CMI de I’ordre de 1,25 pL/mL (El Moussaouiti et al., 2010).

- Les huiles essentielles des feuilles et des cones du thuya sont testés vis-a-vis d’Echerichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, et Staphylococcus aureus. Ces microorganismes se sont
aveérées trés sensibles a ces huiles essentielles avec des CMls variant entre 0,2 et 1,0 pg/mL
(Chikhoune et al., 2013).

- Les résultats obtenus par Bourkhiss et al. (2007b) montrent que 1’huile essentielle des
feuilles de Tetraclinis articulata (Vahl) présente une activité inhibitrice trés importante, in
vitro, vis-a-vis de quatre bactéries et deux champignons testés. Staphylococcus aureus a
montré une plus grande sensibilité, inhibée a une concentration de 1/5000 (v/v). Il est & noter
également qu’aussi bien Escherichia coli que Bacillus subtilis ont présenté la méme
vulnérabilité a cette essence avec Pénicillium parasiticus et Aspergillus niger (1/500 (v/v)).
En revanche Micrococcus luteus est inhibé a partir de la concentration de 1/1000 (v/v).

- Abi-Ayad et al. (2011) ont réalisé une étude sur l'activité antibactérienne de 1’huile
essentielle des feuilles de thuya. Les résultats de la méthode de diffusion sur disque, suivi des
mesures de la concentration inhibitrice minimale (MIC), indiquent que Bacillus cereus était le
microorganisme le plus sensible avec la zone d'inhibition la plus élevée 60,5 mm et une CMI
de I'ordre de 5 pL/mL. En revanche, Staphylococcus aureus et Escherichia coli se sont
révélés plus resistants inhibees a des CMls variant entre 7,5 et 10 puL/mL.

- Abi-Ayad et al. (2013) ont étudié I’activité antifongique de I’huile essentielle des feuilles de
thuya vis-a-vis d’Aspergillus flavus, Aspergillus niger et Fusarium sp. La plus importante
activité a été rapportée contre les espéces de Fusarium sp., avec des pourcentages d’inhibition

de I’ordre de 94 et 100% au bout de 6 jours, a une concentration de 15 et 20 pL/mL,
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respectivement, suivi par Aspergillus flavus et Aspergillus niger inhibé respectivement a 64 et
a 62% & une concentration de 15 pL/mL.

- L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle des rameaux de Tetraclinis articulata a été
testée in vitro vis-a-vis de quatre souches bactériennes et deux champignons filamenteux.
Seul Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus se sont révélés sensibles, inhibés a des
concentrations modérées de 1’ordre de 1/250 et 1/100 (v/v), respectivement (Bourkhiss et al.,
2007a).

- L’huile essentielle de la sciure du bois du thuya et ses fractions ont été testées in vitro contre
quatre bactéries, a savoir : Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et
Micrococcus luteus et trois champignons filamenteux : Penicillium parasiticus, Aspergillus
niger et Trametes pini. La fraction sesquiterpénique hydrocarbonée s’est révélée sans effet
vis-a-vis de toutes les souches fongiques et présente la plus faible activité en inhibant les
quatre bactéries a la concentration de ’ordre de 1/100 (v/v). Par contre, I’huile essentielle
brute et les différentes fractions oxygénées montrent une action fongitoxique a des degrés
variables contre les trois champignons testés et une action inhibitrice variable vis-a-vis des
souches bactériennes dont la croissance est totalement inhibée & la concentration de 1/250
(v/v). La fraction oxygenee, constituée essentiellement du totarol (42,4%), est la plus efficace.
En effet, les souches bactériennes Bacillus subtilis et Micrococcus luteus se sont révélées tres
sensibles, inhibées a une concentration trés intéressante de I’ordre de 1/1000 (v/v). Par contre,
Escherichia coli et Staphylococcus aureus se sont montrées plus résistants, inhibées a une
concentration de 1/500 (v/v) (Bourkhiss et al., 2012).

- Tékaya-Karoui et al. (2011) ont testé I’activité antifongique des fractions des huiles
essentielles des branches terminales ligneuses et des racines du thuya provenant de Tunisie.
La meilleure activité antifongique a été notée pour la fraction de I’huile essentielle des
branches terminales, trés riche en nonan-1-ol (75,2%) contre Alternaria solani, avec une zone
d’inhibition de 29,8 mm, suivi par la fraction de I’huile essentielle des racines qui contient
16,6% d’acétate de bornyle contre le méme champignon, mais avec une zone d’inhibition de
I’ordre de 26,0 mm.

- Bourkhiss et al. (2010b) ont comparé I’activité antioxydante et anti-inflammatoire des
huiles essentielles des feuilles, des rameaux et de la sciure du bois de Tetraclinis articulata
(Vahl) Masters. Les huiles essentielles du bois et des feuilles, plus riches en phénols totaux
(470,12 ; 320,54 mg EAG/g HE), ont manifesté un important potentiel antioxydant, avec les
trois méthodes utilisées, supérieur a celui du composé de référence (butylhydroxytoluene ou

BHT). Par ailleurs, les trois organes, particulierement le tronc, ont montré une activité anti-
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inflammatoire considérable avec une Clso de 10,71 pg/mL, mais cette activité reste inférieure
a celle de I’acide nordihydroguaiarétique (NDGA) (Clso = 0,7 ug/mL) utilisé comme contrdle
positif.

- Ben Jemia et al. (2012) ont étudié 1’activité antioxydante de I’huile essentielle et de 1’extrait
acétone/eau (80%) des feuilles de thuya provenant de Tunisie. Le pouvoir antioxydant des
échantillons a été déterminé par quatre tests, a savoir : le piégeage du radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH?¢), le blanchiment du B-caroténe, le pouvoir chélateur des ions ferriques
et le pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP). Les résultats du test DPPH ont montré que la
plus forte activité antioxydante a été obtenue pour I'extrait acétone/eau, avec une Clso de
I’ordre de 5,5 pg/mL, deux fois plus importante que le contréle positif (BHT) (Cls0=12,0
pg/mL).

- L’activité antioxydante des huiles essentielles des feuilles et des cones de thuya a été
également évaluée par Chikhoune et al. en 2013. lls rapportent aussi de trés faibles activités
par rapport aux composés de référence. En effet, les pourcentages d’inhibition obtenus par le
test de DPPH, varient entre 0,7 + 0,0 et 11,6 =+ 1,0% contre 91,1 + 0,1% pour BHT et 93,5 +
0,1 pour BHA.

- En outre, Herzi et al. (2013) ont évalué I’activité antioxydante des huiles essentielles des
feuilles de thuya extraites par différentes méthodes (hydrodistilation (HD) et I’extraction par
fluide supercritique (SFE) en utilisant différentes pression (90, 280 et 1000 bar). L’huile
essentielle obtenu par I’extraction par fluide supercritique a 1000 bar posséde le pouvoir
antioxydant le plus important avec une Clsg de I’ordre 108,16 £+ 3,07 pg/mL. Il est a noter que
cette huile est la plus riche en composés phénoliques 267,90 EAG mg/g. L’huile essentielle
obtenue par hydrodistillation, tres pauvre en composés phénoliques 8,89 EAG mg/g, présente
la plus faible activité antioxydante, avec une valeur de Clso de 3681,49 + 69,33 pg/mL.

- Par ailleurs, Djouahri et al. en 2013a ont étudié les activités antioxydantes et anti-
inflammatoires des huiles essentielles des feuilles de thuya d’Algérie obtenues par deux
méthodes : Hydrodistillation conventionnelle (HD) et hydrodistillation assistée par micro-
ondes (MAHD). L'huile essentielle obtenue par MAHD a montré des activités antioxydantes
plus élevées (DPPH, Clso : 191,72 £ 1,22 pg/mL contre 517,65 + 1,21 pg/mL ; FRAP, CEso :
30,19 * 0,15 pg/mL contre 45,12 + 0,14 pg/mL). Le résultat du pouvoir antioxydant obtenu
par FRAP est comparable au composé de référence (a-tocopherol, CEsp = 30,55 + 0,14
pg/mL). Par contre, I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation a montré une activité anti-
inflammatoire plus intéressante que le témoin positif utilisé. Cette activité a été déterminée

par deux méthodes : inhibition de la lipoxygenase et inhibition de la xanthine oxydase. Les
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résultats obtenus en pourcentages sont respectivement : 72,55 + 0,14 contre 79,88 + 0,13 ;
NDGA : 80,34 +0,72 et 61,56 + 0,19 contre 74,95 + 0,15 ; allopurinol : 75,430 ,49.
Récemment, Djouahri et al. en 2015 ont étudié également les activités antioxydantes et anti-
inflammatoires des huiles essentielles des feuilles et du bois de thuya d’Algérie récolté dans
quatre regions (Zeddine, Ain Defla; Mansoura, Bordj-Bou-Arreridj; Zekkar, Djelfa et
Tazoult, Batna). Ces auteurs avancent une tres faible activité antiradicalaire de ces huiles
essentielles. En effet, les Clso obtenues par le test du DPPH varie entre 88,44 + 3,27 et 119,44
+ 5,25 pg/mL, nettement inférieures a celles des antioxydants standards (BHA : Clso= 24,73 +
0,11 pg/mL; BHT: Clso= 33,89 + 0,16 pg/mL). De méme, les résultats du pouvoir
antioxydant obtenus par FRAP mettent en évidence une activité trés faible par comparaison
aux témoins positifs, avec des valeurs de CEso variant entre 31,12 + 1,04 et 57,49 + 1,36
pg/mL, contre 15,49 + 0,13 pg/mL pour BHA et 16,65 = 0,18 pg/mL pour BHT.
Parallelement, ces mémes auteurs ont déterminé 1’activité anti-inflammatoire par deux
méthodes : inhibition de la lipoxygénase et inhibition de la xanthine oxydase. Ces huiles
essentielles ont présenté également une faible activité par comparaison aux anti-
inflammatoires standards. Les résultats obtenus sont respectivement, Clso varient entre : 2,51
+ 0,23 et 25,93 £+ 0,16 pg/mL contre 0,61 + 0,02 pg/mL pour NDGA ; 6,54 £ 0,25 et 29,4 +
0,19 pg/mL, contre 2,45 £ 0,19 pg/mL pour allopurinol.

Enfin, trés récemment, El Jemli et al. en 2016 ont étudié les pouvoirs antioxydant et anti-
inflammatoire des huiles essentielles des feuilles de thuya préleveées dans la région de
Marrakech. Ils rapportent une activité anti-inflammatoire intéressante. En effet,
I’administration orale de ces huiles essentielles a une dose de 200 mg/kg entraine apres trois
heures, une réduction significative de 1’cedéme induit par I’injection du carraghénane dans la
patte du rat. Le pourcentage d’inhibition est équivalent a 68,42 + §,0% comparable a celui du
composé de référence (indométhacine, 72,63%). Par contre, ces mémes huiles essentielles
présentent une faible activité antioxydante, avec une Clso obtenue par le test de DPPH, de
’ordre de 12,05x10% + 0,24 pg/mL, nettement supérieure a celle du standard (Clso = 4,20 +
0,02 pg/mL). De méme, le pouvoir antioxydant obtenu par FRAP a montré une activité trés
faible par comparaison au témoin positif, avec une valeur de CEso de 0,15x10° + 0,01 pg/mL,
contre 7,02 £+ 0,02 pg/mL pour BHT.

1.5.2. Les extraits
- Djouahri et Boudarene en 2012 ont évalué les activités antioxydante et anti-inflammatoire

des extraits méthanoliques, chloroformique et d’acétate d’éthyle des feuilles de thuya. La
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fraction méthanolique qui est la plus en composes phénoliques (156,63 + 0,79 mg EAG /g
d’extrait brut) a montré une inhibition puissante du radical DPPHe, avec une Clsg de 1’ordre
de 28,55 £ 0,83 mg/mL, supérieure a celles des témoins positifs (a-tocophérol, Clso = 33,49 £+
1,94 mg/mL ; acide ascorbique, Clsp = 31,48 + 1,37 mg/mL). De méme, la fraction
méthanolique a présenté une activité anti-inflammatoire considérable avec un pourcentage
d’inhibition de 1’ordre de 87,25 + 0,45%, comparable a celle du témoin positif (NDGA, 80,34
+0,72%).

Ces mémes extraits ont été testés pour leur activité antimicrobienne vis-a-vis de plusieurs
souches microbiennes, a savoir: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Fusarium culmorum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus et Candida albicans. Listeria
monocytogenes s’est révélé la plus sensible a I’ensemble des extraits avec des diamétres des
zones d’inhibition variant entre 44,67 + 1,53 mm et 53,00 + 1,00 mm. Par contre, toutes les
fractions testées n’ont donné aucune activité vis-a-vis des souches microbiennes suivantes :
Klebsiella pneumoniae, Fusarium culmorum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus et
Candida albicans (Djouahri et al., 2013b). De méme, 1’extrait hydro-méthanolique obtenu a
partir des cobnes de thuya a révélé des activités antioxydante et anti-inflammatoire tres
importantes (Djouahri et al., 2014).

- Aouinty et al. en 2006 ont étudié I’activité insecticide des extraits aqueux vis-a-vis des
larves de stades 2 et 4 de: Culex pipiens (Linné), Aedes caspius (Pallas), Culiseta
longiareolata (Aitken) et Anopheles maculipennis (Meigen). Ils ont rapporté des effets plus
efficaces sur les larves du deuxieme stade (L2) que sur celles du quatrieme stade (L4), avec
des concentrations létales (CLso), variant entre 110 mg/L et 220 mg/L aprés 24 heures
d’exposition. Ainsi, dans le cadre de la lutte anti-moustique, ces extraits peuvent étre utilisés
comme des biocides naturels.

- Zidane et al. en 2014 ont étudié les effets vasorelaxants de plusieurs extraits des brindilles
de thuya du Maroc oriental (région de Tafoughalt). Les extraits methanolique et d'acétate
éthylique ont montré un important effet vasorelaxant en induisant une relaxation de la
contraction provoquée par phényléphrine sur aorte intacte du rat. Ceci est du la présence
considérable de composés phénoliques dans ces extraits, tels que : amentoflavone, myricitrine
et la quercitrine. Ce qui explique 1’utilisation traditionnel des brindilles de thuya contre le

traitement de I’hypertension citée précédemment.
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1.5.3. Autres études sur Tetraclinis articulata

- Abbas et al. en 2006 ont etudié la présence des champignons mycorhiziens arbusculaires
dans sept tetraclinaies marocaines. Les examens microscopiques des racines de Tetraclinis
articulata (Vahl) Masters ont révélé la présence, dans tous les eéchantillons, des
endomycorhizes arbusculaires ; aucune ectomycorhizes n’a été détectée. Toutes les spores
appartiennent a I’ordre des Glomineae, représenté par deux familles : Glomaceae et
Acaulosporacea. Le genre Glomus, le plus dominant, est représenté par cing espéces (Glomus
aggregatum, Glomus constrictum, Glomus sp. 1, Glomus sp. 2, et Glomus sp. 3) alors que le
genre Acaulospora est représenté par une seule espece non identifiée.

- Enfin, en 2009, Achak et al. ont étudié la composition organique et minérale des feuilles de
Tetraclinis articulata. IIs rapportent une teneur ¢élevée en lipides et en cires de 1’ordre de 6,7
et 6,0%, respectivement. Alors que le contenu en protéines est tres faible, avec un
pourcentage de 0,4. Par contre, les feuilles de thuya sont trés riches en calcium (487 mg/Kg
de matiere seche), suivi par Mg (35 mg/Kg), S (20 mg/Kg) et Si (18 mg/Kg). Elles
contiennent également de faibles quantités en Al, Fe, Zn et Cu avec des valeurs variant entre 3

et 8 mg/Kg.
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Chapitre 1l : Les différentes techniques d’extraction et d’analyse des
constituants d’un mélange naturel

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

L’extraction des huiles essentielles de la matiére végétale peut étre réalisée au moyen
de plusieurs techniques, le choix de ces derniers dépend de la localisation histologique de
I’huile dans le végétal et de son utilisation (Marouf et Tremblin, 2009). Certains auteurs les
classifient en deux groupes : Les méthodes conventionnelles dites classiques et les méthodes

innovantes.

I.1. Les méthodes conventionnelles
I.1.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est I'un des procédés d'extraction les plus anciens, elle demeure la
technique la plus utilisée pour extraire les huiles essentielles et pouvoir les obtenir aisément.
Historiquement, Avicenne (980-1037) a été le premier a développer ’extraction avec un
alambic pour obtenir I’huile essentielle pure de la rose.

L’hydrodistillation par le systéme Clevenger est recommandée par la troisiéme édition
de la Pharmacopée Européenne pour la détermination des rendements en HE. Ce systéme
permet le recyclage des condensats par un systeme de cohobation (Bohra et al., 1994 ;
Asbahani et al., 2015). Le principe consiste & immerger directement la matiére végétale a
traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogenes
vont se condenser sur une surface froide et I’HE sera alors séparée par différence de densité
(Bruneton, 1993 ; Ferhat et al., 2010). Le chauffage permet 1’éclatement des glandes
contenant I’huile essentielle dans la structure végétale puis la libération des molécules
volatiles.

La turbodistillation est une variante optimisée de cette technique, elle a I’avantage
de réduire le temps de distillation, de la consommation énergétique et d’obtenir des
rendements éleveés. Par ailleurs, ¢’est une technique de choix pour les épices ou les bois dont
les huiles essentielles sont difficiles a extraire (Fernandez et Chemat, 2012).

1.1.2. Entrainement a la vapeur d’eau

C’est le moyen le plus répandu pour I’obtention des huiles essentielles dans les
entreprises de petite taille et plus généralement dans [’industrie. Contrairement a
I’hydrodistillation, il n’y a pas de contact direct entre la matiére végétale et I’eau et c’est la

vapeur ascendante qui est le vecteur d’extraction (Figure 2) (Masango, 2005).
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Figure 2 : Description schématique de systéme d’extraction par I’entrainement
alavapeur (Lietal., 2014)

1.1 3. Extraction au moyen de solvants

Le procédé consiste a épuiser le matériel végétal par un solvant a bas point d'ébullition
qui par la suite, sera éliminé par distillation sous pression réduite. L'évaporation du solvant
donne un mélange odorant de consistance pateuse dont les composés aromatiques sont extraits
par I'éthanol (concrétes et absolues). L'extraction par les solvants est trés colteuse a cause du
prix de I'équipement et de la grande consommation des solvants (Chemat, 2009).
I.1.4. Le pressage a froid

Le pressage (ou expression) a froid constitue avec I’hydrodistillation/entrainement a la
vapeur, une autre possibilité pour obtenir les huiles essentielle. Elle est essentiellement
utilisée pour extraire les huiles essentielles a partir des fruits d’agrumes car les glandes sont
localisées sur les parties externes du fruit (écorce). Aucune source de chaleur n’est utilisée,
laissant ainsi a 1’huile une odeur trés proche de I’original. Le principe de cette méthode
consiste a faire éclater par différents procédés mécaniques (compression, perforation) les
poches qui sont situées a la superficie de 1’écorce de ces fruits (Marouf et Tremblin, 2009).
Les huiles essentielles sont obtenues par pression a froid, forment une émulsion aqueuse et

doivent étre récuperées par centrifugation (Ferhat et al., 2007).

1.2. Les méthodes innovantes
A T’heure ou « rapidité, efficacité, et sélectivité » sont devenues les caractéristiques
principales d’une extraction idéale, de nouvelles technologies, sont depuis quelques années

utilisees dans le domaine de I’extraction des huiles essentielles. Ces techniques permettent
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d’obtenir des extraits de qualité équivalente mais dans des délais plus courts par rapport a
ceux des techniques traditionnelles (Fernandez et Chemat, 2012).
1.2.1. Extraction assistée par les ultrasons

Le procédé traditionnel d’extraction peut fournir des rendements faibles,
I’hydrodistillation assistée par les ultrasons peut contribuer a améliorer 1’efficacité de
I’extraction d’huiles essentielles et diminuer ainsi considérablement le temps d’extraction. Les
effets mécaniques des ultrasons fragilisent les parois cellulaires du végétal, facilitant la
libération de leur contenu, améliorant le transfert de matiére. Ces phénomeénes sont ainsi a
I’origine de I’efficacité de I’apport des ultrasons dans les procédés d’extraction (Fernandez et
Chemat, 2012).
1.2.2. Extraction assistée par les micro-ondes

Les micro-ondes, sont des ondes électromagnétiques non ionisantes. Les fréquences se
situent dans un domaine allant de 300 MHz a 300 GHz, ce qui correspond a une longueur
d’onde de 1 mm a 1 m. La premiére technique d’extraction des huiles essentielles sous
chauffage micro-ondes a été proposée en 1989 par Craveiro et al.. Elle repose sur le principe
de I’entrainement a la vapeur et utilise de I’air comprimé a la place de la vapeur pour extraire
des huiles essentielles. L’hydrodistillation par micro-ondes sous vide pulsé a donc vu le jour
en 1994 par la société Archimex, s’affranchit de I’utilisation de 1’eau. En 2004, 1’extraction
sans solvant assistée par micro-ondes a été développée et brevetée par Chemat et al., elle
permet de réaliser des extractions de produits naturels a pression atmosphérique et sans
solvant. Récemment, un procédé d’hydrodistillation assistée par micro-ondes et gravité
original et différent des anciennes méthodes a été proposé et breveté par Chemat et al. en
2008. Cette technique repose sur une extraction écologique des composés naturels par micro-
ondes, suivie d’une récupération des composés désirés par simple écoulement de la phase
liquide extraite a I’aide de la gravité naturelle (Fernandez et Chemat, 2012).

Cette technique présente donc beaucoup d’avantages : technologie verte, économie
d'énergie et de temps, reproductible et facile a mettre en ceuvre. Toutefois, il ne s’agit pas

d’une huile essentielle mais d’un extrait (Figure 3).
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Figure 3 : Extraction par micro-onde sans solvant (Li et al., 2014)

1.2.3. Extraction par COz2 supercritique

Le dioxyde de carbone est habituellement le plus utilisé comme solvant d’extraction
des huiles essentielles puisque sa pression critique relativement basse (74 bar) pour une
température proche de la température ambiante (32 °C). Le CO; est chimiquement inerte et
non toxique, inflammable, disponible en haute pureté a un co(t relativement faible et
contrairement aux solvants, il est facilement 6té des extraits. Dans 1’état supercritique, le CO2
présente une polarité comparable a celle du pentane qui le rend approprié¢ pour 1’extraction
des composés apolaires ou lipophiles (Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007 ; Zhao et
al., 2014).

Le CO est liqueéfié 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 I'état gazeux afin d’étre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en
extrait et en solvant (Figure 4) (Chemat, 2009). Cette technique est aujourd'hui considérée
comme la plus prometteuse car elle fournit des extraits volatils de trés haute qualité
(Wengiang et al., 2007) et qui respecterait intégralement I'essence originelle de la plante. Elle
demeure toutefois, encore couteuse et nécessite des précautions dues a la pression

d’utilisation.
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Figure 4 : Schéma descriptif du dispositif d’extraction par
CO2 supercritique (Fillatre, 2011)

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 composes en
proportions variables. Ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiere
premicre destinée a différents secteurs d’activité tels que la pharmacie, la cosmétique, la
parfumerie et I’agroalimentaire. 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 1’hémi-synthese de produits pharmaceutiques, de vitamines, de substances
odorantes, etc (Bruneton, 1993).

Cependant, ’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 s’effectue de maniére

conventionnelle selon les voies A ou B (Figure 5).
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CPG : Chromatographie en Phase Gazeuse ; SM : Spectrométrie de Masse ; IRTF : Infra -Rouge a Transformée
de Fourier ; CLHP : Chromatographie Liquide & 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 5 : Méthodes d’analyse d’un mélange complexe (Nam, 2014)

L’analyse peut également étre menée selon la voie C (Figure 4) qui met en ceuvre la
Résonance Magnétique Nucléaire du carbone-13 (RMN 3C) pour I’identification des
composés en mélange 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.

11.1. Analyse par des couplages « en ligne » : Voie A

La voie A met en ceuvre le couplage « en ligne » des techniques chromatographiques
et spectroscopiques.
11.1.1. CPG et les indices de rétention

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique d’analyse trés
répandue, utilisée depuis le milieu du siecle dernier. Elle s’est rapidement imposée de par son
colt relativement modéré, son automatisation, sa robustesse. La CPG, mettant en ceuvre des
colonnes capillaires, est couramment utilisée dans le domaine des huiles essentielles. Elle
permet I’individualisation d’un grand nombre de constituants et leur détection méme quand ils

sont présents dans un échantillon en quantité inférieure au nanogramme.
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Son principe est base sur la séparation de composés gazeux selon leurs affinités pour
la phase stationnaire (colonne). L’analyse de composés liquides ou solides impose donc de
pouvoir les amener a 1’état gazeux par chauffage. Chaque composé du mélange va parcourir la
colonne et sortir a des temps différents (temps de rétention). Celui-ci dépend de nombreuses
conditions opératoires : le type de colonne (nature de la phase stationnaire, longueur...) et les
conditions analytiques (débit du gaz vecteur, température...), ce qui rend son emploi délicat
pour 1’étude de mélanges complexes comme les huiles essentielles. Dans ce cas, il est
recommandé de se servir des indices de rétention qui permettent de s’affranchir de cette
variabilité. 1ls sont calculés a partir d’une gamme étalon d’alcanes linéaires a température
constante (Indice de Kovats, IK) (Kovats, 1965) ou bien en programmation de température
(Indices de Rétention, Ir) (Van den Dool et Kratz, 1963). En effet, I’indice de rétention (Ir)
ne dépend que de la nature de la phase stationnaire, il est alors possible d’utiliser des bases de
données pour tenter d’identifier le constituant (Fernandez et Chemat, 2012). Il faut
cependant, noter que deux composés différents peuvent présenter les mémes indices sur
colonne polaire et apolaire. De ce fait, cette technique ne doit pas étre utilisée seule pour
I’identification. Aussi, dans le but de rendre plus fiable I’identification des constituants d’un
mélange naturel, divers couplages associant la CPG a des techniques spectroscopiques ont été
développés.

11.1.2. Couplage d’une technique chromatographique avec wune 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 1’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 bibliothéques 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 reégle générale, I’utilisation de la bibliothéque 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 sesquiterpeénes, qui,
construits a partir d’un méme synthon isoprénique, présentent des spectres de masse souvent

identiques ou insuffisamment différenciés.

29



Synthese bibliographique

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 I’'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-isomeres
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 different 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).

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 1’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 1’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
¢galement 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
I’analyse de diverses familles de composés : les produits pétroliers et leurs additifs, les
arbmes, les essences naturelles, les produits de synthése (lob et al., 1998; Thomaidis et
Georgiou, 1999). Son efficacité a ét¢ démontrée notamment pour 1’étude de molécules
présentant des spectres de masse superposables tels que les stéreoisomeéres 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-éléméne 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
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bonne identification. Cependant, de nombreux meétabolites 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 tres 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
vegétaux complexes, les temps nécessaires a la séparation des composés peuvent étre trés
longs, il est alors intéressant d’utiliser une Chromatographie Ultra Haute Performance
(UCLHP) plutét quune CLHP (Fernandez et Chemat, 2012). Le couplage CLHP-SM a été
utilisé 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 et al., 1995 ; Dugo et al., 2000 ; Mroczek et al., 2004). Il est
cependant, a noter que I’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 1’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. 1l s’avere donc difficile de choisir les conditions opératoires, que ce soit en
laboratoire ou dans I’industrie (Verpoorte et al., 2010).

La Spectrométrie de Masse (SM-SM) couplée avec la Chromatographie Ligquide Haute
Performance (CLHP-SM-SM) a été utilisée, en particulier, pour la détermination des traces de
pesticides dans la nourriture des nourrissons (Leandro et al., 2006) ou encore pour la
détermination de la streptomycine (antibiotique, antibactérien cytostatique et cytotoxique) et
ses dérivés dans le lait et le miel (Van Bruijnsvoort et al., 2004).
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 (CPQ), 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).
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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 grice 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 I’ordre du nanogramme. Ce couplage a
aussi eté rendu possible grace au developpement de colonnes capillaires dont la faible
consommation en ¢luant permet d’employer des solvants deutérés, évitant ainsi d’avoir
recours a des techniques d’irradiations sélectives (Wolfender et al., 1998 ; Albert et al.,
1999 ; Victoria et Elipe, 2003).

L’utilisation de la CLHP couplée a la RMN s’est révélée efficace pour 1’identification
de molécules thermosensibles responsables de I’amertume de la biére (Pusecker et al., 1999)
et de flavonoides dans un extrait méthanolique de feuille de Sorocea bomplandii du Brésil
(Andrade Fabio et al., 2002). Plus récemment, la CLHP-RMN !H a permis I’identification
de produits de dégradation issus de I’acide 5-aminosalicylique dans un médicament générique
(Novak et al., 2006).
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, CD3OD par exemple), I’utilisation conjointe des deux techniques
spectroscopiques facilite toutefois 1’identification de composés.

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, illustree par la voie B ci-dessous.

11.2. Identification des constituants apres purification : Voie B

La voie B est constituée principalement de deux étapes. Le mélange est d’abord
fractionné a I’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.
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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 colteuse 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 premiere 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 utilisee dans le cas
d’huiles essentielles complexes car sa grande fiabilité compense 1’investissement en temps
qu’elle requiert. Les travaux de Weyerstahl et al., 1996 ; 1997a ; 1997b ; 1998 ; 1999a ;
1999b ; 2000a ; 2000b ; 2000c) illustrent parfaitement I’intérét pour cette séquence a travers
I’étude de la composition chimique de diverses huiles essentielles trés complexes. C’est le cas
de I’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 separés
par CC repétitives, 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-, seco- et noreudesmanes, oppositane, etc.

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
I’huile essentielle de fruits de Citrus australasica. Les auteurs ont identifié 195 composés
(majoritairement le limonéne et 1’isomenthone) dont 4 nouveaux esters menthaniques.

Si la voie A, grace a sa rapidité, est particuliérement adaptée aux analyses de routine,
la voie B garantit I’identification des composés. Cependant, les diverses etapes de
fractionnement et de purification demandent souvent un important investissement en temps.
Une troisieme voie, la Voie C, intermédiaire par rapport aux précédentes, puisqu’elle est
basée sur I’identification et/ou la quantification par RMN 3C des principaux composés des
mélanges naturels (huiles essentielles, extraits vegétaux, résines, huiles végétales, etc.), sans

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

Les premiers travaux relatifs a 1’utilisation de la RMN C en tant qu’outil analytique
des mélanges naturels ont été réalisés par Formacek et Kubeczka (1982) ; Kubeczka et
Formacek, 1984 ; 1988). En général, la RMN 3C a été utilisée pour confirmer
I’identification des constituants préalablement identifiés par une autre technique analytique, la
CPG-SM usuellement. Dans ce contexte, dés le début des années 80, I’équipe « Chimie et
Biomasse » de 1’université de Corse a initié, puis a mis au point et développe, une véritable
méthode d’analyse des mélanges complexes naturels par RMN 3C 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 préféré aux autres noyaux dans le domaine de I’analyse des mélanges complexes
car il présente les avantages suivants :

e Le carbone constitue le squelette de toutes les molécules organiques et les différents
atomes présents sont, a quelques exceptions pres, magnétiquement 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 ;

e Les spectres 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 I’effet NOE (Nuclear Overhauser Enhancement) résultant
de ce découplage des protons produit une augmentation d’intensité du signal (Williamsion et
Neuhaus, 1989) ;

e Le temps de relaxation transversal T2 (temps de relaxation spin-spin) est plus
important pour le carbone que pour le proton. La largeur a mi-hauteur du signal de résonance
étant inversement proportionnelle a T2, il en résulte un gain dans la finesse des pics et donc
en résolution ;

e 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) ;
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e L’enregistrement des spectres de RMN du 13C est réalisé a température ambiante. Cela
évite la dégradation ou la transformation éventuelle des molécules thermosensibles ;

e 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 2C

L’identification des constituants d’un mélange par RMN 3C est réalisée par
comparaison des déplacements chimiques des carbones du mélange avec ceux des composés
de reférence contenus dans une ou plusieurs bibliothéques de spectres. Avec cette méthode,
les composes ne sont pas prealablement purifies, contrairement aux précédentes techniques de
couplage entre un chromatographe et un spectrométre. Pour identifier un composé 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 I’appareil qui s’exprime par le rapport signal sur bruit (S/B
Le manque de sensibilité (S/B) peut étre pallié par :

» L’utilisation d’une cryosonde (sonde a antennes refroidies) reliée a une unité
cryogénique a I’hélium. Elle permet de multiplier par 4 la sensibilité et donc de diminuer d’un
facteur 16 la durée des expériences ;

= de spectrometres 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 decroissance libre d’induction) avant la transformée de Fourrier
(Williamson et Neuhaus, 1989 ; Glunther, 1994 ; Claridge, 1999 ; Hesse et al., 2008).
11.3.2.2. Individualisation des signaux

L’individualisation des signaux dé pend de la résolution de 1’appareil de RMN, elle-

méme fonction de la puissance de I’aimant et des caractéristiques du systéme informatique
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permettant 1’acquisition du signal. De la méme maniére que pour la sensibilité, la résolution
est meilleure quand on utilise un appareil & haut champ.
Divers paramétres influent sur la résolution :

= |e champ magnétique : plus il est éleve, plus la séparation des signaux de résonance
des différents noyaux est importante. Il en résulte une interprétation plus facile des spectres,
ce qui est primordial dans le cas des études réalisées sur les composés ayant une masse
moléculaire élevée (oligomeéres et protéines par exemple, polymere en RMN du solide), dont
les spectres sont tres complexes ;

= [J’application d’une fonction exponentielle de Lorentz-Gauss (qui consiste a multiplier
I’interférogramme par deux fonctions exponentielles de signes opposés) effectuée sur la FID
préalablement a la transformée de Fourier peut également accroitre la résolution des spectres
(Gunther, 1994 ; Claridge, 1999) ;

= [arésolution digitale peut aussi étre améliorée de maniére considérable par I’utilisation
de fenétres spectrales réduites qui permettent d’enregistrer le spectre sur une largeur
correspondant uniquement a la zone d’intérét ou en plusieurs portions. Dans le domaine des
lipides, du fait des nombreuses superpositions situées autour de 25, 29, 34 et 130 ppm,
I’utilisation de fenétres réduites est fréquente. Ainsi, divers auteurs ont appliqué cette
méthode a I’analyse de mélanges naturels contenant des composés lipidiques (mono-, di-,
triglycérides) (Sacchi et al., 1992 ; Blaise et al., 1997). Cependant, le temps nécessaire a
I’acquisition des données étant inversement proportionnel & la largeur de la fenétre spectrale,
I’enregistrement de ce type de spectres augmente considérablement le temps d’analyse.
11.3.2.3. Attribution des signaux

La RMN procure trois types de données spectrales qui sont : le déplacement chimique

(8), la multiplicité (J) et I’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 trés 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 tres 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. Il en résulte que le déplacement chimique constitue la donnée

spectroscopique la plus utilisée pour identifier un composé connu dans un mélange.
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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 maniére 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 celle des composés de
référence.

Nous détaillerons ci-dessous, quelques exemples d’utilisation de la RMN du 3C 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 I’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 (Nufez et Roque, 1999). Plus réecemment, une méthode d’identification des
constituants d’un mélange complexe par RMN du *C a été développée par Ferreira et al. en
2001. Elle est basée sur la comparaison du spectre du mélange avec des mono- et des
sesquiterpenes décrits dans la littérature.

11.3.3. Méthode d’analyse développée au laboratoire de « Chimie et Biomasse » de
I’université 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 I’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
compares avec ceux de composes de réféerence présents dans des bibliotheques de spectres
(Figure 6). 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).
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Spectre du mélange complexe Bibliothéques de spectres
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Figure 6 : Identification des constituants d’un mélange complexe par RMN du 13C
(Nam, 2014)

L’identification des composés présents dans un mélange est réalisée par la prise en
compte de trois parametres directement accessibles par le logiciel :
- 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 contréler 1’appartenance du
signal d’un carbone a tel ou tel composé.
Cette méthode a été appliquée a différentes familles de molécules (terpenes, lipides, sucres,
phénols) selon un protocole expérimental spécifiguement adapté a chaque famille (nature du
solvant, dilution, paramétres d’enregistrement des spectres). Ainsi, différentes bibliothéques
de spectres ont été crées 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.
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L’utilisation de la RMN du '3C, 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 1’équipe « Chimie et Biomasse » de Corse.

- Dans un méme mélange, deux douzaines de composés avaient été identifiés dans une huile
essentielle avec un spectromeétre 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 1’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
COmMpOsés 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 tres grande majorité des cas. Il y a quelques exceptions, en particulier avec les
composés phénoliques (thymol, carvacrol...) dont certains carbones présentent de plus
importantes variations des deplacements 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 précédemment dans les voies A et B. Nous rappelons
ici quelques études réalisées au sein du laboratoire « Chimie et Biomasse ».

-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

13C. Au laboratoire, la méthode d’analyse basée sur la RMN 13C, utilisée en complément de la
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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, I’identification de :

- Quatre vingt neuf composés, dont trois acides, présentant le squelette eudesmane (acide
costique, isocostique et 4-én-ilicique) dans I’huile essenticlle des parties aériennes d’Inula
graveolens (Blanc et al., 2004) ;

- Quatre terpenes 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 1’huile essentielle d’aiguilles de Pinus pinaster
Ait. de Corse (palustradiéne, levopimaradiéne, néoabiétadiéne, labda- 8(17) ,13(E)-dien-19-al,
etc.) (Ottavioli et al., 2008) ;

- Divers lactones p-menthaniques (mintlactone, isomintlactone, hydroxymintlactone,
menthofurolactone et épimenthofurolactone) dans 1’huile essentielle de Mentha aquatica de
Corse (Sutour et al., 2011).

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 végétaux, les
résines et les huiles végétales.

-b- Les extraits végétaux et les résines (composés lourds, acides ou polaires)

La méthode développée au laboratoire a été également utilisée pour I’analyse de
composés peu volatils présents dans des mélanges naturels trés variés :

- Les triterpenes contenus dans des extraits de Quercus suber L. (Castola et al., 1999 ; 2002 ;
2005) et dans un extrait de Santolina corsica (Ferrari et al., 2005) ;

- Les taxanes dans des extraits d’aiguilles de Taxus baccata (Duquesnoy et al., 2009) ;

- Les sucres contenus dans les miels de Corse (Mazzoni et al., 1997) et dans les extraits de
Pinus nigra ssp. laricio et Abies alba M. (Duquesnoy et al., 2008) ;

- Les diterpénes acides et neutres présents dans les oléorésines de Pinus nigra ssp. laricio
(Rezzi et al., 2002 ; 2005 ; Cannac et al., 2009) ;

- Les coumarines dans un extrait dichloro-méthanique de Peudeudanum paniculatum de Corse
(Vellutini et al., 2005).

Ces quelques exemples montrent le fort potentiel d’adaptation de la RMN *3C pour
I’analyse de mélanges naturels, généralement constitués de nombreuses molécules (volatiles
ou non) de familles chimiques différentes.

-c- Les huiles végétales

Cette technique permet également, au sein des huiles végétales, d’accéder a :
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- La classe lipidique, obtenue a partir de ’examen des régions des carbones glycériques et des
carbonyles (mise en évidence de triglycérides, de 1,2-diglycérides et de 1,3-diglycérides) ;
- L’identification, la quantification et la distribution (sur 1’entité glycérique) des différentes
chaines grasses mono et polyinsaturées ;
- Et enfin, I’évaluation des proportions des chaines grasses isomeres de position telles que la
chaine grasse oléique (C18:1A°) et vaccénique (C18:1AY), souvent superposées en CPG ainsi
que la stéréochimie Z ou E de la double liaison.

Dans les paragraphes suivants, nous allons développer quelques cas particuliers qui
confirment I’intérét de la RMN et sa complémentarité avec les autres techniques.
-d- L’identification de stéréo-isoméres

L’identification par RMN 3C a été utilisée au laboratoire pour 1’analyse qualitative et
quantitative des composés thermosensibles. A titre d’exemple, la RMN C a permis
d’identifier et de quantifier :
- L’ascaridole et son isomere (isoascaridole) dans I’huile essentielle de Chenopodium
ambrosioides de Madagascar (Cavalli et al., 2004a). En effet, une partie de 1’ascaridole
s’isomérise thermiquement en isoascaridole au cours de 1’analyse en CPG.
- Le furanodiéne et le furanoélémeéne dans I’huile essentielle de rhizomes et de fleurs de
Smyrnium olustrum de Corse (Baldovini et al., 2001). Le furanodiene se transforme
thermiquement au cours de 1’analyse par CPG en furanoéléméne. Les deux composés ont
donc les mémes indices de rétention et ne sont pas différenciables en CPG(Ir) et en CPG-SM.
- Les germacrenes A, B, C dans les huiles essentielles de Cleistopholis patens de Cote
d’Ivoire. Le germacréne A subit une transformation thermique en p-éléméne, 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-
¢léméne dans I’huile essentielle d’écorces. L’examen de D’intensité des signaux dans le
spectre RMN *3C confirme la dégradation ou la transformation thermique partielle ou totale
des germacrénes en élémenes. La teneur erroneée des germacrénes quantifiés par CPG est
corrigée par la RMN *3C (Ouattara et al., 2013).
-e- Mise en évidence de la variabilité chimique

En permettant I’identification des composés jusqu’a une teneur de 0,3-0,5%, la RMN
du C combinée a une quantification par CPG (indices de rétention), est bien adaptée a
I’étude de la variabilit¢ 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
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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-ldjeri et al., 2008a ; 2008b), Juniperus phoenicea var.
turbinata d’Algérie (Bekhechi et al., 2012) et Tetraclinis articulata d’Algérie (Boussaid et
al., 2015 ; 2016).

-f- Analyse structurale de nouvelles molécules

A contrario de ce qui a été exposé jusqu’a présent, I’analyse structurale d’un composé
inconnu, c’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 compleéte par toutes les méthodes spectroscopiques
habituelles (SM, IRTF, UV, RMN du 'H, RMN du *C 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 1’¢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 & la structure sans ambiguité 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 I’analyse de certaines huiles essentielles. Aprés séparation et
purification par chromatographies successives (solide/liquide, exclusion stérique), ces
molécules ont été caractérisées par les techniques spectroscopiques conventionnelles incluant
la RMN du 'H, laRMN du **C et la RMN 2D.

Ainsi, le trans-dauc-8-en-4p-ol a été identifi¢ dans 1’huile essentielle de Daucus
carota (Mazzoni et al., 1999), le 4-épi-cis-dihydroagarofurane dans 1’huile essentielle de
Cedrelopsis grevei de Madagascar (Cavalli et al., 2004b), I’eudesm-5-én-11-ol dans 1’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).
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En conclusion, il ressort de cette synthese bibliographique, que la méthode mise au
point et développée au laboratoire de « Chimie et Biomasse » de Corse, d’identification (et
éventuellement de quantification) des constituants des mélanges naturels, basée sur 1’analyse
informatisée du spectre de RMN du 3C du mélange, sans séparation préalable, est efficace et
complémentaire des techniques conventionnelles. Elle peut étre appliquée a toute sorte de
mélanges naturels, contenant des composes volatils ou non volatils, huiles essentielles,
résines, extraits aux solvants, biocombustibles, biocarburants, huiles végétales, miels, etc. Elle
permet d’identifier et de quantifier des composés volatils ou non, des stéréo-isomeres, 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 : Les activités biologiques des huiles essentielles

Au fil des siecles, I'extraction et I'usage des principes odorants des plantes se sont
développés, notamment par les civilisations arabe et égyptienne, qui leurs attribuent avant tout
un usage religieux. Puis progressivement, ces HES sont reconnues pour leurs propriétés
thérapeutiques, elles agissent de maniére remarquable dans la plupart des domaines de la
santé¢ et de la maladie. Ce sont des substances douées d’activités pharmacologiques beaucoup
plus importantes que les plantes fraiches. Elles possédent 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. Propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles
I.1. Les antibiotiques

Le mot antibiotique (du grec anti : contre, bioti-kos : concernant la vie) utilisé pour la
premiére fois en 1889, en référence a une substance synthétisée par un organisme pour en
détruire un autre, se précisera plus tard, 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).

Le mot antibiotique, introduit en 1941 par Selman Abraham Waksman, est associé a
des molécules d’origine naturelle et leurs dérivés. Ils peuvent aussi étre d’origine synthétique
ou semi-synthétique (Singh et Barrett, 2006). Les antibiotiques synthétiques sont obtenus,
soit a partir de dérivés totalement artificiels, soit en recréant des substances initialement
extraites de micro-organismes, par contre les antibiotiques semi-synthétiques sont issus de la
modification, en laboratoire, de substances produites par des micro-organismes.

I.1.1. Les cibles bactériennes des antibiotiques

A partir de la découverte de la pénicilline G par Flemming en 1928, les découvertes de
molécules nouvelles se sont succédées : céphalosporines, streptomycine, tétracyclines,
chloramphénicol, etc. L’abondance des molécules a rendu nécessaire leur classification en
familles et sous familles, en prenant d’abord en compte la structure chimique. Toutefois, les
antibiotiques ont aussi été¢ classés en fonction de leur mode d’action. On distingue quatre
categories de molécules : (i) antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne, (ii)
antibiotiques inhibant la synthése des protéines, (iii) antibiotiques inhibant la synthése de
I’ADN et de I’ARN, ou bien (iv) antibiotiques entrainant la destruction de la membrane

cytoplasmique (Figure 7).
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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 étre 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).
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Avec DHP : dihydroptéroate ; DHF : dihydrofolate ; THF : tétrahydrofolate
Figure 7 : Mode d’action des antibiotiques (El amri et al., 2014)
1.1.2. La résistance bactérienne aux antibiotiques
> La résistance intrinseque

Une résistance intrinseque se définit comme une caractéristique fonctionnelle ou
structurelle conférant une certaine tolérance, voir une insensibilité totale, & tous les membres
d’un groupe de bactéries (une espéce, un genre ou parfois un groupe plus grand), vis-a-vis
d’une classe antimicrobienne. L’absence ou la réduction de sensibilité a un antibiotique peut
étre due a : (i) un manque d’affinité du composé pour la cible bactérienne (la faible affinité de
’acide nalidixique pour la gyrase des entérocoques), (ii) une inaccessibilité de la molécule a
la cellule bactérienne (imperméabilité de la membrane externe), (iii) une expulsion de
I’antibiotique par des pompes a efflux chromosomiques, ou encore (iv) une inactivation

enzymatique innée de 1’antibiotique (Muylaert et Mainil, 2012).
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» Larésistance acquise

C’est une caractéristique propre a quelques souches bactériennes d’un genre ou d’une
espeéce particuliere, provoquant 1’émergence et la diffusion de résistances au sein de
population de germes normalement sensibles. On décrit deux phénomeénes majeures a la base
de I’acquisition de résistances par modification du génome bactérien, a savoir, les mutations
responsables des résistances endogenes et I’acquisition horizontale de matériel génétique
étranger responsable des résistances exogénes. En outre, certaines résistances résultent de
I’association d’une mutation et d’un transfert horizontal de géne, comme par exemple les
événements conduisant a 1’élargissement du spectre des p-lactamases ou qui leur conferent
une résistance aux inhibiteurs de -lactamases (Guardabassi et Courvalin, 2006).

La transmission d’¢lément génétiques mobiles, comme les plasmides et les
transposons, favorise également [’acquisition des résistances par les bactéries. Elle peut

s’effectuer par transduction, conjugaison ou transformation (Figure 8).
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Figure 8 : Les différents modes d’acquisition des génes de résistance (R)
aux antibiotiques chez les bactéries (Levy et Marshall, 2004)

1.1.3. Les mécanismes de resistance

Les bactéries ont développe différents mécanismes afin de neutraliser 1’action des
agents antibactériens (Guardabassi et Courvalin, 2006). Certaines ciblent directement les
antibiotiques tandis que d’autres sont dirigées contre les mécanismes cellulaires, impliqués
dans le transport de ces substances, les plus répandus étant la diminution de la concentration
intracellulaire en antibiotique par diminution de la perméabilité membranaire et/ou sur-
activation de I’efflux bactérien, D’inactivation des antibiotiques par dégradation ou
modification enzymatique et 1’altération de leurs cibles cellulaires (Levy et Marshall, 2004).
La figure 9 présente une illustration de ces différents mécanismes de résistance au sein des

bactéries.
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Figure 9 : L’efflux, la destruction et la modification des antibiotiques
comme modes de résistance (Levy et Marshall, 2004)

1.2. Les huiles essentielles

Le terme huile essentielle (HE) dérive de « Quinta essentia », un nom donné par le
médecin suisse Paracelse aux extraits de plantes obtenus par distillation, il signifie la
fragrance et la quintessence de la plante (Hart, 2008).

Les substances aromatiques naturelles, appelées essences, sont produites dans des
glandes spécialisées de différentes parties des plantes : racines (iris), bulbes (ail) ou rhizomes
(gingembre), elles peuvent aussi étre issues des feuilles (eucalyptus, citronnelle), des fleurs
(rose), des fruits (oranges), du bois (cédre) de 1’écorce (cannelle) ou encore de la plante
entiere (lavande).

Les huiles essentielles sont des matrices généralement complexes, renfermant des
métabolites secondaires représentés par des principes volatils contenus dans les végétaux et
plus ou moins modifiés au cours de leur extraction. Les HEs sont bio-synthétisées par les
veégétaux supérieurs en réponse a des conditions de stress et surtout pour combattre les agents
infectieux ou parasitaires (Goetz et Ghedira, 2012).

D’un point du vue chimique, les HEs sont constituees de composés aromatiques
volatils et odorants de consistance huileuse (Burt, 2004), dotées de caracteres hydrophobes,
solubles dans les solvants organiques et de densité inférieure a celle de I’cau (Bakkali et al.,
2008).

1.2.1. Les constituants des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300
composeés différents (Sell, 2006). La plupart des composants des HEs sont inclus dans deux
groupes. Il s’agit des terpenes et des terpénoides qui représentent la classe la plus importante

et des composés aromatiques (phénylpropanoides) qui sont tous des composés de faible poids
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moléculaire (Bakkali et al., 2008), synthétisés a travers deux voies meétaboliques séparées.
Plus rarement, on peut rencontrer des composés acycliques.
1.2.1.1. Les terpénes et les terpénoides

Les terpenes (CsHs)n sont le plus grand groupe de substances naturelles,
biosynthétiquement dérivé a partir des unités d'isoprene (Damjanovié-Vratnica et al., 2011)
(Figure 10). Selon le nombre répétitif de cette unité, les terpenes sont classés en:
hémiterpenes (1 unité : C5), monoterpénes (2 unités : C10), sesquiterpénes (3 unités : C15),
diterpénes (4 unités : C20), et les polyisoprenes (n unités : C5p).

Un terpéne qui possede un oxygene est un terpénoide. Dans le cas des huiles, seuls
sont rencontrés les terpénoides les plus volatils, c¢’est-a-dire ceux dont la masse moléculaire
n’est pas trop élevée, principalement les mono et les sesquiterpénoides et beaucoup plus
rarement les diterpénoides (Figure 11). Les monoterpénoides sont présents dans la quasi-
totalité (environ 90%) des HEs.
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Figure 10 : Structure de la molécule d’isopréne (Calsamiglia et al., 2007)
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Figure 11 : Structure de quelques composés des huiles essentielles
(A) : monoterpénoides, (B) : sesquiterpénoides (Calsamiglia et al., 2007)
1.2.1.2. Les composés possédant un noyau aromatique
Les composés aromatiques des HEs sont principalement des dérivés de phénylpropane
C6-C3. lls sont beaucoup moins fréquents que les terpénoides. Un noyau aromatique est
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couplé a une chaine de trois carbones (Sangwan et al., 2001). Les plus fréquemment trouvés
sont les dérivés de I’alcool cinnamique (aldéhydes, esters), des phénols (eugénol), des dérivés

méthoxylés ((E)-anéthole) ou des oxydes cycliques (safrole) (Figure 12).
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Figure 12 : Exemple de quelques composés aromatiques C6-C3
Caractéristiques des HEs (El Haci, 2015)

1.2.1.3. Les composés d’origine diverses

Il existe aussi de nombreuses molécules acycliques. 11 s’agit de composés volatils issus
de la dégradation, de terpénes 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-én-1-ol ou le décanal, qui sont obtenues a partir
des acides linoléique et a-linolénique) par des voies enzymatiques (Bruneton, 1999).
1.2.1.4. Chémotype

Au sein d'une méme espece de plante, la composition de I'huile essentielle des divers
individus peut présenter des profils chimiques ou chémotypes différents, présentant des
variations chimiques de leur métabolite secondaire en fonction des influences de leurs
écosystemes (altitude, humidité, ensoleillement, biotope, etc.), bien que leur morphologie
ainsi que leur génétique ne soient pas substantiellement transformées (Shama et al., 2011). La
définition d’un type chimique ou chémotype ne peut reposer sur 1’é¢tude de quelques
individus, mais nécessite un échantillonnage conséquent pour qu’il soit statistiquement
représentatif (variabilité intra-station, variabilité inter-station, stabilité dans le temps,...).

L'exemple le plus marquant est celui de I'espéce sauvage Thymus vulgaris présente
dans le sud de la France. Il existe en effet six chémotypes différents pour cette seule espece.
Ces difféerences sont nettes et ont lieu au niveau de la nature du monoterpéne majoritaire de
I'nuile essentielle qui peut étre soit le géraniol, 'a-terpinéol, le thuyanol-4, le linalol, le

carvacrol ou le thymol (Thompson et al., 2003). Bien que freqguemment trouvé chez les
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thyms et plus généralement dans les labiées, ce polymorphisme chimique existe aussi pour
bien d'autres especes : Origanum vulgare (Mockute et al., 2001), Mentha spicata (Edris et
al., 2003), Juniperus phoenicea var. turbinata (Bekhechi et al., 2012). Il est important de
noter que des huiles essentielles a chémotypes différents présenteront non seulement des
activites différentes mais aussi des toxicités tres variables.

1.2.2. Mécanisme de I’action antimicrobienne des huiles essentielles

1.2.2.1. Mode d’action antibactérien

Durant les derniéres années, un intérét accru s’est focalisé sur les substances
biologiquement actives isolées des plantes, notamment en vue de 1’élimination des micro-
organismes pathogenes en raison de la résistance de ces derniers vis-a-vis des antibiotiques ou
bien parce qu’il s’agit de composés écologiquement sains. Une trés grande variété d’huiles
essentielles est connue pour exercer des propriétés antimicrobiennes et, dans la plupart des
cas, cette activité est due a la présence de constituants actifs représentés principalement par
des monoterpenes, des sesquiterpénes, des alcools et autres hydrocarbures et phénols (Goetz
et Ghedira, 2012).

-a- Sites d’action des huiles essentielles

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas
clairement élucidé. Compte tenu de la diversité des molécules présentes dans les huiles, il est
probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique,
mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (EI amri et al., 2014). Les principales
localisations des sites d’action des constituants des huiles essentielles sont indiquées dans la
figure 13.

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane (ElI amri et
al., 2014), en perturbant les systemes de transport ionique, le transport des électrons et la
production d’énergie. Les huiles essentielles peuvent aussi inhiber la synthese de I’ADN, de
I’ARN, des proteines et des polysaccharides, provoquant ainsi la mort de la bacterie
(Fernandez et Chemat, 2012).
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Figure 13 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule
bactérienne (Goetz et Ghedira, 2012)

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

L’activité biologique d’une HE est liée a sa composition chimique mais surtout a la
nature des groupements fonctionnels des composés majoritaires (Zhiri, 2006). 1l faut aussi
tenir compte de 1’existence de synergie que nous développerons dans le paragraphe 1.2.3.

Le carvacrol et le thymol semblent capables de libérer les lipo-polysaccharides et
d’augmenter la perméabilité membranaire en détruisant la membrane externe des bactéries a
Gram négatif (Lambert et al., 2001). Le mode d’action du carvacrol a été bien étudié sur B.
cereus. Ce composé pénétre dans la bicouche lipidique et se positionne entre les chaines
d’acides gras. Cette déformation de la structure augmente la fluidité membranaire, aboutissant
a une modification de la perméabilité passive. En outre, le carvacrol, agit comme un
transporteur transmembranaire des cations et des protons monovalents, cet effet perturbe le
gradient ionique et le fonctionnement membranaire des cellules microbiennes (Ultee et al.,
2002). L’action du thymol a été étudiée sur des membranes artificielles (Trombetta et al.,
2005). Son efficacité dépend de la composition et de la charge nette de la membrane.
Lorsqu’il pénétre dans la membrane plasmique, il semble altérer sa perméabilité et entrainer
une perte du matériel intracellulaire. Une étude, menée par Walsh et al. en 2003 a montré que
la molecule de thymol a un effet inhibiteur et letal sur diverses souches, dont Echerichia 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 est le principal constituant de I’huile essentielle de cannelle
(Cinnamomum cassia). Ce compose est trés actif contre de nombreuses bactéries a Gram

positif et a Gram négatif (Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Enterobacter sp.). Il inhibe
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les ATP synthétases bactériennes et provoque une diminution de la production d’ATP
intracellulaire (Gill et Holley, 2004 ; 2006). L’eugénol est le principal composant de I’huile
essentielle de clou de girofle. Comme le carvacrol, il provoquerait une dégradation de la paroi
cellulaire entrainant une inhibition de I’activité des ATP synthétases membranaires (Gill et
Holley, 2006).

Les alcools agissent généralement en dénaturant les protéines, comme solvant ou
comme agents de déshydratation, alors que les aldéhydes peuvent induire des réactions de
transfert d’électrons et réagir avec des composés nitrés vitaux pour la bactérie : protéines et
acides nucléiques (Goetz et Ghedira, 2012).
1.2.2.2. Mode d’action antifongique

Les huiles essentielles agissent sur la respiration de certaines levures (Cox et al.,
2000) et champignons filamenteux (Inouye et al., 1998). Elles peuvent inhiber les enzymes
responsables de la régulation de 1’énergie ou de la synthése des composés structuraux (Burt,
2004). L’observation sous microscope €lectronique des cellules fongiques du genre Candida
montre leur altération ultra structurale, augmentation du nombre de vésicules et perturbation
de la division cellulaire (Nakamura et al., 2004).

L’effet fongicide ou fongistatique des huiles essentielles sur les champignons
filamenteux s’accompagne par des modifications morphologiques et une influence sur la
morphogénese hyphale (Bourrel et al., 1995). Les cibles principales des huiles essentielles
sont la paroi et les membranes cellulaire et nucléaire. Ils causent par conséquent une réduction
de la production des spores et des aflatoxines (Rasooli et Owlia, 2005).

1.2.3. Synergie et antagonisme entre les constituants des huiles essentielles

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des composés chimiques isolés est
qualitativement identique. Cependant, il existe des différences quantitatives. Certaines études
ont montré que ’activité antimicrobienne des huiles essentielles est supérieure a celle de ses
composés majoritaires testes en mélange ou separément (Lahlou, 2004), ce qui suggere que
les composants mineurs sont essentiels a I’activité et qu’ils peuvent avoir un effet synergique
ou amplificateur de 1’activité. Les deux principaux constituants de structure voisine et
présents dans les huiles essentielles d’origan, carvacrol et thymol, présentent un effet additif
contre Staphylococcus aureus et P. aeruginosa (Goetz et Ghedira, 2012).

Le précurseur biologique du carvacrol, le p-cyméne, présente un caractére 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
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B. 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).

Dorman et Deans en 2000 ont montré que 1’ajout d’un groupement acétate a la
molécule semble augmenter 1’activité antibactérienne, 1’acétate de géranyle est plus actif que
le géraniol contre une gamme de bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Le role
fondamental du groupement hydroxyle dans 1’action des phénols a également €té confirmé par
Ultee et al. en 2002, et sa position relative sur le noyau benzénique influence peu le degré
d’activité. La nature des groupements alkyles peut également influencer cette activité : les
substituant alkényles sont plus actifs que les substituants alkyles. Ainsi, le limonéne, qui est
substitué par un groupement isopropylene en position 4, présente une plus forte activité que
son homologue le p-cymeéne, substitué par un groupement isopropyle (Dorman et Deans,
2000).

1.2.4. Les activités antimicrobiennes des huiles essentielles

Les vertus antimicrobiennes des HEs sont connues et utilisées depuis longtemps, mais
cette utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles (Hala et al., 2000) et des
applications sans bases scientifiques précises. On note 1’étude faite par Chamberland en 1887
sur D’activité antimicrobienne des essences de cannelle, d’origan et de girofle (Beylier-
Maurel, 1976) et qu’en 1919 Gattefossé a montré que le bacille de Koch était détruit en 5
minutes par une émulsion a 1% d’huile de pin. Par conséquent, de nombreuses huiles ont eté
définies comme antibactériennes (Burt, 2004).

De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles puisque de
nombreux travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des HEs des
plantes aromatiques (Flamini et al., 1999 ; Marino et al., 1999 ; Cox et al., 2000 ; Dorman
et Deans, 2000). Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent contre un large
éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette
activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a 1’autre et d’une souche bactérienne a
I’autre (Kalemba et Kunicka, 2003).

La plupart des études développant I’action des HESs sur la détérioration des organismes
et agents pathogenes concluent généralement que les HEs sont plus actives contre les
bactéries a Gram positif que celles a Gram négatif (Ouattara et al., 1997 ; Smith-Palmer et
al., 1998 ; Negi et al., 1999 ; Juliano et al., 2000 ; Ruberto et al., 2000 ; Lambert et al.,
2001 ; Smith-Palmer et al., 2001 ; Cimanga et al., 2002). Toutefois, les bactéries a Gram

négatif paraissent moins sensibles a leur action et ceci est directement lié a la structure de leur
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paroi cellulaire (Burt, 2004). Il existe cependant quelques exceptions, les bactéries a Gram
négatif telles que : Aeromonas hydrophila, P. aeruginosa (Goetz et Ghedira, 2012) et
Campylobacter jejuni (Wannissorn et al., 2005), ont été décrites comme particulierement
sensibles a I’action des huiles essentielles.

La croissance des bactéries, résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre
inhibée par certaines huiles essentielles. Les huiles d’agrumes, de lavande, de menthe, de
genévrier, de 1’arbre a thé, de thym et d’eucalyptus se révelent particuliérement efficaces
contre les staphylocoques dorés résistants a la méticilline (SARM) (May et al., 2000 ;
Tohidpour et al., 2010) et les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) (Fisher et
Phillips, 2009). Les huiles essentielles, isolées de deux especes de thym de Corée, Thymus
magnus et Thymus quingquecostatus, sont également capables d’inhiber la croissance de
bactéries résistantes comme Streptococcus pneumoniae, Samonella typhimurium, Salmonella
entereditis et S. aureus (Shin et Kim, 2005). Le mélange de différentes huiles essentielles
comme I’origan et le thym, I’origan et la marjolaine, le thym et la sauge a aussi montré un fort
pouvoir antibactérien contre Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
0157:H7 et Listeria monocytogenes (Gutierrez et al., 2008).

L’activité antimicrobienne est le résultat de groupes fonctionnels présents dans les
métabolites et de leurs synergies. Les plus actifs de ces groupes fonctionnels sont les : phénols
> aldéhydes > cétones > alcools > éthers > hydrocarbures (Fernandez et Chemat, 2012).
Cependant, plusieurs publications ont montré les activités antimicrobiennes de ces composés :
linalol (Changmann Yoon, 2011 ; Park et al., 2012 ; Huo et al., 2013 ; Miyashita et
Sadzuka, 2013), p-cyméne (Akash Kedia, 2013 ; Chen et al., 2014), géraniol (Chen et
Viljoen, 2010), limonene (Singh et al., 2010), bornéol (Tantaoui-Elaraki, 1993 ; Jaafari et
al., 2007), thymol (Riella et al., 2012 ; Wattanasatcha et al., 2012 ; Gavliakova et
Biringerova, 2013), carvotanacétone (Gherib et al., 2016), citronellal (Singh et al., 2012 ;
Sadaka et al., 2013), périllaldéhyde (Kim et al., 1995 ; El-Haci et al., 2014 ; Tian et al.,
2015) et cinnamaldéhyde (Ye et al., 2013).

D’autres études ont montré que certains constituants chimiques des huiles essentielles
ont des propriétés bactéricides par exemple : I’effet bactéricide du carvacrol sur Bacillus
cereus dans les aliments (Ultee et al., 1998 ; 2000), I’effet inhibiteur du thymol et du
carvacrol, composés majoritaires des huiles essentielles de thym et d'origan contre E. coli,
Salmonella enteritidis, S. choleraesuis et S. typhimurium (Burt, 2004) et I’effet de ces deux
composes, utilisé individuellement ou en combinaison sur des germes d’infection respiratoire

(Didry, 1993). Enfin, Juven et al. (1994) ont obtenu une diminution importante des cellules
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vivantes de S. thyphimurium en les traitant par 1’huile de thym et ses constituants actifs. Le
thymol ainsi que I’eugénol sont responsables de I’activité bactéricide des huiles essentielles
qui en contiennent (Goetz et Ghedira, 2012 ; Santoyo et al., 2006).

Le pouvoir antifongique des HEs des plantes aromatiques a été mis en évidence par de
nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes (De Billerbeck et al., 2002 ; Koba et
al., 2004 ; Oussou et al., 2004 ; Ouraini et al., 2005) et contre les dermaphytes et les
champignons pathogenes et opportunistes tels que Candida albicans, Cryptococcus
neoformans et Aspergillus fumigatus (Teixeira-Duarte et al., 2005). D’autre études ont
démontré que les HEs de thym, de la sarriette et du clou de girofle présentent une activité
antifongique «in vitro» contre Aspergillus flavus (Omidbeygi et al., 2007). Les HEs
d’Eucalyptus saligna et d’Eucalyptus camaldulensis ont montré un effet fongistatique vis-a-
vis de Phaeoramularia angolensis (Jaset-Dongmo et al., 2008). 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. Les activités antifongiques de nombreuses huiles essentielles, incluant les huiles de
thym, de citronnelle, de cannelle et de I’arbre a thé (Burt, 2004) ont été décrites.

Les virus sont généralement fortement sensibles aux molécules aromatiques des HEs
telles que les monoterpénols et les monoterpénals. De nombreuses pathologies virales séveres
traitées avec des HEs ont montrées des améliorations importantes (Siddiqui et al., 1996 ;
Schnitzler et al., 2001 ; Schuhmacher et Reichling, 2003). L’HE de Melissa officinalis qui
contient le citral et le citronellal empéche la réplication du virus d'herpés simplex (HSV-2)
(Allahverdiyev et al., 2004). L’HE de scléranthe possede I’activité la plus efficace contre
HSV-1 et inhibe complétement la réplication virale aprés une incubation de 24 heures, méme
a une concentration de 0,1%. Les huiles essentielles d’Eucalyptus, de Santolina insularis, et
de I'arbre a thé australien ont montré aussi des effets antiviraux contre HSV-1 (Armaka et al.,
1999). Aussi, le virus Junin, responsable de la fievre hémorragique s’est montré trés sensible

aux huiles essentielles de Lippia junelliana et de L. turbinata (Garcia et al., 2003).

1. Propriétés antioxydantes des huiles essentielles
11.1. Les antioxydants et le stress oxydatif
L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets

dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et des especes réactives
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de I'oxygéne (EROs). En 1969, les Américains McCord et Fridovich isolent a partir de
globules rouges humains, un systéme enzymatique antioxydant, le superoxyde dismutase
(SOD), capable d’¢éliminer I’anion superoxyde, démontrant ainsi pour la premiére fois, que
notre organisme produit des EROs. Cette découverte sera le point de départ, dans le monde
entier, de nombreuses recherches sur le stress oxydant et les antioxydants (Haleng et al.,
2007).

Le stress oxydatif est provoqué par un déséquilibre entre les espéces réactives et les
antioxydants. Les principaux radicaux libres, y compris I’hydroxyle, le superoxyde et 1’oxyde
nitrique, sont considérés comme des dérivés reactifs de 1’oxygene (DROSs). Les antioxydants
sont des régulateurs de la production des DROs et préviennent les effets déléteres, incluant le
stress oxydatif (Cao et Prior 1998 ; Koelichlin-Ramonatxo, 2006 ; Defraigne et Pincemail,
2008 ; Uttara et al., 2009).

Pour se protéger des effets nocifs des EROs, 1’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses: I'un est exogéne (vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone,
flavonoides, glutathion ou acide lipoique) ; 1’autre est endogéne et se compose d’enzymes
(superoxyde dismutase SOD ; glutathion peroxydase, catalase), de protéines (ferritine,
transferrine, céruléoplasmine, albumine) (Pincemail et al., 2002).

Par ailleurs, les industriels utilisent des 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) dans I'industrie alimentaire. lls
constituent des moyens faciles et économiques afin de remédier aux évolutions oxydatives,
principale cause de dégradation (Fernandez et Chemat, 2012).

Cependant I’utilisation de ces antioXydants synthétiques est suspectée d’entrainer a
long terme des effets tératogénes, mutagénes et cancérogeénes. D’importants travaux de
recherche ont conduit I’industrie alimentaire a envisager 1’incorporation de substances
considérés comme non chimiques au sein de leur préparation. Dans ce contexte, les huiles
essentielles contiennent une source potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font
I’objet de nombreuses études concernant leurs éventuelles utilisations en tant qu’antioxydants
en agroalimentaire ou en cosmétique. Les tocophérols, naturellement présents dans les huiles
végétales, notamment 1’a-tocophérol, sont tres utilises en cosmétique (Fernandez et Chemat,
2012). Leur caractere hydrophobe leur permet de réagir avec les radicaux peroxyles (ROO«)
pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation
lipidique (Haleng et al., 2007).
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En plus de la vitamine E, la vitamine C est un excellent piégeur des EROs (HO" ou
O"). Elle inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la
forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques (Haleng et al., 2007).
11.2. Les activités antioxydantes des huiles essentielles

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles sont depuis peu massivement
étudiées. Parmi ces travaux, les huiles essentielles des Citrus sont caractérisées par une teneur
élevée en monoterpénes dont le limonéne est le constituant majeur, jouant un role principal
dans I’activité antioxydante (Hyang-Sook et al., 2000 ; Girennavar et al., 2007 ; Ao et al.,
2008 ; Buchbauer, 2010). Les huiles essentielles de cannelle, muscade, piment, laurier, clou
de girofle, basilic, persil, origan, coriandre, eucalyptus, genévrier, cumin et de thym
présentent également un pouvoir antioxydant (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). L’huile essentielle de
thym a montré le plus grand effet antioxydant parmi 25 HEs testées, suivie de celle de clou de
girofle, de cannelle, de basilic, d'eucalyptus et de camomille (Wei et Shibamoto, 2010).

I11. Propriétés anti-inflammatoires des huiles essentielles

Les HEs sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies
inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite (Maruyama et al., 2005).
Plusieurs études ont mis en évidence l'activité anti-inflammatoire des HEs (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) et de ses
composés principaux, 'a-terpinéol (Hart et al., 2000) et le salicylate de méthyle (Belanger
et al., 1994). L’Aloe vera est une des plantes les plus connues pour son activité anti-
inflammatoire (Vogler et Ernst, 1999). En effet, une amélioration de la cicatrisation a été
observée par l'utilisation de I'aloes chez les rats diabétiques (Chithra et al., 1998) et dans
divers cas de I’ischémie cutanée (Heggers et al., 1993).

Les huiles essentielles agissent au niveau de la prévention du cancer ainsi qu'au niveau
de sa suppression. 1l est bien connu que certains aliments, comme l'ail ou le curcuma, sont de
bonnes sources d'agents anticancéreux utiles pour prévenir I'apparition de cancer (Jafri et al.,
2001 ; Béliveau et al., 2005). Certains de ces aliments contiennent des composés volatils dont
I'activité chimio-préventive a été mise en évidence. L'huile essentielle d'ail constitue, par
exemple, une source de composés sulfurés (Pyun et al., 2006) reconnus pour leur effet
préventif contre le cancer (Milner, 2001 ; 2006).
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« Ce que voient les yeux n’est pas le remede ; lorsque la distillation aura transformé
le végétal, alors le reméde deviendra manifeste »

Paracelse (1493 - 1541)
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Depuis les temps les plus anciens, les grandes civilisations (chinoise, égyptienne,
babylonienne, grecque, romaine, etc.) ont eu recours aux plantes médicinales pour leurs
propriétés thérapeutiques, cosmétiques, chimiques, diététiques, pharmaceutiques, agro-
alimentaires et industrielles.

Actuellement, cette médication, par les plantes, connait un regain d’intérét notable, et,
c’est grace aux ¢études scientifiques basées sur les méthodes analytiques et les
expérimentations nouvelles, que le monde médical découvre de plus en plus, le bien fondé des
prescriptions empiriques des plantes médicinales.

Pour le présent travail, nous nous sommes proposes de valoriser une espece végetale, a
savoir : Tetraclinis articulata (thuya), qui pousse spontanément dans la région de Tlemcen.
Cette plante est une Cupressacées quasiment endémique de 1I’Afrique du nord, elle est
essentiellement centrée sur le Maghreb.

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

v’ Extraction des huiles essentielles des parties aériennes et des cones de Tetraclinis
articulata par hydrodistillation ;

v’ Caractérisation des huiles essentielles de cette plante. Les analyses ont été réalisées
dans le laboratoire de « Chimie et Biomasse » a l’universit¢ de Corse, par une
application conjointe de plusieurs méthodes chromatographiques et spectroscopiques ;

v’ Etude des activités biologiques (antimicrobienne et antioxydante) des huiles

essentielle de cette espece végétale.

I. Matériel végétal et extraction des huiles essentielles
I.1. Matériel végétal
La récolte des plantes a été effectuée dans huit stations de la région de Tlemcen (nord-
ouest de 1’ Algérie). Les prélevements ont été réalisés sur des pieds individuels adultes.
Cinquante échantillons des parties aériennes (feuilles et fleurs) ont été récoltes en
pleine floraison, en mars 2014. Les prélevements ont été réalisés comme suit (Tableau 1,
Figurel4) : Zone littorale [Honaine (échantillons H1-H4), Beni Khellad (échantillons BK17-
BK22), Souk Tlata (échantillons ST23-ST28), Ghazaouet (échantillons G29-G35)] ; Zone
montagneuse [Sebdou (échantillons S5-S10), Ouled Mimoun (échantillons OM11-OM16),
Ain Kebira (échantillons AK36-AK42) et Sabra (échantillons Sab43-Sab50)]. Parallélement,
nous avons réalisé des récoltes des parties aériennes sur le méme pied au cours d’une année

(de mars 2014 a février 2015) dans la région d’Ain Kebira (échantillon AK37).
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Quarante échantillons des cones ont été prélevés en mois de septembre 2014 dans les
mémes stations cités précédemment : Zone littorale [Souk Tlata (échantillons ST1-ST5),
Honaine (échantillons H16-H20), Beni Khellad (échantillons BK31-BK35), Ghazaouet
(échantillons G36-G40)] ; Zone montagneuse [Sabra (échantillons Sab6-Sab10) ; Ain Kebira
(échantillons AK11-AK15) ; Ouled Mimoun (échantillons OM21-OM25) et Sebdou
(échantillons S26-S30)].

Cette espéce végétale a été identifiée par le Professeur Bouazza M. (Laboratoire
d’Ecologie et Gestion des Ecosystémes, Université de Tlemcen). Un spécimen a été déposé au
niveau du laboratoire des « Produits Naturels » (Département de Biologie, Université de

Tlemcen), sous le numéro de référence C. 46.

Tableau 1 : Lieux des préléevements du thuya, situation géographique et bioclimat des
différentes stations d’étude

Stations Etages Altitude Latitude Longitude
bioclimatiques (m) (Nord) (Ouest)
Ghazaouet Chaud et tempéré 42 35°08’ 1°85’
Honaine Chaud et tempéré 165 35°49° 1°00’
Beni Khellad Chaud et tempéré 408 35°06° 1°71°
Sabra Chaud et tempéré 495 34°80° 1°62’
Souk Tlata Chaud et tempéré 497 35°02’ 2°01°
Ouled Mimoun Chaud et tempéré 768 34°90° 0°98’
Ain Kebira Chaud et tempéré 779 35°02’ 1°67
Sebdou Chaud et tempéré 1210 34°64° 1°02’

I.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée au laboratoire par hydrodistillation a
I’aide d’un appareil de type Clevenger, pendant une durée de 2h30. 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.
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Wilaya de Tlemcen - Carte d'echantillonnage

. Ghazaouet - Souk Tlata

[ Honaine (Sididriss) [ ] Ouled Mimoun Lieux des prélevements de thuya
. Beni Khellad . Ain Kebira

. Sabra . Sebdou

Afrique

Figure 14 : Situation géographique des lieux des prélevements de Tetraclinis articulata
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I1. Analyse des huiles essentielles

Les analyses de tous les échantillons d’huile essentielle par CPG-Ir, CPG-SM et RMN
13C ont été effectuées au laboratoire de « Chimie et Biomasse » de 1’université de Corse-
CNRS.

11.1. Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)
e Conditions opératoires

Les analyses chromatographiques en phase gazeuse ont été réalisées a 1’aide d’un
appareil Perkin-Elmer type 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,
polyéthyléne glycol).

Le gaz vecteur est I’hélium (0,8 mL/min), avec une pression en téte de colonne de 25
psi; la température de I’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 quantité
d’huile essentielle injectée est de 0,1 pL.

¢ ldentification des constituants

Les constituants ont été identifiés par comparaison de leurs indices de rétention (Ir)
calculés par rapport a une série d’alcanes (Cg-Cog) avec interpolation linéaire sur les deux
colonnes, avec ceux des composeés de référence contenus dans la bibliotheque du laboratoire.
11.2. Spectrométrie de Masse (SM)

Les huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs) et des cones ont été
analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-
SM), réalisée au laboratoire de « Chimie des Produits Naturels » et au laboratoire de « Chimie
et Biomasse », respectivement de 1’université de Corse.

e Conditions opératoires
» Parties aériennes (feuilles et fleurs)

Les analyses ont été réalisées a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem
XL, doté d’un injecteur automatique et d’une colonne capillaire de silice fondue (60m x 0,22
mm, épaisseur du film 0,25 um), Rtx-1 (polydiméthyl-siloxane), couplé a un détecteur de
masse Perkin-Elmer TurboMass. Les molécules sont bombardées par un faisceau électronique
de 70 eV, la détection se fait par un analyseur quadripolaire constitu¢ d’un assemblage de

quatre électrodes paralléles de section cylindrique. La température de la source d’ionisation
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est de 150°C. Les spectres de masse obtenus par impact électronique ont été acquis sur la
gamme de masse 35-350 Da.

Le gaz vecteur est I’hélium (1 mL/min), exercant une pression en téte de colonne de
43 psi; la température linéaire est programmée depuis 60°C jusqu’a 230°C, a raison
de2°C/min, suivie d’un palier de 45 min a 230°C ; I’injection se fait par mode split avec un
rapport de division de 1/80. La quantité d’huile essentielle injectée est de 0,2 pL.

» Cones

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 a un détecteur de masse
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 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 quantité d’huile essentielle injectée est de 0,5 pL.
11.3. Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13 (RMN C)

La RMN du 3C est utilisée selon la méthode mise au point et développée par 1’équipe
« Chimie et Biomasse » de 1'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.

e Conditions opératoires

Les spectres RMN ont été enregistrés avec une sonde de 5 mm dans le chloroforme
deutéré (CDCl3) additionné de tétraméthylsilane (TMS) sur un spectrométre 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
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.
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Les spectres RMN des échantillons de Tetraclinis articulata ont été enregistrés en
dissolvant 40 mg d’huile essenticlle 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 (8) sont donnés en ppm par rapport
au TMS pris comme référence interne.

e ldentification des constituants

L’identification est réalisée par la prise en compte de trois parameétres / i) le nombre de
pics observés 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
parametres qui sont directement accessibles par un logiciel élaboré au laboratoire de « Chimie
et Biomasse » a 1’université de Corse (Tomi et al., 1995 ; Rezzi et al., 2002 ; Tomi et
Casanova, 2006 ; Bighelli et Casanova, 2009), I’intensité des raies de résonance permet de
contréler I’appartenance d’un déplacement chimique a un composé donné. Cette technique
permet 1’identification de différents composants a une teneur supérieure ou égale a 0,3-0,4%
sans purification préalable.
11.4. Analyse statistique

L’Analyse en Composantes Principales (ACP) a été réalisée a I’aide du logiciel
XLSTAT-PRO (Addinsoft, France).

I11. Etude des activités biologiques des huiles essentielles de Tetraclinis articulata

La phytothérapie n’a pas attendu les découvertes scientifiques pour exploiter les vertus
des plantes. En effet, les HES obtenus a partir de matieres végeétales constituent une source de
molécules naturelles bioactives. Son utilisation s’est développée depuis une quarantaine
d’années et les HEs sont actuellement considérées comme des alternatives potentielles aux
antibiotiques pour traiter diverses maladies infectieuses, et aux agents chimiques de
conservation des denrées alimentaires et des produits cosmétiques (Fernandez et Chemat,
2012).

Dans ce contexte, nous avons voulu étudier le pouvoir antimicrobien et antioxydant
des huiles essentielles de Tetraclinis articulata.

Pour les huiles essentielles des parties aériennes, nous avons mélangé les échantillons
appartenant au méme chémotype pour disposer d’une quantité suffisante afin de pouvoir

réaliser les activités biologiques.
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I11.1. Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des parties aériennes de Tetraclinis
articulata

Nous avons déterminé le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des parties
aériennes (feuilles et fleurs) de thuya (3 types chimiques différents: huile essentielle a a-
pinéne, a camphre et a acétate de bornyle) vis-a-vis de six bactéries, deux levures et deux
champignons filamenteux en appliquant la méthode de diffusion sur disque. Dans le cas de
réponse positive, nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI) en
utilisant la méthode de contact direct en milieu gélosé.
111.1.1. Provenance des germes

Les souches pathogenes (Tableau 2) utilisées ont été choisis pour leurs fréquences
élevées a contaminer les denrées alimentaires, leurs résistance courante a différents

antibiotiques et pour leurs pathogénicités.

Tableau 2 : Origines des souches utilisées pour I’étude du pouvoir antimicrobien
des huiles essentielles

Microorganismes Origine
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 LAPRONA
Escherichia coli Négatif ATCC 8739 LAPRONA

§ Klebsiellapneumoniae ATCC 700603 MNHN

% Enterococcusfaecalis ATCC 13047 LAPRONA

«© Staphylococcus aureus Positif ATCC 6538 MNHN
Staphylococcus aureus ATCC 25923 LAPRONA

g Candida albicans CIP 444 LAPSAB

% Candida albicans ATCC 10231 LAPRONA

. Aspergillus flavus MNHN 994294 MNHN

2

g Aspergillus fumigatus MNHN 566 MNHN

©

&

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) ; LAPRONA : Laboratoire des Produits
Naturels (Université de Tlemcen) ; LAPSAB : Laboratoire antibiotiques antifongiques, physicochimie
synthese et activité biologique.

111.1.2. 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 spectrophotomeétre, a 1-2
x 10® UFC/mL pour les bactéries (DO = 0,08 40,1 /A = 625 nm) et 1-5 x 10® UFC/mL pour
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les levures (DO = 0,12 a 0,15 / A = 530 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 108 spores/mL, ce qui correspond a
une transmittance de 68-82% (A = 530 nm) (Pfaller et al., 1998).

111.1.3. Méthodes d’étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

Le choix des techniques utilisées pour déterminer 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles a une grande influence sur les résultats, I’insolubilité des constituants des HES
dans ’eau et leur volatilité constituent les principales difficultés rencontrées. Les techniques
classiques mises au point in vitro permettent soit i) de caractériser le pouvoir antimicrobien ii)
de le quantifier en termes de concentration minimale inhibitrice ou de concentration minimale
microbicide (bactéricide). Ces méthodes sont appliquées en milieu solide ou en milieu liquide
(Fernandez et Chemat, 2012).

Dans un premier temps, nous avons testé les huiles essentielles des parties aériennes
(feuilles et fleurs) vis-a-vis des souches microbiennes par une méthode rapide (la méthode de
diffusion sur disque) et dans I’affirmation, nous avons déterminé la concentration minimale
(CMI) en milieu solide.
111.1.3.1. Détermination de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur
disque (aromatogramme)

Cette méthode est reconnue comme fiable et reproductible, elle est surtout utilisée en
étape préliminaire a des études plus approfondies. 11 s’agit d’une méthode qualitative
permettant de tester la sensibilité ou la résistance des microorganismes aux HEs par contact
direct.

Pour effectuer ce test, des disques de papier filtre de 6 mm de diameétre imprégnés de
15 pL d’huile essentielle et de 5 L. de DMSO sont déposés a 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 (10® UFC/mL pour les levures et les souches bactériennes sauf
S. aureus qui a été ensemencée a 10’ UFC/mL et 10* spores/mL pour les moisissures) pendant
10 a 15 min. L'excédant de I'inoculum est éliminé par aspiration.

Les milieux de culture utilisées sont : i) la gélose Mueller-Hinton pour les bactéries, ii)
le Sabouraud dextrose pour les levures et iii) le 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 a 4 jours pour les moisissures. Pendant I’incubation, les germes se développent sous forme
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de colonies visibles a I’ceil nu. L’obtention d’un halo clair autour du disque indique
I’inhibition du développement microbien. Le diamétre des zones d’inhibition est mesuré
(mm), disque inclus.

En paralléle, la sensibilité des souches microbiennes, vis-a-vis de : la nystatine (Ny. 30
pg/disque), le fluconazole (FLU. 25pg/disque), la pénicilline (PEN. 6ug/disque),
I’ Amoxicilline (AM. 10 pg/disque), 1I’Oxacilline (OX. 5 pg/disque), la ciprofloxacine (CIP.
10 pg/disque), la vancomycine (VA. 30ug/disque), a été testée comme contrdle positif et du
DMSO (20 pL/disque) comme contrdle négatif.
111.1.3.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices par la méthode de
contact direct en milieu gélosé

En bactériologie médicale, chaque souche est caractérisée en termes de résistance ou
de sensibilité aux antibiotiqgues au moyen de deux valeurs : le diamétre 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. Fréquemment, la CMI
n’est pas bactéricide, les cellules d’inoculum sont capables de se développer apres repiquage
sur milieu exempt du composé inhibiteur. La CMI est la plus faible concentration requise
pour I’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 les boites de pétri afin d’effectuer une gamme de concentration de 0,125 a
2uL/mL dans le milieu PDA, pour les champignons filamenteux et de 2 a 6 pL/mL dans la
gélose Mueller-Hinton pour les bactéries, avec pour chagque concentration, son équivalent en
DMSO. Le mélange est alors homogénéisé et ensuite refroidi. Aprés une duré d’incubation de
24 h a 37°C pour les bactéries, et de 3 a 4 jours a 25°C pour les mycetes, la lecture des
résultats se fait par la présence ou I’absence de la croissance microbienne.

I11.2. Pouvoir antioxydant des huiles essentielles des parties aériennes et des cones de
Tetraclinis articulata

Dans cette partie, nous avons déterminé le pouvoir antioxydant des huiles essentielles
des parties aériennes (feuilles et fleurs) (3 types chimiques : huile essentielle a a-pinéne, a
camphre et a acétate de bornyle) et des cones de thuya (12 échantillons), choisis en fonction
de leur profil chromatographique. Les douze échantillons d’huile essentielle sont les suivants :

e Echantillon du groupe 1 : trois échantillons de la station d’Ain Kebira (E2 AK, E3

AK, E4 AK) et un échantillon de la station d’Ouled Mimoun (E2 OM).
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e Echantillon du sous-groupe 1A : deux échantillons de la station de Ghazaouet (E1

G et E5 G), un échantillon de la station de Honaine (E3 H) et un autre échantillon de

la station d’Ouled Mimoun (E4 OM).

e Echantillon du sous-groupe 1B : deux échantillons de la station de Ghazaouet (E3 G
et E4 G), et deux échantillons de la station de Sabra (E1 Sab et E4 Sab).
111.2.1. Méthodes d’étude du pouvoir antioxydant des huiles essentielles

Méme si les antioxydants de synthése sont efficaces et bon marché et que leurs doses
autorisées sont largement limitées pour éviter tout probleme de toxicité, on a 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).

Pour évaluer I’activité antioxydante in vitro d’extraits naturels, différentes méthodes
ont été développées. Ces méthodes impliquent le mélange d’espéces oxydantes, tels que les
radicaux libres ou les complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient des
antioxydants capables d’inhiber la génération de radicaux.

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode
unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. Il faut donc combiner
les réponses obtenues a I’aide de tests différents et complémentaires. C’est pourquoi notre
choix s’est porté sur I’utilisation de trois tests chimiques, a savoir : le piégeage du radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH®), le blanchissement du f-caroténe et le pouvoir reducteur
de I’ion ferrique (FRAP). Le principe de ceux-ci repose sur un changement de couleur qui a
été suivi par la lecture de ’absorbance a des longueurs d’ondes spécifiques.
111.2.1.1. Piégeage du radical libre DPPHe(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Le DPPH est un radical stable qui absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 515
a 520 nm (Bandoniene et al., 2002 ; Pavlov et al., 2002 ; Gazi et al.,2004).

Ce test permet de mesurer la capacité réductrice d’un antioxydant en présence d’un
radical libre, le DPPHe. C’est un radical libre trés stable a 1’état cristallin et en solution, de
coloration violette (Figure 15). La forme réduite (jaune péle) n’absorbe plus, ce qui se traduit

par diminution de ’absorbance a cette longueur d’onde.
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Figure 15 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

L’effet des huiles essentielles de Tetraclinis articulata sur le (DPPHe) est mesuré par
le protocole expérimental de Benhammou et al. (2007). 50 uL de chaque échantillon (800
mg/mL) sont ajoutés a 1,95 mL d’une solution méthanolique de DPPHe (0,025 g/L)
fraichement préparée. Pour chaque concentration un blanc est préparé. Un contrdle négatif est
préparé, en parallele, en mélangeant 50 puL du méthanol avec 1,95 mL de la solution
méthanolique de DPPHe. Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a température
ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre.

» Calcul des pourcentages d’inhibition
Nous avons calculé les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :

% Inhibition = [(Ac - A1) / Ac] x 100

Ac: Absorbance du contréle
Ar: Absorbance du test effectué

» Calcul des Clsg
Clso ou concentration inhibitrice de 50% est la concentration de 1’échantillon testée nécessaire
pour réduire 50% de la concentration initiale de DPPHe.
111.2.1.2. Activité antioxydante par le test de blanchissement du fg-carotene (#-carotene
bleaching method)

Ce test est bas¢ sur I’oxydation couplée du p-caroténe et de 1’acide linoléique
solubilisé dans le Tween 40. Il consiste a mesurer la décoloration du S-caroténe résultant de
son oxydation par les radicaux peroxyles issus de I’acide linoléique. L’addition d’un
antioxydant dans ce systéme retarde la décoloration du p-caroténe. Ce test permet de
déterminer un pourcentage d’inhibition (Fernandez et Chemat, 2012).

Le protocole expérimental suivi est celui d’Ozsoy et al. (2008).

Pour préparer 1’émulsion du S-caroténe, 2 mg de ce dernier sont dissouts dans 10 mL de

chloroforme, puis 1 mL de cette solution est mélangé avec 20 mg d’acide linoléique purifié et
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200 mg du tween 40. Ensuite, le chloroforme est évaporé sous pression réduite par un
évaporateur rotatif a 40°C et le résidu obtenu est repris par 50 mL d’cau ultra pure oxygénée.
Des tubes contenant 5 mL de cette émulsion sont préparés, pour lesquels, 200 pL
d’échantillons ou d’antioxydant de référence (BHA) a différentes concentrations sont ajoutés.

Le mélange est bien agité et la lecture de I’absorbance & 470 nm se fait immédiatement
a to contre un blanc qui contient I’émulsion sans f-caroténe. Les tubes fermés sont incubés a
50°C et la lecture de I’absorbance est effectuée apres 120 min.

Un controle négatif est realisé en paralléle, comprenant 5 mL de 1’émulsion du f-
caroténe et 200 pL d’éthanol.

Les résultats obtenus sont exprimés en termes de pourcentage d’inhibition de la
décoloration du s-carotene en employant la formule suivante :

% Inhibition = [1-(Ao-At/ A%-A%)] x100
Ao:Absorbance de 1’échantillon a to
At: Absorbance de 1’échantillon apres incubation de 120 min
A%:Absorbance du controle négatif a to
A% : Absorbance du controle négatif aprés incubation de 120 min
111.2.1.3. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ¢ a son pouvoir antioxydant. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité de I’extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fe®") présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). L’absorbance du
milieu réactionnel est déterminé a 700 nm. Une augmentation de 1’absorbance correspond a
une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode décrite par Oyaizu (1986).

1 mL de I’échantillon a différentes concentrations (1,562 ; 3,125 ; 6,25 ; 12,5 ; 25 ; 50 ; 100 et
200 mg/mL) est mélangé avec 2,5 mL d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5
mL d’une solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)s a 1 %. Le tout est incubé a 50°C
pendant 20 min, puis refroidi & la température ambiante. 2,5 mL d’acide trichloracétique a
10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont centrifugés a 3 000 rpm pendant
10 min. 2,5 mL du surnageant sont ajoutés a 2,5 mL d’eau distillée et 500 uL. d’une solution
de chlorure du fer (FeCls, 6H20) a 0,1% sont ajoutés au melange. La lecture des absorbances
se fait contre un blanc a 700 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre. L’acide ascorbique est

utilisé comme contréle positif.
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Résultats et discussion

Le thuya (Tetraclinis articulata (Vahl) Masters) est une Cupressacée quasiment
endémique de I’Afrique du Nord. Cette espece végétale est essentiellement centrée sur le
Maghreb. En Algérie, elle est assez largement présente en Oranie littorale. A notre
connaissance, la composition chimique des huiles essentielles des cones a fait 1’objet de trois
publications. Ces huiles essentielles présentent différentes compositions en fonction du lieu de
récolte. Un échantillon d'huile des cbnes originaire de Malte contient principalement 1’a-
pinéne et le limonene (Buhagiar et al., 2000). L’huile essentielle des cbnes provenant de
Tunisie renferme plusieurs composés présents en quantités appréciables : p-cymeén-8-ol,
trans-pinocarvéol, acétate de fenchyle et carvone (Tékaya-Karoui et al., 2007). Deux
¢chantillons d’huiles essentielles des cones de T. articulata originaire d’Algérie ont été
étudiés, récoltés a Hammam Melouane (40 km au sud d'Alger) et a Tipaza (70 km a l'ouest
d'Alger). lls se caractérisent par une forte teneur en a-pinene, suivi du limonene (Chikhoune
et al., 2013).Ces deux échantillons présentent une similitude avec I’huile essentielle des cones
provenant de Malte, mais, en revanche, ils différent radicalement de I'huile essentielle des
cones originaire de Tunisie.

La composition chimique de 1’huile essentielle des feuilles de thuya, par contre, a fait
1’objet de plusieurs études. Tous les échantillons d'huile étudiés renferment des monoterpénes
comme composants principaux. Cependant, plusieurs compositions sont décrites avec une
variation quantitative de trois constituants majoritaires : 1’a-pinéne, le camphre et 1’acétate de
bornyle (Bourkhiss et al., 2007b ; Barrero et al., 2005 ; Bourkhiss et al., 2007c ; Achak et
al., 2009 ; Ben Jemia et al., 2012 ; Sliti et al., 2016). Un échantillon d'huile essentielle des
aiguilles du thuya du Canada contient également le 3-caréne et le B-myrcéne parmi les
principaux constituants (Kili¢, 2014). Un autre échantillon d’huile essentielle originaire de
Tunisie renferme une teneur élevée en acétate de linalyle a c6té de I'a-pinéne (Herzi et al.,
2013).

Concernant T. articulata poussant spontanément en Algérie, la composition
de quelques éechantillons d'huile essentielle a été étudiée. En général, ces échantillons sont
dominées par les associations comprenant 1’acétate de bornyle : acétate de bornyle/a-pinéne,
acétate de bornyle/a-pinéne/camphre ou encore acétate de bornyle/camphre (Chikhoune et
al., 2013 ; Djouahri et al., 2013a ; Djouahri et al., 2015 ; Larabi et al., 2015), avec parfois
du bornéol (Benali Toumi et al.,, 2011; Larabi et al., 2015). Les huiles essentielles des
feuilles de T. articulata récoltées dans la région de Tlemcen (ouest de I'Algérie) présentent
des compositions similaires. L’huile essentielle des feuilles collectées a Ghazaouet contient

une teneur élevée en acétate de bornyle, une trés faible quantité en camphre et I'absence totale
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de l'a-pinéne (Abi-Ayad et al., 2013). Le camphre et ’acétate de bornyle sont les composés
majoritaires d’un échantillon de provenance d’Ouled Mimoun, accompagné de bornéol
(Benali Toumi et al., 2011). En revanche, un autre échantillon des parties aériennes récoltées
a Oujlida est dominé par 1’a-pinene, suivi par le cédrol et le 6-3-caréne. L’acétate de bornyle
est présent en faible quantité et le camphre est totalement absent (Bouayad Alam et al.,
2014).

En régle générale, ces études concernent seulement un échantillon voire deux
échantillons par pays et en conséquence, la composition déterminée n’est pas forcément
représentative de I’huile essentielle de Tetraclinis articulata du pays mentionné. En effet, a ce
jour aucune étude n’a été mise en ceuvre sur la variabilité chimique de I’huile essentielle des
parties aériennes (feuilles et fleurs) et des cones de Tetraclinis articulata dans une région
déterminée.

Aussi, le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des huiles essentielles
des parties aériennes (feuilles et fleurs) et des cénes de cette espece végétale a travers i) la
détermination de la composition chimique, ii) 1’étude de la variabilité chimique et iii) I’étude

des activités biologiques.

I. Caractérisation chimique des huiles essentielles de Tetraclinis articulata

Compte tenu de ces observations, nous nous sommes proposés de caractériser
Tetraclinis articulata poussant spontanément dans la région de Tlemcen a travers la
composition chimique des huiles essentielles des cones et des parties aériennes (feuilles et
fleurs). En exploitant la complémentarité des techniques analytiques (CC, CPG(Ir), CPG-SM
et RMN %3C), nous détaillerons I’analyse d’un échantillon d’huile essentielle des parties
aériennes (feuilles et fleurs), ainsi qu’une étude globale sur 50 échantillons.
Nous présenterons ensuite 1’étude de la variabilité chimique de I’huile essentielle de 40
échantillons de cones de cette méme espéce végétale en utilisant la méme stratégie analytique.
I.1. Etude de la composition et de la variabilité chimique des huiles essentielles des
parties aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata

Dans le but de mettre en évidence une homogénéité ou une éventuelle variabilité
chimique des huiles essentielles de Tetraclinis articulata, nous avons étudié la composition
chimique de 50 éechantillons. Les préléevements ont été réalisés en mars 2014, en pleine
floraison dans huit stations de la région de Tlemcen:

e Zone littorale [Honaine (échantillons H1-H4), Beni Khellad (échantillons BK17-
BK22), Souk Tlata (échantillons ST23-ST28), Ghazaouet (échantillons G29-G35)] ;
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e Zone montagneuse [Sebdou (échantillons S5-S10), Ouled Mimoun (échantillons
OM11-OM16), Ain Kebira (échantillons AK36-AK42) et Sabra (échantillons Sab43-
Sab50)].

Parallelement, nous avons etudié la composition chimique des huiles essentielles au
cours d’une année. Pour cela, la récolte a été realisée chaque mois depuis mars 2014 jusqu’a
février 2015 sur un seul pied dans la station d’Ain Kebira (échantillon AK37).

I.1.1. Rendements d’extraction

Les huiles essentielles de Tetraclinis articulata ont été obtenues par 1’hydro-
distillation des parties aériennes (feuilles et fleurs) broyées. Elles sont d’aspect liquide et de
couleur jaune pale. Les rendements sont calculés par rapport a la matiére végétale séche et
reportés dans le tableau (3).

Les teneurs en huile essentielle sont tres variables, variant entre 0,03 a 0,86%. Ces
variations concernent également la méme station comme par exemple la station de Ghazaouet
ou les rendements varient entre 0,04 et 0,75% (Tableau 3). Par contre, nous n’avons constaté
aucune correlation directe entre le rendement en huile essentielle et I'altitude. En effet, les
valeurs moyennes des rendements semblables (environ 0,30%) ont été calculées pour
Ghazaouet (42 m), Souk Tlata (497 m) et Ain Kebira (779 m). Les rendements les plus
importants ont été obtenus pour Honaine (165 m, 0,42%) et Beni Khellad (408 m, 0,51%). En
revanche, deux stations situées a la méme altitude (Sabra, 495 m et Souk Tlata, 497 m)
fournissent des valeurs de rendements tres différents (0,13% et 0,31%, respectivement). Par
contre, les rendements les plus faibles ont été obtenus pour Ouled Mimoun (768 m, 0,17%) et
Sebdou (1210 m, 0,20 %).

Compte tenu de ces résultats, nous pouvons conclure que les échantillons prélevés a
une altitude située entre 40 a 400 m produisent une quantité plus importante d'huile
(rendements varient entre 0,30 et 0,51%) que ceux prélevés a une altitude plus élevée de 500
et 1200 m (rendements variant entre 0,13 et 0,31%).

Les teneurs en huile essentielle des feuilles fraiches et séches de Tetraclinis articulata
provenant de différentes stations du Maroc varient de 0,06 & 0,81% et sont donc, tres proches
de nos valeurs (Barrero et al., 2005 ; Bourkhiss et al., 2007b ; 2007c ; Bourkhiss et al.,
2009a ; 2009b ; Achak et al., 2009). De méme, la teneur en huile essentielle obtenue par
deux méthodes d’extraction différentes (HD et SFE) des feuilles de la méme espéce récoltée
dans deux régions différentes en Tunisie varie de 0,06 a 0,11% pour HD et de 0,16 a 0,25%
pour SFE (Ben Jemia et al., 2012 ; Herzi et al., 2013). Nous avons constaté également que

les teneurs en huiles essentielles des feuilles de Tetraclinis articulata provenant de différentes
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régions d’Algérie (0,22 a 0,78%) (Benali Toumi et al., 2011 ; Chikhoune et al., 2013 ;
Djouahri et al., 2013a ; Djouahri et al., 2015) sont également trés proches des valeurs que
nous avons obtenues.

Il est & noter également que les rendements en huiles essentielles des feuilles de
Tetraclinis articulata récoltés dans la région de Ghazaouet (0,04-0,75% ; Moy : 0,30%),
confirment les résultats obtenus par Abi-Ayad et al. en 2013. Ces auteurs rapportent une
teneur en huile essentielle des feuilles de Tetraclinis articulata récoltés dans la méme région
de I’ordre de 0,33%. Par contre, la teneur en huile essentielle de la méme espece récoltée dans
la région d’Ouled Mimoun, rapportée par Benali Toumi et al. en 2011, est plus importante

que celles que nous avons observées (0,78% contre une moyenne de 1’ordre de 0,17%).
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Tableau 3 : Rendements (en %) en huiles essentielles de 50 échantillons des parties aériennes (feuilles et fleurs) de
Tetraclinis articulata des différentes stations

Echantillon Rendement Echantillon Rendement Echantillon Rendement Echantillon Rendement
H1 0,42 S1 0,13 OM 1 0,10 BK 1 0,46

H2 0,46 S2 0,13 OM 2 0,28 BK 2 0,60

H3 0,26 S3 0,10 OM 3 0,11 BK 3 0,86

H4 0,52 S4 0,30 OM 4 0,35 BK 4 0,20

/ / S5 0,34 OM5 0,10 BK 5 0,42

/ / / / OM 6 0,10 BK 6 0,50

Moy £ ET 0,42 +0,11 Moy + ET 0,20+0,11 Moy + ET 0,17+0,11 Moy = ET 0,51+ 0,22
Altitude 165 m Altitude 1210 m Altitude 768 m Altitude 408 m
Echantillon Rendement Echantillon Rendement Echantillon Rendement Echantillon Rendement
ST1 0,64 G1 0,23 AK 1 0,45 Sab 1 0,04

ST?2 0,20 G2 0,32 AK 2 0,35 Sab 2 0,07

ST 3 0,54 G3 0,50 AK 3 0,40 Sab 3 0,08

ST4 0,20 G4 0,20 AK 4 0,30 Sab 4 0,30

ST5 0,20 G5 0,06 AK 5 0,21 Sab 5 0,24

ST6 0,10 G6 0,04 AK 6 0,30 Sab 6 0,12

/ / G7 0,75 AK7 0,15 Sab 7 0,03

/ / / / / / / /

Moy = ET 0,31+ 0,22 Moy + ET 0,30 + 0,25 Moy + ET 0,31+ 0,10 Moy = ET 0,13+0,10
Altitude 497 m Altitude 42 m Altitude 779 m Altitude 495 m

H : Honaine, S : Sebdou, OM : Ouled Mimoun, BK : Beni Khalled, ST : Souk Tlata, G : Ghazaouet, AK : Ain Kebira, Sab : Sabra, Moy : Moyenne, ET : Ecart-Type
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1.1.2. Etude de la composition et de la variabilité chimique de I’huile essentielle des
parties aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata

Afin de déterminer la composition chimique des huiles essentielles des parties
aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata, nous avons analysé le profil
chromatographique de 50 échantillons provenant d’arbres adultes situés dans huit stations de
la région de Tlemcen (nord-ouest d’Algérie).

Dans une premiére partie, nous présentons 1’analyse détaillée d'un échantillon d'huile
essentielle qui a été effectuée par une combinaison des techniques chromatographiques et
spectroscopiques.

Dans une seconde partie, nous décrivons la caractérisation chimique des huiles
essentielles de 50 échantillons qui a été soumise a une analyse statistique afin de mettre en
évidence une éventuelle variabilité chimique.

Enfin, dans la derniére partie, nous avons étudié I’évolution de la composition
chimique des échantillons provenant d’un seul pied de Tetraclinis articulata au cours d’une
année.
1.1.2.1. Analyse détaillée d’un échantillon d'huile essentielle des parties aériennes
(feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata

Nous avons procédé a une analyse de 1’échantillon Sab 45 en appliquant
conjointement une technique chromatographique sur deux colonnes de polarité différente
(CPG-Ir) et deux techniques spectroscopiques (RMN 13C et CPG-SM). La caractérisation de
cette huile essentielle a été réalisée par RMN °C 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 bibliothéque de spectre
grace a un logiciel d’aide a I’identification. L’interrogation de la bibliotheque « Terpenes » du
laboratoire, nous a permis d’identifier 17 composés qui représentent un pourcentage de 1’ordre
de 93,5%. Les constituants identifiécs par RMN 3C, 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.

L’analyse de six autres échantillons par RMN 3C, nous a permis de confirmer cing
composés supplémentaires, a savoir : p-cymeéne, a-copaéne, y-muuroléne, 6-cadinene et épi-
cubénol.

Par ailleurs, I’application de la CPG-SM, pour I’analyse de 1’échantillon Sab 45, nous
a permis d’identifier également 13 autres composés minoritaires de teneurs tres faibles qui ne

peuvent pas étre identifiés par RMN 3C. Une fois identifiés, ces composés sont aisément
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repérés sur les chromatogrammes par leurs indices de rétention sur colonnes polaire et
apolaire, ce qui permet leur quantification. Dix de ces composés sont des monoterpenes dont
7 hydrocarbonés et 3 oxygéneés. Les trois autres composés identifiés sont des sesquiterpénes
dont un hydrocarboné.

En conclusion, nous avons identifié, au total, 35 composés dans les huiles essentielles
de Tetraclinis articulata représentant 97,5% de la composition chimique globale dont 85,7%
sont des monoterpénes et 11,8% sont des sesquiterpénes (Tableau 4).

Cette huile essentielle est trés riche en monoterpénes et 1’a-pinene (23,6%), l'acétate
de bornyle (20,7%) et le camphre (17,3%) sont les composés nettement majoritaires. Le
limonéne (9,5%), le myrcéne (3,8%) et le camphéne (1,1%) sont présents en quantité
appréciable. Par ailleurs, les autres monoterpénes oxygénés présents en teneurs appréciables
sont : le bornéol (2,7%), I’acétate d’a-terpinyle (1,5%) et I’hydrate de camphene (0,9%). La
famille des sesquiterpeniques oléfiniques est dominée par : le (E)-B-caryophyllene (4,7%),
I’a-humuléne (1,3%) et le germacréne D (1,1%). L’oxyde de caryophylléne est de loin le

sesquiterpéne oxygéné le plus important en quantité avec une teneur de I’ordre de (2,3%).
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Tableau 4 : Composition chimique d'un échantillon d’huile essentielle des parties
aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata

COMPOSES* IR? IRP (%) Mode d’identification
Tricycléne 922 1015 0,7 IR, SM, RMN 3C
a-Pinéne 932 1015 23,6 IR, SM, RMN C
Campheéne 945 1065 1,1 IR, SM, RMN C
Sabinene 966 1123 0,4 IR,SM

B-Pinéne 972 1112 0,7 IR, SM, RMN 3C
Myrcéne 982 1161 3,8 IR, SM, RMN C
5-3-Caréne 1006 1149 Tr IR, SM
a-Terpinéne 1010 1181 0,2 IR, SM
p-Cyméne 1013 1271 0,2 IR, SM, RMN %3C
Limonéne 1023 1202 9,5 IR, SM, RMN %3C
(E)-B-Ocimene 1037 1250 Tr IR, SM
y-Terpinéne 1049 1245 0,4 IR, SM
p-Cymenene 1074 1436 0,1 IR, SM
Terpinolene 1080 1283 0,4 IR, SM
a-Campholénal 1105 1488 0,3 IR, SM

Camphre 1123 1514 17,3 IR, SM, RMN %3C
Trans-verbenol 1124 1680 0,1 IR, SM

Hydrate de camphéne 1133 1591 0,9 IR, SM, RMN %3C
Bornéol 1150 1694 2,7 IR, SM, RMN 3C
Terpinéol-4 1162 1597 0,8 IR, SM, RMN %3C
a-Terpinéol 1173 1691 0,3 IR, SM

Acétate de bornyle 1271 1579 20,7 IR, SM, RMN *3C
Acétate d’o-terpinyle 1333 1691 1,5 IR, SM, RMN 3C
a-Copaene 1377 1491 0,3 IR, SM, RMN %3C
(E)-B-Caryophylléne 1419 1595 4,7 IR, SM, RMN 3C
a-Humuléne 1451 1665 1,3 IR, SM, RMN %3C
y-Muurolene 1471 1684 0,1 IR, SM, RMN *3C
Germacréne D 1477 1704 1,1 IR, SM, RMN %3C
a-Muuroléne 1494 1723 Tr IR, SM
y-Cadinéne 1507 1753 0,8 IR, SM, RMN %3C
d-Cadinéne 1515 1755 0,2 IR, SM, RMN C
Oxyde de caryophylléne 1571 1976 2,3 IR, SM, RMN *3C
Oxyde d’humuléne 1595 2032 0,5 IR, SM
épi-Cubénol 1616 2057 0,4 IR, SM, RMN %3C
1-Cadinol 1626 2162 0,1 IR, SM
Monoterpenes hydrocarbones 41,1

Monoterpénes oxygéneés 44,6

Sesquiterpenes hydrocarbonés 8,5

Sesquiterpénes oxygénés 3,3

Total (%) 97,5

* L’ordre d’élution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP1). IR et IRP :
Indices de rétention mesurés respectivement sur colonne apolaire (BP1) et sur colonne polaire (BP20).
Tr : Trace, *C NMR (en italique) : Composés identifiés dans un des six autres échantillons identifiés
par RMN.
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L’huile essentielle des parties aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata est
caractérisée par la présence majoritaire de 1’a-pinéne, de I’acétate de bornyle et du camphre.

Comme indiqué dans la littérature, ces trois composés sont les constituants les plus
abondants dans I’huile essentielle de thuya collecté dans différentes régions au Maroc :
(Bourkhiss et al., 2007b ; 2007c ; Barrero et al., 2005 ; Bourkhiss et al., 2009a ; 2009b ;
Achak et al., 2009) et en Tunisie (Ben Jemia et al., 2012) a I’exception d’un échantillon de
provenance de Marrakech qui contient I’acétate de bornyle (26,8%) et le camphre (26,8%)
comme composés majoritaires, suivis par I’a-pinéne (7,2%) et le bornéol (6,4%) (EI Jemli et
al., 2016). Par contre, une autre étude réalisée en Tunisie rapporte une teneur élevée en a-
pinéne (24,9%) suivi de l'acétate de linalyle (21,4%), avec 1’absence totale du camphre et de
’acétate de bornyle (Herzi et al., 2013). 1l est & noter que I'acétate de linalyle est totalement
absent dans notre échantillon. Par ailleurs, au Canada, un échantillon d’huile essentielle des
feuilles contient une quantité importante en 3-caréne (18,3%) et en B-myrcéne (11,7%), aprés
I’a-pinéne (32,7%). Par contre, I’acétate de bornyle est présent en faible teneur (5,9%) (Kilig,
2014).

Les huiles essentielles de thuya originaire d’Algérie contiennent de 1’acétate de
bornyle, de I’a-pinéne et du camphre comme composés majoritaires (Chikhoune et al.,
2013 ; Djouahri et al., 2013a ; Djouahri et al., 2015) et plus rarement du bornéol en quantité
appréciable (Benali Toumi et al., 2011). Par contre, un échantillon prélevé de Messer (Sidi
Bel Abbes) renferme le camphre (19,6%) et ’acétate de bornyle (18,7%) comme composés
majoritaires, du bornéol en teneur non négligeable (6,3%) et une faible teneur en a-pinene
(3,2%) (Larabi et al., 2015). En revanche, I’huile essentielle des feuilles de Tetraclinis
articulata récoltées dans la région de Ghazaouet (Tlemcen) est caractérisée par la présence
trés majoritaire d'acétate de bornyle (52,1%), une trés faible quantité de camphre (2,1%) et
I'absence totale de I’a-pinene. Le camphre (31,6%) et l'acétate de bornyle (17,1%) sont les
principaux composants d'un échantillon d'huile essentielle des feuilles de Tetraclinis
articulata récoltees dans la région d'Ouled Mimoun (Tlemcen), suivi du bornéol (14,3%). Par
contre, la composition chimique de notre échantillon differe de celle de I'huile essentielle des
feuilles de Tetraclinis articulata récoltées dans la région d’Oujlida (Tlemcen), dominée par
I’a-pinéne (32,0%) suivi du cedrol (11,0%) et du 8-3-caréne (9,5%), alors que la teneur en
acetate de bornyle (0,7%) est trés faible et le camphre est totalement absent (Bouayad Alam
etal., 2014).
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1.1.2.2. Variabilité chimique de I’huile essentielle des parties aériennes (feuilles et fleurs)

de Tetraclinis articulata

La relation particuliére existant entre la composition chimique d’une part et les
caracteres botaniques d’autre part, a donné naissance a une discipline et a une classification
trés utile « la chimiotaxonomie » (Wichtl et Anton, 1999).

Dans le but de mettre en évidence une éventuelle variabilité chimique de 1’huile
essentielle de Tetraclinis articulata, nous avons analysé 50 échantillons d’huile essentielle
préparées a partir des parties aériennes (feuilles et fleurs) prélevées dans huit stations
différentes dans la région de Tlemcen, situées entre 42 m et 1210 m d'altitude ; Zone littorale :
[Honaine (échantillons H1-H4), Beni Khellad (échantillons BK17-BK22), Souk Tlata
(échantillons ST23-ST28), Ghazaouet (échantillons G29-G35)] ; Zone montagneuse [Sebdou
(échantillons S5-S10), Ouled Mimoun (échantillons OM11-OM16), Ain Kebira (échantillons
AK36-AK42) et Sabra (échantillons Sab43-Sab50)].

Chacun des 50 échantillons a été soumis a I'analyse de la CPG (FID) et des indices de
rétention (IR) de différents composants ont été mesurés sur deux colonnes de polarité
différente. Parmi eux, 7 échantillons, choisis sur la base de leur profil chromatographique, ont
été également analysés par RMN *3C dont un également par CPG-SM (étude détaillée). Au
total, 35 composants ont été identifiés et sont les mémes que ceux identifiés lors de 1’étude
présentée dans le paragraphe précédent, représentant de 94,8 & 99,1% de la composition totale
(Annexe 1). Les résultats de la composition chimique des 50 échantillons ont été soumis a
I'analyse statistique : une analyse en composantes principales (ACP) associée a une
classification hiérarchique ascendante (CHA ou dendrogramme) et a une partition (K-means).

Ces huiles essentielles sont riches en monoterpénes représentant (57,1-95,4%) de la
composition chimique totale. Les échantillons sont qualitativement homogenes. Ces
monoterpénes sont caractérisés par la prédominance de 1’a-pinene (9,2-56,5%) du camphre
(0,5-40,3%) et de I’acétate de bornyle (1,2-45,1%) (Tableau 5). D'autres monoterpénes sont
présents en proportion appreciable : le myrcéne (jusqu'a 9,7%), le limonene (jusqu'a 12,5%) et
le bornéol (jusqu'a 12,9%). Certains échantillons d’huiles essentielles montrent
ponctuellement des teneurs importantes pour les sesquiterpénes comme le (E)-B-

caryophyllene (jusqu'a 13,3%) et le germacréne D (jusqu'a 14,2%) (Tableau 5).
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Tableau 5 : Composes majoritaires identifiés dans les 50 échantillons d’huile essentielle
des parties aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata

Composés identifiés Ir2 IrP Moyenne £ Minimum (%) | Maximum (%)
Ecart type
a-Pinéne 932 1015 29,3+ 10,1 9,2 56,5
Myrcéne 982 1161 41+£20 1,6 9,7
Limoneéne 1023 1202 7,4+224 3,6 12,5
Camphre 1123 1514 12,8 + 10,3 0,5 40,3
Bornéol 1150 1694 30+£29 0,2 12,9
Acétate de bornyle 1268 1575 199+99 1,2 45,1
(E)-B-Caryophylléne 1419 1595 3,729 0,0 13,3
Germacréne D 1477 1704 25+32 0,0 14,2

L’ordre d’élution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP1). Ir2 et Ir? : Indices de rétention
mesurés respectivement sur colonne apolaire (BP1) et sur colonne polaire (BP20).

En confrontant nos résultats avec les données décrites dans la littérature (Tableau 6),
nous constatons que la composition chimique de nos échantillons se rapproche de celles citées
dans la plupart des travaux antérieurs. En revanche, Chikhoune et al. et Abi-Ayad et al. en
2013, ont montré une forte teneur en acétate de bornyle (40,2-59,2% et 52,1% ;
respectivement). De méme, les pourcentages en bornéol dans nos échantillons sont proches de
ceux observés dans deux échantillons récoltés au Maroc (Barrero et al., 2005 ; EI Jemli et
al., 2016), dans les échantillons prélevés en Tunisie (Sliti et al., 2016) et dans deux autres
échantillons récoltés en Algérie (Benali Toumi et al., 2011). Il est a noter que ce composé est
totalement absent dans le reste des travaux. Par contre, 1’étude réalisée par Herzi et al. en
2013 est la seule qui a montré la présence d’acétate de linalyle comme composé majoritaire
avec un teneur variant entre 1,7 et 21,4%, aprés I’a-pinéne (24,9-31,3%). De méme, la
composition chimique de nos échantillons différe également de celle de I’huile essentielle du
Canada qui est caractérisé par la prédominance de 1’a-pinéne (32,7%), suivi du 3-caréne
(18,3%), du B-mycene (11,7%) et de 1’acétate de bornyle (5,9%) (Kili¢, 2014). Enfin, la
composition chimique de I’huile essentielle Tetraclinis articulata récolté dans la région de
Tlemcen et rapporté par Bouayad Alam et al. en 2014, différe totalement de nos échantillons.
Elle est caractérisée par la présence du cédrol (11,0%) et de o-3-carene (9,6%) parmi les

composés majoritaires.

82



Résultats et discussion

Tableau 6 : Composes majoritaires dans I’huile essentielle des feuilles de Tetraclinis articulata des différentes régions selon la littérature

Mposés a-Pinene Acétate de Camphre Bornéol Limonene (E)-B Germacréne D | Acétate de | Cédrol 6-3-Carene | 3-Caréne |B -Myrcéne
Publications bornyle Caryophylléne linalyle
Bourkhiss et al., 2007b
Maroc 23,5% 30,7% 17,3% 4,6% 59% | @ - Tr | e e Tr
Bourkhiss et al., 2009a
Maroc 16,8% 30,6% 18,6% 4,7% 57% | - 03% | - | - 2,0%
Bourkhiss et al., 2007¢c
Maroc = | - 25,4% 31,6% ------------------------------------------
Achak et al., 2009 41,0% / 20,6% / 4,9% / 2,1%/
Maroc 23,0% 36,4% 6,9%/9,1% | 3,6%/4,1 9,7% | - 01%/0,1% |  -----—- | - Tr/Tr | - 2,2%
Barrero et al., 2005
Maroc 1,3% 16,5% 19,1% 9,6% 05% | - | e | e | e 0,4%
El Jemli et al., 2016
Maroc 7,2% 26,8% 22,4% 6,8% 38% | - | e | e | s
Ben Jemia et al., 2012
Tunisie 24,5% 31,4% 20,3% 1,5% 3,1% 1,0% 02% | - | e 01% | -—--—-- 0,4%
Herzi et al., 2013
HD, SFE (90 bar) 249 | e | e s 0,2%/ 25%/42% |  ------- 21,4%/ | - | e 3,4% / 0,5/0,2%
Tunisie /31,3% 0,2% 18,2% 3,4%
Sliti et al., 2016 19,0-
Tunisie 26,3-36,6% 25,4% 5,5-15,3% 3,0-6,8% 5,3-8,9% 0,2-51% | - | e | e 3,9-6,6%
Kili¢, 2014
Canada 32,7% 5,9% 1,0% 0,8% 5,6% 03% | - | e 04% |  --—--—--- 18,3 % 11,7%
Chikhoune et al., 2013
(Hammam Melouane/ 249% / 40,2% / 2,3% / 4,8% 0,4% / 9,6%/59% | 6,6%/23% | 05%/02% |  -----—-- | ---—-- Tr/Tr | - 6,7% /
Tipaza) Algérie 19,8% 59,2% 0,6% 1,3%
Djouahri et al., 2013a
HD, MAHD 23,6% / 24.4% / 18,3% / 4,0% / 7,0% / 4,3% 0,1-0,6% | - | e | e 5,5%
Djouahri et al., 2015
(quatre régions) 16,3'25,3% 21075660% 1712-2114% 017-115% 517-713% 013-016% --------------------- Tr-017%

Algérie
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Larabi et al., 2015

(Sidi Bel Abbgs) 3,2% 18,7% 19,6% 6,3% 2,8% 7,1% 76% | | e 1,6%
Algérie
Benali Toumi et al.,
2011 (Sidi Bel 3, 7%/ 25,8%/ 26,7%/ 129%/ | - | e | e e | e
Tiaret) Algérie 11,3% 24,6% 23,4% 6,6%
Abi-Ayad et al., 2013
(Tlemcen) | - 52,1% 2,1% 2,1% 0,6% 7,5% 56% | - 4,5% 0,1%
Algérie
Bouayad Alam et al.,
2014 (Tlemcen) 32,0% 0,7% 03% | - 4,3% 4,0% 1,3% | e 11,0% | - 9,6% 3,3%
Algérie
Boussaid et al., 2015
(Tlemcen) 9,2-56,5% 1,2-45,1% 0,5-40,3% 0,2-12,9% 3,6-12,5% 0,0-13,3% 0,0-142% | - | - 0,0-10% | -----—-- 1,6-9,7%
Algérie
Tr: Trace
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Ayant observé des variations importantes des teneurs des trois composés majoritaires
(o-pinéne, camphre et acétate de bornyle) au sein de 1’échantillonnage, nous avons soumis les
résultats a une analyse statistique dans le but de mettre en évidence une éventuelle variabilité
chimique des parties aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata. Ainsi, les
compositions des 50 échantillons d’huile essentielle ont été soumis a trois tests statistiques :
une analyse en composantes principales (ACP) (Figure 16), une partition utilisant la méthode

du K-means et une classification hiérarchique ascendante (CHA, dendrogramme : Figure 17).
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Figure 16 : Analyse en composantes principales de 50 échantillons des huiles essentielles
des parties aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata

Bien que les compositions de ces échantillons soient largement dominées par 1’a-
pinene (9,2-56,5%), le camphre (0,5-40,3%) et 1’acétate de bornyle (1,2-45,1%), la
combinaison des résultats de la classification ascendante hiérarchique et de 1’analyse en
composantes principales pour laquelle le plan defini par les deux premiers axes, decrit 89,5%
du total de la variance des populations, permet de définir deux principaux groupes d’huile
essentielle de thuya (Tableau 7). En parallele, le groupe Il a été divisé en deux sous-groupes
1A et IIB (Tableau 7).

- Les échantillons du groupe | (9 des 50 échantillons : H3, S1, ST3, G5, G6, AK4, AKY7,
Sab4 Sab7) sont caractérisés par la prédominance du camphre (M = 30,9% ; ET = 4,2), suivi
par ’a-pinéne (M = 19,1% ; ET = 7,6) et I’acétate de bornyle (M = 11,4% ; ET = 9,6). Les
échantillons de ce groupe contiennent également deux autres monoterpénes : le limonéene (M

=7,3% ; ET = 2,6) et le bornéol (M =6,2% ; ET = 4,1) a des teneurs appréciables. Plusieurs
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sesquiterpenes hydrocarbonés, comme (E)-B-caryophyllene (M = 1,2% ; ET = 0,6) et
germacréne D (M =0,4% ; ET = 0,4) sont également présents en faibles teneurs.

-Le groupe Il est subdivisé en deux sous-groupes :

e Le sous-groupe IlA (8 des 50 échantillons : H4, OM3, OM6, BK4, ST4, ST5, G1,
Sab?2) est caractérisé par une teneur tres élevée en a-pinene (M = 45,4% ; ET = 5,6), suivi par
I’acétate de bornyle (M = 10,5% ; ET = 4,6). Nous notons en occurrence la présence du
germacrene D (M = 5,1% ; ET = 4,7). Ce sous-groupe contient également des proportions
comparables de limonéne (M = 6,8% ; ET = 2,7), de camphre (M = 4,0% ; ET = 3,8), de
myrcene (M = 3,9% ; ET = 2,4) et de(E)-p-caryophylléne (M = 6,3% ; ET = 2,3). En
revanche, de faibles quantités en bornéol (M =1,1% ; ET = 1,2) ont été détecteées.

e e sous-groupe 1B, le plus important (33 des 50 échantillons : H(1-5), S(2-6),O0M(1-
2-4-5), BK(1-2-3-5-6), ST(1-2-6), G(2-3-4-7), AK(1-2-3-5-6), Sab(1-3-5-6-8)), rassemble les
compositions caractérisées par des teneurs comparables en a-pinene (M = 28,2% ; ET = 6,4),
et en acétate de bornyle (M = 24,5% ; ET = 7,7). Le camphre (M = 10,0% ; ET = 6,0) et le
limonéne (M = 7,6% ; ET = 2,1) sont également présents en quantités appréciables. Les
échantillons de ce sous-groupe contiennent d’autres composés importants, a savoir: le
myrcene, le bornéol, le (E)-B-caryophyllene et le germacréne D.

Ainsi, I’huile essentielle des parties aériennes (feuilles et fleurs) de T. articulata
poussant spontanément dans la région de Tlemcen présente une variabilité chimique avec trois
types de compositions. Les deux tiers des échantillons sont dominées par le couple o-
pinene/acétate de bornyle. Le camphre et le limonene sont également présents en quantités
appréciables. Le reste des échantillons sont dominés par 1I’a-pinéne ou le camphre. La
variabilité chimique de T. articulata semble donc étre indépendante des conditions
pédoclimatiques. Par ailleurs, ce travail est la premicre étude réalisée sur I’huile essentielle
des parties aériennes (feuilles et fleurs) de T. articulata avec un échantillonnage important (50
échantillons) dans une région bien définie.

La comparaison de nos résultats avec les données de la littérature révéle que la
composition chimique des échantillons du groupe | semble originale, puisque aucun travail ne
rapporte une teneur élevée en camphre suivi par 1I’a-pinene. 1l en est de méme pour le sous-
groupe B.

Par contre, la composition des échantillons du sous-groupe IIA est peu courante

puisqu’elle est proche uniquement de celle rapportée par Achak et al. en 2013. Néanmoins,
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ces auteurs avancent une absence totale des composés présents en quantité appréciables cités

dans ce sous-groupe.
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Figure 17 : Dendrogramme obtenu a partir de I’analyse de Cluster de 50 échantillons

des huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata

Tableau 7 : Composés majoritaires identifiés dans les 50 échantillons des huiles
essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata

Constituants Groupe | Groupe Il (41 échantillons)

(9 échantillons) Sous-groupe I1A Sous-groupe 1B

(8 échantillons) (33 échantillons)
Moy | ET | Min | Max | Moy | ET | Min | Max |[Moy | ET | Min | Max
a-Pinéne 191 76 | 9,2 | 293 | 454 | 56 |40,0|565|282| 6,4 | 16,0 | 41,6
Myrcene 34 | 15|18 | 60 | 39 | 24|22 |97 | 43 | 20 1,6 8,7
Limonéne 73 | 26 | 36 | 11,768 | 2,7 | 42 |121| 76 | 21 45 | 125
Camphre 309 | 42 | 260403 | 40 | 38 | 05 |12,7|10,0| 6,0 16 | 22,6
Bornéol 6,2 | 41|09 [129 (11|12 02|39 | 25| 20 0,5 7,0
poctate de 114 | 96 | 1.2 | 236 | 105 | 46 | 53 | 185 | 245| 7.7 | 65 | 451

ornyle
E-p- 12 | 06 | 06 | 24 | 63|23 | 25/|96|38|29| 00 |133
Caryophyllene

Germacréne D 04 | 04 | 00 1,3 | 51 | 47 |02 |142 | 24 | 2,7 0,1 | 12,2

Moy : Moyenne, ET

: Ecart type, Min : Valeur minimale, Max : Valeur maximale.
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1.1.3. Etude de la composition chimique des huiles essentielles des feuilles d’un pied de
Tetraclinis articulata au cours d’une année

Dans cette partie, nous avons déterminé la composition chimique des huiles
essentielles des feuilles récoltées a partir d’un méme pied dans la station d’Ain Kebira
(AK37), region de Tlemcen au cours d’une année. Nous avons effectué un seul prélévement
chaque mois. Ainsi, nous avons réalisé douze échantillons a partir du mois de mars 2014
(pleine floraison) jusqu’au mois du février 2015.
1.1.3.1. Rendement d’extraction

Les huiles essentielles de Tetraclinis articulata ont été obtenues par 1’hydro-
distillation de feuilles broyées. Elles sont d’aspect liquide et de couleur jaune péale. Les
rendements sont calculés par rapport a la matiére végétale seche et représentés dans le tableau
(8).

Tableau 8 : Rendements (en %) en huile essentielle des feuilles de Tetraclinis articulata
au cours d’une année (AK37)

Echantillon par mois Rendements (en %) | Echantillon par mois Rendements (en %o)
AK37 Mars (pleine floraison) 0,35 Septembre 0,42
AK37 Avril 0,16 Octobre 0,34
AK37 Mai 0,21 Novembre 0,47
AK37 Juin 0,57 Décembre 0,66
AK37 Juillet 0,29 Janvier 0,47
AK37A00t 0,33 Février 0,40

D’aprés les résultats, nous avons constaté que les rendements en huile essentielle
varient d’un mois a un autre (0,16 a 0,66%). Les rendements les plus importants sont observés
pour les mois de juin et de décembre. Nous pouvons noter également gque les rendements
diminuent en pleine et a la fin de la floraison (mars a mai). Ceci confirme les résultats obtenus
par Sliti et al. en 2016 puisqu’ils rapportent les plus faibles rendements au mois d’avril et de
mai avec des pourcentages de I’ordre de 0,11 et 0,10% respectivement. Ces variations peuvent
étre dues a des variations climatiques d’un mois a I’autre.
1.1.3.2. Composition chimique de I’huile essentielle des échantillons d’un méme pied au
cours d’une année

Les douze échantillons d’huile essentielle récoltés a partir d’'un méme pied au cours
d’une année (un prélevement par mois) ont été analysés par CPG(Ir) (Tableau 9). Nous avons
constaté que la composition est qualitativement homogene mais quantitativement différente.

Cette importante variabilité concerne en particulier les composés majoritaires, a savoir : a-
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pinéne (11,4-25,2%), acétate de bornyle (8,6-41,1%) et camphre (2,2-22,5%). En effet, dans
les deux premiers mois mars et avril ou le pied de Tetraclinis articulata est en pleine
floraison, I’acétate de bornyle est le composé majoritaire (34,5% et 41,1%, respectivement).
Ce qui explique la forte teneur de ce composé de I’ordre de 52,1%, dans 1’échantillon récolté
a Ghazaouet (Tlemcen) au mois d’avril (Abi-Ayad et al., 2013). Ce constituant diminue
(8,6%) brutalement a la fin de la fructification (septembre). Par contre, le camphre est élevé a
la fin de la fructification (22,5%) puis diminue brusquement avant floraison, avec des
pourcentages variant entre 2,2 et 4,9% (entre octobre et février). Le bornéol a le méme
comportement que le camphre. Le pourcentage en a-pinene est important du début jusqu’a la
fin de la fructification puis diminue au cours de la floraison. Enfin, nous avons constaté que
les teneurs en sesquiterpénes oléfiniques tels que : a-copaéne, sibéréne, (E)-B-caryophyllene,
a-humuléne, germacrene D et d-cadinéne sont élevées de octobre a février (apres
fructification jusqu’au début de la floraison). En revanche, le tricycléne et le camphene sont
plus importants durant la période de la fructification.

En revanche, Sliti et al. en 2016 ont décrit la composition chimique des huiles
essentielles des feuilles de Tetraclinis articulata récoltées a Karbous (Tunisie) sur quatre
périodes différentes : janvier, avril, mai et novembre. Ils rapportent une faible variabilité
quantitative concernant les composés majoritaires : a-pinéne (32,3-36,6%), acétate de bornyle
(19,0-23,4%) et camphre (5,5-7,9%). D’autres composés sont présents en quantités
appréciables, il s’agit de : limonéne (5,3-8,9%), B-myrcéne (3,9-6,6%), bornéol (3,0-6,8%) et
caryophyllene (0,2-5,1%).

Plus récemment, Djouhri et al. en 2016 ont étudié la composition chimique des huiles
essentielles des feuilles récoltées avant et en pleine floraison, ainsi que pendant la
fructification. Les auteurs avancent que I’a-pinéne (16,4 £ 0,2-31,9 + 0,4%) et le limonene
(3,4 £0,1-9,5 + 0,1%) sont les composés majoritaires en période de pleine floraison, alors que
le camphre (16,1 £ 0,2-26,2 = 0,3%) et ’acétate de bornyle (7,3 + 0,3-15,2 £ 0,2%) sont les
principaux constituants pendant la période de fructification.

Nos résultats sont différents de ceux de la littérature, Ceci est di probablement au
mode de récolte. En effet, le prélevement est collectif et a été réalisé sur trois pieds pour
chaque echantillon (Sliti et al., 2016), alors que nous avons constaté une variabilité intra
station lors de 1’étude de la composition chimique des 50 échantillons récoltés dans huit
stations de la région de Tlemcen (Boussaid et al., 2015).Cette variabilité peut donc conduire &
des biais qui ne peuvent pas exister dans notre étude puisque nous n’avons utilisé que des

pieds individuels et aucun échantillon collectif.
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Tableau 9 : Composés majoritaires des huiles essentielles des feuilles récoltées a partir d’un méme pied
de Tetraclinis articulata au cours d’une année

Composés identifiés AK37 | AK37 | AK37 | AK37 | AK37 | AK37 | AK37 AK37 | AK37 AK37 AK37 | AK37
Ir2 IrP | Mars | Avril | Mai Juin Juillet | Aot | Septembre | Octobre | Novembre | Décembre | Janvier | Février
Tricycléne 919 | 1015 | 14 1,1 1,2 2,5 2,2 2,4 2,5 1,3 1,7 1,8 1,3 0,9
a-Pinéne 932 | 1015 | 16,0 11,4 13,2 23,1 24,6 23,7 23,3 19,3 25,2 23,3 18,3 18,7
Campheéne 942 | 1064 1,7 15 1,4 2,4 2,3 2,4 2,7 15 1,7 1,9 14 1,1
Myrcéne 982 | 1161 | 2,3 1,7 1,2 1,7 1,4 1,7 1,5 2,7 2,8 2,9 2,2 2,6
p-Cymene 1013 | 1270 | 0,4 0,5 1,3 0,5 0,7 0,5 0,6 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Limonene 1023 | 1202 | 6,7 5,8 8,6 6,1 5,9 6,3 6,5 7,7 8,6 8,6 8,1 9,7
Camphre 1123 | 1514 | 16,4 14,8 9,7 11,0 11,5 10,3 22,5 4,9 3,2 4,0 4,7 2,2
Hydrate de camphene 1131|1591 | 1,2 1,2 0,9 0,8 0,8 0,7 0,9 0,4 0,3 0,4 0,4 0,2
Bornéol 1150 | 1694 | 4,1 6,1 6,5 4,7 54 5,0 12,0 2,5 1,8 2,0 2,6 1,8
Terpinéol-4 1160 | 1597 | 1,0 0,9 0,6 0,6 0,5 0,2 0,8 0,5 0,4 0,4 0,4 0,3
Acétate de bornyle 1269 | 1575 | 345 | 411 35,9 26,7 25,0 26,5 8,6 26,7 22,0 23,8 24,6 22,4
Acétate d’o-terpinyle 1330 | 1691 | 1,0 1,2 1,0 0,7 0,7 0,7 0,9 1,1 0,8 0,8 0,9 1,0
a-Copaéne 1373 | 1491 | 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,7 1,0 0,8 0,9 1.2
Sibéréne 1397 | 1545 | 04 0,3 0,3 0,4 0,5 0,5 0,5 1.2 1,6 1.2 1.4 18
(E)-B-Caryophylléne 1419 | 1595 | 1,8 1,2 1,2 1,7 1,0 2,1 0,9 7,4 10,2 8,3 8,7 12,7
a-Humuléne 1447 | 1665 | 0,5 0,3 0,3 0,4 0,3 0,5 0,2 2,0 2,4 2,0 2,2 3,1
Germacrene D 1477 | 1704 | 0,8 0,5 0,4 0,6 Tr 0,8 0,1 4,0 3,5 3,9 4,1 5,7
o-Cadinéne 1511 | 1755 | 0,2 0,1 0,1 0,1 Tr 0,2 0,1 1,0 0,8 0,8 0,9 15
Oxyde de caryophylléne | 1567 | 1974 | 2.2 3,1 4,3 2,3 2,4 2,0 1,4 2,2 1,3 1,4 2,9 15

L’ordre d’¢élution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP1). Ir® et Ir? : Indices de rétention mesurés respectivement sur colonne apolaire
(BP1) et sur colonne polaire (BP20).
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1.2. Etude de la composition et de la variabilité chimique des huiles essentielles des cones
de Tetraclinis articulata
Nous avons récolté 40 échantillons de cones en mois de septembre 2014 dans les
mémes stations que les parties aériennes :
e Zone littorale [Souk Tlata (échantillons ST1-ST5), Honaine (échantillons H16-H20),
Beni Khellad (échantillons BK31-BK35), Ghazaouet (échantillons G36-G40)] ;
e Zone montagneuse [Sabra (échantillons Sab6-Sab10) ; Ain Kebira (échantillons
AK11-AK15) ; Ouled Mimoun (échantillons OM21-OM25) et Sebdou (échantillons
S26-S30)].

1.2.1. Rendements d’extraction

Les huiles essentielles de Tetraclinis articulata ont été obtenues par 1’hydro-
distillation des cénes écrasés, les rendements sont calculés par rapport a la matiere végeétale
seche et représentés dans le tableau (10). Ces huiles essentielles sont liquides et de couleur
jaune pale.

Les rendements en huile essentielle des cnes calculés a partir de la matiére séche,
varient rigoureusement d’un échantillon a l'autre, entre 0,17 et 1,13%. Ces rendements sont
plus importants que ceux obtenus avec les parties aériennes (0,03-0,86%).

Nous avons observé également une grande variation des teneurs en huiles essentielles
au sein d’une méme station, comme par exemple : Souk Tlata (0,19-0,91%), Sebdou (0,26-
1,13%), Ghazaouet (0,53-1,11%) et Sabra (0,23-0,91%) (Tableau 10). Par ailleurs, les
rendements moyens sont presque proches dans cing stations variant entre 0,53% et 0,63%.
Nous avons observé que la teneur moyenne en huiles essentielles la plus élevée est obtenue
dans la station de Ghazaouet (0,78%). Par contre, les stations de Honaine et de Sabra sont
caractérisees par des rendements moyens faibles de 1’ordre de 0,24% et 0,43%,
respectivement.

Par comparaison de nos résultats avec les travaux antérieurs, nous avons constaté que
nos rendements sont nettement supérieurs que celui obtenu par hydrodistillation des cones de
provenance de Tunisie (0,05%) (Tékaya-Karoui et al., 2007). Par contre, la teneur en huile
essentielle des cones de cette méme espéce récoltée dans la région de Msida (Malte) est de
I’ordre de 0,31% (Buhagiar et al., 2000). Ce rendement est proche de nos résultats. Enfin,
Chikhoune et al. en 2013, rapportent des teneurs en huiles essentielles des cones récoltés

dans deux stations de la région d’Alger plus importants de 1’ordre de 0,8 et 1,6%.
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Ainsi, les rendements en huiles essentielles varient suivant diverses conditions, a
savoir : I’environnement, 1’origine géographique et la période de récolte (Svoboda et

Hampson, 1999 ; Smallfield, 2001).

Tableau 10 : Rendements (en %) en huiles essentielles de 40 échantillons de cones
de Tetraclinis articulata des différentes stations

Echantillon Rendement | Echantillon Rendement [Echantillon Rendement  [Echantillon Rendement
ST1 0,47 H1 0,24 BK1 0,53 Gl 0,53
ST?2 0,73 H?2 0,34 BK 2 0,50 G2 1,11
ST3 0,91 H3 0,24 BK 3 0,54 G3 0,70
ST4 0,19 H4 0,17 BK 4 0,75 G4 0,61
STS5 0,42 H5 0,23 BK 5 0,63 G5 0,96
Moy £ ET 0,54+0,28 | Moy + ET 0,24+0,06 | Moy + ET | 0,59+0,10 | Moy £ ET | 0,78+0,24
Altitude (m) 497 Altitude (m) 165 Altitude (m) 408 Altitude (m) 42
Echantillon Rendement | Echantillon Rendement | Echantillon Rendement [Echantillon Rendement
Sab 1 0,91 AK 1 0,60 OM1 0,6 S1 1,13
Sab 2 0,44 AK 2 0,86 OM 2 0,6 S2 1,07
Sab 3 0,27 AK 3 0,64 OM 3 0,64 S3 0,40
Sab 4 0,23 AK 4 0,50 OM 4 0,40 S4 0,26
Sab 5 0,29 AK 5 0,33 OM 5 0,40 S5 0,29
Moy + ET | 0,43+0,28 | Moy+ET | 0,59+0,19 | Moy + ET | 0,53+0,12 | Moy + ET | 0,63+0,43
Altitude (m) 495 Altitude (m) 779 Altitude (m) 768 Altitude (m) 1210

ST: Souk Tlata, H : Honaine, BK : Beni Khalled, G : Ghazaouet, Sab : Sabra, AK : Ain Kebira, OM : Ouled Mimoun, S :
Sebdou, Moy : Moyenne, ET : Ecart-Type.

1.2.2. Etude de la composition et de la variabilité chimique des huiles essentielles des

cbnes de Tetraclinis articulata

Afin de contribuer a la caractérisation de ’huile essentielle des cones de Tetraclinis

articulata poussant en Algérie (région de Tlemcen), nous avons isolés et analysés 40

échantillons provenant de huit stations de la région de Tlemcen (nord-ouest d’Algérie).

% Nous avons procéde, en premier lieu, a une analyse detaillée de six echantillons

choisis en fonction de leur profil chromatographique, en appliquant une CPG(Ir),
RMN *3C et une CPG-SM ;

¢ Ensuite, pour mettre en évidence I’existence d’une éventuelle variabilité chimique, 34

autres échantillons d’huile essentielle ont été préparés et analysés par CPG(Ir). Les

résultats obtenus ont ensuite été soumis a un traitement statistique.
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1.2.2.1. Analyse détaillée de six échantillons d’huile essentielle des cones de Tetraclinis
articulata

Nous avons analysé six échantillons d’huile essentielle des cones de Tetraclinis
articulata de la région de Tlemcen (Sab6, Sab10, AK12, G40, H16, S30), par combinaison de
trois techniques CPG(Ir), RMN 3C et CPG-SM. La caractérisation chimique de ces huiles
essentielles a été réalisée par RMN 3C sans séparation préalable des constituants. Des
spectres des huiles essentielles sont enregistreés et les valeurs des déplacements chimiques sont
comparees a celle des composés de référence présents dans une bibliotheque de spectre grace
a un logiciel d’aide a I’identification. L’interrogation de la bibliothéeque « Terpenes » du
laboratoire, nous a permis d’identifier 25 composés qui représentent un pourcentage de 1’ordre
de 92,4% a 97,1% (Tableau 11). Les constituants identifiés par RMN 3C, sont ensuite
repérés sur le chromatogramme par leurs indices de rétention, sur colonnes polaire et apolaire,
par comparaison avec ceux des produits de référence et peuvent étre ainsi quantifiés. Nous
préciserons que pour chaque composé tous les signaux des carbones attendus sont observeés, a
I’exception de certains signaux des carbones quaternaires de composés minoritaires.

L’application de la CPG-SM, pour I’analyse de cet échantillon, nous a permis
d’identifier 13 autres composes minoritaires (Tableau 11) de teneurs inférieures a 0,5% qui
ne peuvent pas étre identifiés par RMN *3C. Une fois identifiés, ces composés sont aisément
repérés sur les chromatogrammes par leurs indices de rétention sur colonnes polaire et
apolaire, ce qui permet leur quantification.

Au total, 38 composés ont été identifiés, représentant 94,1-99,0% de la composition
totale (Tableau 11).

Les six échantillons sont largement dominés par des monoterpénes et principalement
des monoterpéenes hydrocarbonés suivis par des monoterpenes oxygenés (Tableau 11), avec
de I’a-pinéne comme compose majoritaire (47,1-73,6%), suivi de limonéne (6,9-21,6%) et de
myrcéne (1,7-11,6%). Certains sesquiterpeénes sont présents en quantité appréciables, a
savoir : (E)-p-caryophylléne (0,3-6,3%), y-cadinéne (0,1-3,4%), germacréne D (0,1-3,2%),
oxyde de caryophylléne (tr-2,7%), a-humuléne (0,1-1,7%), sibéréne (0,0-1,7%).

Enfin, nous avons pu identifier par CPG-SM, deux diterpenes : (Z)-biformene (tr-
0,8%) et (E)-biforméne (tr-0,6%) dont I’identification a été confirmée par RMN *3C. Ces
composés sont décrits, a notre connaissance, pour la premiére fois dans I’huile essentielle de

Tetraclinis articulata.

93



Résultats et discussion

Tableau 11 : Composition chimique des six échantillons d’huile essentielle des cones

de Tetraclinis articulata

[ a b c Mode
Composés IRa IRp® Sab6 Sabl0 AK12 G40 H16 S30 $identification
Tricycléne 918 1016 0,2 0,1 0,2 0,2 02 0,2 IR, SM
a-Pinene 929 1016 624 47,1 73,6 550 559 684 IR,SM,RMN C
Campheéne 941 1063 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 04 IR, SM
Sabinéne 962 1121 0,8 0,4 0,7 0,8 0,5 0,5 IR, SM,RMN ¥C
B-Pinéne 968 1110 2,0 1,6 1,8 13 1,9 1,7 IR, SM, RMN C
Myrcéne 978 1159 11,6 6,1 4.8 2,1 4,2 1,7 IR,SM, RMN BC
5-3-Caréne 1003 1147 0,1 0,5 0,4 0,4 0,3 02 IR, SM
a-Terpinene 1007 1179 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 Tr IR, SM
p-Cymene 1009 1269 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 IR, SM
Limonéne* 1019 1200 9,2 6,9 8,7 216 115 75 IR,SM, RMN ¥C
B-Phellandréne* 1019 1209 0,6 0,4 0,3 0,2 0,4 0,2 IR, SM, RMN ¥C
y-Terpinéne 1046 1243 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 IR, SM
Terpinolene 1076 1280 0,9 0,5 0,5 0,5 0,5 04 IR,SM, RMN %C
a-Campholénal 1102 1488 Tr 0,4 0,5 1,1 0,8 24 IR,SM, RMN C
Camphre 1118 1514 0,3 0,1 0,2 0,5 0,2 01 IR, SM
trans-Pinocarvéol 1121 1651 0,1 0,2 0,2 0,7 0,5 1,2 IR,SM, RMN C
trans-Verbénol 1125 1674 0,1 0,1 0,3 1,0 0,1 0,5 IR, SM, RMN 3C
Bornéol 1146 1696 0,2 0,1 Tr Tr 0,1 Tr IR, SM
Terpinén-4-ol 1158 1598 0,2 0,2 0,2 0,6 0,5 0,3 IR,SM, RMN %C
a-Terpinéol 1169 169% 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 IR, SM
Perrilaldehyde 1242 1784 0,1 0,2 Tr 0,1 1,0 0,1 IR,SM,RMN BC
Acétate de bornyle 1266 1576 1,1 2,4 0,8 1,1 2,5 2,0 IR,SM, RMN C
Acétate d’a-terpinyle 1329 1692 14 2,1 0,8 2,0 3,0 2,3 IR,SM, RMN C
a-Copaéne 1372 1486 0,2 11 0,5 0,1 0,2 - IR, SM, RMN C
B-Eleméne 1384 1585 0,1 0,2 - - 0,2 - IR, SM
Sibéréne 1396 1545 0,2 1,7 0,8 0,1 0,3 - IR, SM
(E)-B-Caryophylléne 1413 1591 13 63 03 26 40 11 IR SM,RMN3C
a-Humuléne 1446 1663 04 1,7 0,1 0,7 11 05 IR,SM,RMN BC
y-Muurolene 1466 1681 0,1 0,2 Tr - Tr - IR, SM
Germacrene D 1472 1702 3,2 6,1 0,7 0,1 0,4 04 IR,SM, RMN C
y-Cadinene 1502 1752 11 3,4 0,5 0,1 0,2 0,1 IR,SM,RMN BC
5-Cadinéne 1510 1750 0,2 0,8 0,2 Tr 0,1 0,1 IR,SM,RMN BC
a-Cadinéne 1526 1781 Tr 0,2 Tr - - - IR, SM
Oxyde de caryophylléne 1565 1974  Tr 1,8 Tr 1,6 2,7 0,6 IR,SM,RMN C
epi-Cubénol 1611 2056 0,1 1,0 0,3 0,1 0,3 - IR, SM, RMN 3C
t-Cadinol 1621 2162 0,1 0,6 0,1 - Tr - IR, SM, RMN *3C
(2)-Biforméne 1971 2312 Tr 0,8 Tr 0,1 0,2 0,2 IR,SM, RMN *C
(E)-Biformeéne 1997 2357 Tr 0,6 0,1 0,1 0,2 0,2 IR, SM, RMN C
Total (%) 99,0 965 98,3 957 950 941

3 L’ordre d’élution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire a ’exception des composés dont
les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentage sur colonne polaire) ; ® IRa: indices de rétention sur colonne
apolaire (BP-1) ; @ IRp : indices de rétention sur colonne polaire (BP-20) ; Tr : Trace ; RMN 3C : Composés
identifiés par RMN au moins dans un des échantillons.
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1.2.2.2. Variabilité chimique des huiles essentielles des cones de Tetraclinis articulata

Dans le but de mettre en évidence une homogénéité ou une éventuelle variabilité de la
composition chimique de 1’huile essentielle de cones de Tetraclinis articulata, nous avons
étudié 34 autres echantillons. Le prélevement a été réalisé dans huit stations de la région de
Tlemcen, cités précédemment. L’ensemble des échantillons ont été analysés par CPG (Ir) sur

deux colonnes de polarité différente.

Au total, nous identifions 38 composés, les mémes que ceux déja identifiés lors de
I’étude présentée dans le paragraphe précédent, représentant de 91,4-99,0% de la composition
chimique globale.

Ces huiles essentielles sont globalement dominées par les monoterpenes, suivi de
sesquiterpénes. Toutefois, nous avons observé une variation quantitative au niveau des
composés monoterpéniques oléfiniques majoritaires, a savoir : 1’a-pinéne (47,1-73,6%) et le
limonene (6,5-21,9%) (Tableau 12). Le myrcéne précédemment décrit dans les six
échantillons dont son pourcentage avoisine 11,6% est également présent en quantité
appréciable. De méme, deux sesquiterpenes hydrocarbonés: (E)-p-caryophylléne et
germacréne D sont aussi identifiés comme composés majoritaires dans I’huile essentielle des
cones de thuya. Enfin, les deux diterpenes, (Z) et (E)-biforméne, composés minoritaires, sont
également présents dans la quasi-totalité des échantillons analysés. Nous avons rapportés dans

le tableau 12, les principaux composants.
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Tableau 12

: Variabilité chimique d'huile essentielle des cones : les principaux
composants dans les 40 échantillons

Constituants Groupe | Groupe Il (26 échantillons)
(14 échantillons) Sous-groupe 1A Sous-groupe 11B
(7 échantillons) (19 échantillons)

Moy ET Min Max | Moy ET Min Max | Moy ET Min Max
a-Pinéne 69,7 28 640 736|519 33 471 560 ] 616 23 559 657
B-Pinene 1,8 0,2 15 2,5 15 0,1 1,3 1,7 1,7 0,2 1,3 2,0
Myrcéne 3,9 1,2 1,7 5,6 4.4 2,8 2,1 10,1 5,2 2,5 2,9 11,6
Limonene 106 26 7,3 154 | 171 50 6,9 2191 139 44 65 20,6
Terpinolene 06 03 03 1,3 07 02 04 1,0 0,6 02 0,2 0,9
a-Campholénal 07 07 01 2,2 07 05 0.2 1,6 0,5 03 0,0 1,1
trans-Pinocarvéol 04 04 00 1,2 03 0,2 01 0,7 0,3 02 0,0 0,6
Acetate de 12 04 08 20| 17 04 11 24|15 o5 07 25
bornyle
Acetate d’o- 10 06 00 23|26 08 17 41| 17 06 08 30
terpinyle
a-Copaéne 02 02 00 0,8 05 03 01 1,1 0,2 01 01 0,5
Sibéréne 03 03 0,0 1,3 07 05 01 1,7 0,4 02 01 0,8
E-p- 05 03 01 11|29 21 03 63|17 16 01 57
Caryophylléne
a-Humuléne 03 04 0,0 1,6 07 06 00 1,7 0,5 05 0,0 1,9
Germacréne D 1,2 0,5 0,4 2,2 2,5 2,0 0,1 6,1 1,6 0,7 0,4 3,2
y-Cadinéne 0,6 0,4 0,1 1,3 1,0 1,1 0,0 3,4 1,0 0,6 0,2 2,0
Oxyde de 02 02 00 07|22 35 00 1200|005 07 00 27
caryophylléne
epi-Cubénol 01 01 00 0,5 04 03 01 1,0 0,2 01 0,0 0,6

Moy : Pourcentage moyen ; ET : écart type ; Min : Pourcentage moyens minimum ;
Max : Pourcentage moyens maximum.

Ayant observé des variations importantes des teneurs des trois composés

majoritaires (1’a-pinéne, le limonéne et le myrcéne) au sein de 1’échantillonnage, nous avons

soumis les résultats a une analyse en composantes principales (ACP) (Figure 18) et une

classification hiérarchique ascendante (CHA, dendrogramme : Figure 19) pour laquelle le

plan défini par les deux premiers axes décrit 89,5% du total de la variance des populations.

Cette analyse statistique a permis de définir deux principaux groupes d’huiles essentielles de

thuya. En parallele, le groupe Il a été divisé en deux sous-groupes 1A et 11B (Tableau 12).
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Figure 18 : Analyse en composantes principales (ACP) de 40 échantillons d’huile
essentielle des cones de Tetraclinis articulata
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Figure 19 : Dendrogramme obtenu a partir de I’analyse de Cluster de 40 échantillons
d’huile essentielle des cones de Tetraclinis articulata
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-Le groupe | constitué de 14 échantillons, est largement dominé par I’a-pinene (M : 69,7% ;
ET: 2,8), suivi de limonéne (M: 10,6% ; ET : 2,6). D'autres composants sont présents en
faibles teneurs (pourcentage moyen inférieur & 2%), a I’exception du myrcéne (M : 3,9% ;
ET:1.2).

- Le groupe Il rassemble 26 échantillons avec également 1’a-pinéne comme composé
majoritaire, mais en proportion moins importante que le groupe I. En effet, ce groupe est

subdivisé en deux sous-groupes :

e Le sous-groupe A (7 des 40 échantillons) est caractérisé par la prédominance de 1’a-
pinene (M : 51,9% ; ET : 3,3) suivi de limonéne (M : 17,1% ; ET : 5,0). D’autres composés
sont également présents en quantité appréciable : acétate d’a-terpinyle (M : 2,6% ; ET : 0,8),
(E)-p-caryophylléne (M : 2,9% ; ET : 2,1) et germacrene D (M : 2,5% ; ET : 2,0).

e Le sous-groupe I1B contient 19 échantillons. Les composés majoritaires sont également 1’a-
pinéne (M: 61,6% ; ET: 2,3) et le limonene (M: 13,9% ; ET: 4,4). En fonction des
pourcentages, ce sous-groupe IIB se situe entre le groupe | et le sous-groupe IIA. On note
aussi la méme observation concernant les monoterpenes oxygénés et les sesquiterpenes

hydrocarbonés cités précédemment (Tableau 12).

Ainsi, I’huile essentielle des cones de Tetraclinis articulata est largement dominée par
I’o-pinéne, suivi de limonene. Cependant, en se basant sur les quantités de ces deux
constituants, elle présente une variabilité chimique quantitative avec trois compositions
différentes. Ces derniéres sont retrouvées dans toutes les stations de récolte. La variabilité
chimique de thuya semble donc étre indépendante des conditions pédoclimatiques. Par
ailleurs, ce travail est la premiére étude réalisée sur 1’huile essentielle des cones de thuya avec
un échantillonnage important (40 échantillons) dans une région bien définie.

A notre connaissance, seulement trois études ont été consacrées a I'huile essentielle
des cones de Tetraclinis articulata. La comparaison de nos résultats avec les données de la
littérature (Tableau 13) révele que la composition chimique des échantillons du groupe | est
proche de celles rapportées pour les huiles essentielles de Tetraclinis articulata de Malte et
d’Algérie (Tipaza a 70 Km d’Alger) (Buhagiar et al., 2000 ; Chikhoune et al., 2013).
Néanmoins dans I’échantillon de Malte, Buhagiar et al., mettent en évidence une teneur
appréciable en a-terpinéol (4,9%). La composition chimique des echantillons du sous-groupe
I1A est similaire a celle de 1’échantillon de cones récoltées en Algérie, a la station Hammam

Melouane (a 40 Km d’Alger) (Chikhoune et al., 2013). Enfin, la composition de nos
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¢chantillons différe radicalement de celle d’un échantillon de provenance de Tunisie, décrite
par Tékaya-Karoui et al. en 2007. En effet, les composés majoritaires sont : p-cyméne-8-ol
(10,4%), p-phellandrene (8,1%), bornéol (6,9%), trans-pinocarvéol (6,1%), carvone (5,3%),
acetate de fenchyle (5,1%), nérol (3,9%) et a-terpinéol (3,2%) (Tékaya-Karoui et al., 2007).

Tableau 13 : Composés majoritaires dans I’huile essentielle des cones de Tetraclinis
articulata des différentes régions selon la littérature

) Buhagiar et al., | Tékaya-Karoui et Chikhoune et al., (2013) Boussaid et al.,
Composes (2000) al., (2007) (Algérie) (2016)
(Malte) (Tunisie) Hammam Tipaza Tlemcen
Melouane (Algérie)
a-Pinéne 68,2% | ... 57,5% 75,0% 47,1-73,6%
Limonene 16,6% |  ......... 20,9% 10,6% 6,5-21,9%
Myrcéne 2,0%B-) | . 3,6% (B-) 10,6% (B-) 1,7-11,6%
a- Terpinéol 4,9% 32% | Tr-0,3%
trans-Pinocarvéol |  ......... 6,1% | .| 0,1-1,2%
p-Cymeéne-8-ol |  ......... 104% | | o
Acétate de fenchyle |  ......... 51% | . s
B-Phellandréne |  ......... 81% | ... | 0,2-0,6%
Carvone | ...l 53% | o s
Bornéol | .. 6,9% | ... | 0,0-0,2%
Nérol | ... 39% |
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I1. Etude des activités biologiques des huiles essentielles de Tetraclinis articulata
Cette partie est divisée en deux axes: le premier est consacré a I’activité

antimicrobienne des huiles essentielles des parties aériennes (3 types chimiques) de thuya.
Dans le deuxiéme axe, nous avons déterminé 1’activité antioxydante des huiles essentielles
des parties aériennes (3 types chimiques) et des cones (12 échantillons), choisies en fonction
de leur profil chromatographique.

Pour les huiles essentielles des parties aériennes, nous avons melangé les échantillons
appartenant au méme chémotype pour pouvoir réaliser les activités biologiques.
I1.1. Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs)
de Tetraclinis articulata

Le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et
fleurs) de thuya a été testé vis-a-vis de six bactéries, deux levures et deux champignons
filamenteux en appliquant 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 gélosé.

Dans le tableau 14, nous rapportons les compositions chimiques des 3 échantillons
testés.

Tableau 14 : Composés majoritaires dans les huiles essentielles des parties aériennes
(feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata utilisées pour les activités biologiques

Composés Gl GlHIA GliB
mayjoritaires (en %) Camphre a-Pinene Acétate de bornyle
a-Pinéne 18,0 50,2 19,0
Camphre 33,7 11,2 8,4
Acétate de bornyle 13,5 13,5 42,5
Myrcene 2,6 2,3 2,8
Limonene 6,4 4,7 7,9
Bornéol 4,0 3,4 2,9
(E)-B-Caryophylléne 1,3 4,4 0,8
Germacréne D 0,4 0,9 0,9

I1.1.1. Détermination de P’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur
disque (aromatogramme)

Les résultats de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles des parties aériennes
(feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata et 1’antibiorésistance de chaque souche vis-a-Vvis
des contréles positifs, sont donnés dans le tableau 15.

Comme cela est souvent indiqué dans la littérature, nous avons considéré qu’une huile

essentielle a une action bactériostatique si son diametre d’inhibition est supérieur a 15 mm
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(Rossi, 2003). Ainsi, les huiles essentielles de Tetraclinis articulata appartenant aux trois
types chimiques différents, agissent de fagon tres active sur les deux souches bactériennes de
Staphylococcus aureus (Photo 5) ainsi que sur la souche fongique filamenteuse, a savoir :
Aspergillus fumigatus, avec des diamétres des zones d’inhibition variant entre 20 et 38,5 mm.
Cependant, I’huile essenticlle a camphre s’est avérée la plus intéressante. En revanche,
I’ensemble des huiles essentielles testées sont inactives vis-a-vis des souches bactériennes
Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae qui se révelent trés résistantes. Par
ailleurs, les autres souches microbiennes se sont montrées plus ou moins sensibles a tous ces
huiles essentielles, avec des diameétres des zones d’inhibition variant entre 9,3 et 19 mm
(Photo 6 et 7).

Ces résultats confirment ceux de Chikhoune et al. (2013) qui rapportent une faible
activité des huiles essentielles des feuilles de thuya vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli, avec des zones d’inhibition variant entre 7 et 11 mm. Ils avancent également
une importante sensibilité de Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition variant entre
18 et 22 mm. Ces huiles essentielles contiennent une teneur élevée en acétate de bornyle, avec
des pourcentages de 40,2 et 59,2% dans deux échantillons récoltés dans deux stations

différentes.

Photo 5 : Inhibition de Staphylococcus aureus Photo 6 : inhibition de Staphylococcus aureus
par le camphre par I’a-pinene

Photo 7 : Inhibition de Staphylococcus aureus
par I’acétate de bornyle
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Tableau 15 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition (en mm) des trois huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs)
de Tetraclinis articulata relatives aux souches microbiennes selon la méthode de disque

Antibiotiques

Antifongique

Huile essentielle (15 pL/mL)

CIP VA OX PEN AM Ny FLU Acétate de | a-pinéne | Camphre DMSO
Souches microbiennes (10 po) (30 po) (5 Hg) (6 pg) (20 po) (30 pg) (25 uo) bornyle
Escherichia coli 28,5+0,7 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 | 23,0£0,0 | -------- | —=mmee- 6,0£0,0 11,3+0,6 | 10,0+0,0 6,0
Enterococcus faecalis 29,014 22,0£2,8 | 115+7,8 | 16,0+8,5 | 6,000 | -------- | -------- 9,3+0,6 15,3+1,2 | 11,7+0,6 6,0
Pseudomonas aeruginosa 29,0+1,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,000 | - | - 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0
Klebsiella pneumoniae 23,0£1,4 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0£0,0 | ----mmm | s | e 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0
Staphylococcus aureus 39,0+4,0 17,5+2,1 | 16,0+0,0 | 34,0+£0,0 | 32,5+2,1 | -------= | =-=--m-- 24,6+0,9 24.0+1,4 | 38,5+8,2 6,0
ATCC 25923
Staphylococcus aureus 21,0+£0,0 17,0+0,0 | 20,0+0,0 | -------- 37,0£0,0 | --mmeemm | e 20,0+0,0 20,0+1,7 | 24,042 6,0
ATCC 6538
Candida albicans CIP | ==-=--—= | mommmmem | mmmemeem | e | e 20,0£0,0 | 8,0+0,0 11,7£1,2 11,3+0,6 | 19,0+1,0 6,0
Candida albicans | sememem | mmemeeem | memmeeee | e | e 16,0+0,0 | 6,0+0,0 12,0+0,0 15,0+0,0 | 12,7+1,2 6,0
Aspergillus flavus | memmeee | e | e | e | e 22,3+0,6 AC 12,7£2,1 8,3+0,6 | 13,0+1,7 6,0
Aspergillus fumigatus | -------- | memmemm | e | e e 33,7+¢1,2 | 6,0+0,0 20,045,3 21,3442 AC 6,0

Controles positifs : CIP : Ciprofloxacine, VA : Vancomycine, OX : Oxacilline, PEN : Pénicilline, AM : Amoxicilline, FLU : Fluconazole, Ny : Nystatine, DMSO :

Diméthylsulfoxyde (contréle négatif), AC : Absence de croissance,

--: Non testé
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11.1.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices par la méthode de
contact direct en milieu gelosé

L’efficacit¢ de I’huile essentielle sur les souches microbiennes sensibles a été
déterminée par la mesure de la concentration minimale inhibitrice (CMIs) par la méthode de
contact direct en milieu gélosé. Pour cela, nous avons sélectionné seulement trois souches
microbiennes qui possédent une forte sensibilité pour les trois huiles testés, a savoir :
Staphylococcus aureus, Aspergillus flavus et Aspergillus fumigatus. Les résultats sont

rapportés dans le tableau 16.

Tableau 16 : Concentrations minimales inhibitrices (CMIs) en huile essentielle des
parties aériennes (feuilles et fleurs) de Tetraclinis articulata
relatives aux souches sensibles

Micro-organismes testés Huile essentielle de Tetraclinis articulata (uL/mL)
Acétate de bornyle a-pinéne Camphre

Staphylococcus aureus 4,0 6,0 3,0
ATCC 25923
Staphylococcus aureus 4,0 6,0 3,0
ATCC 6538
Aspergillus flavus >2,0 >2,0 >2,0
Aspergillus fumigatus 2 <2,0 <10

Teixeira et al. en 2005, avancent que toute huile essentielle qui présente des CMIs
inférieurs a 2000 pg/mL, est considérée avoir un potentiel antimicrobien.

Une interprétation globale des résultats montre que les valeurs des CMlIs concordent
d'une maniere générale avec celles des diametres d'inhibition, les huiles essentielles ayant
induit une importante zone d'inhibition présentent les plus petites CMIs sur les souches
correspondantes.

C'est le cas de I’huile essentielle & camphre qui s’est révélée particuliérement tres
efficace contre Aspergillus fumigatus, avec une CMI trés faible, inférieure ou égale a 1,0
puL/mL. Il est a noter que cette huile essentielle contient également une quantité appréciable
en acétate de bornyle, avec un pourcentage de 13,5%. En effet, ’huile essentielle qui est riche
en ce composé a montré aussi une bonne activité en particulier vis-a-vis d’Aspergillus
fumigatus, avec une CMI de I’ordre de 2 uL/mL. Ainsi, bien que I’activité antimicrobienne
d’une huile essentielle soit attribuée principalement a son compose majoritaire (Ipek et al.,
2005), I’effet synergique ou antagoniste de chacun de ses constituants présents en faible

teneur est egalement considéré (Chang et al., 2001 ; Daferera et al., 2003). Par comparaison
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de nos résultats avec ceux d’Abi-Ayad et al. en 2013 qui ont déterminé 1’activité antifongique
des huiles essentielles des feuilles de Tetraclinis articulata (contenant 52,1% d’acétate de
bornyle), sur plusieurs souches filamenteuses, notamment Aspergillus flavus et A. niger, nous
avons constaté que nos huiles essentielles sont plus actives. En effet, ces auteurs ont noté une
activité antifongique faible, avec des pourcentages d’inhibition de 1’ordre de 64,44 et 61,63%,
respectivement a une concentration de 15 uL/mL. Ceci est du probablement a la présence en
quantités appréciables du limonene (4,7-7,9% contre 0,6%) dans nos échantillons. En effet, le
pouvoir antimicrobien du limonene a été démontré sur plusieurs souches bactériennes,
notamment : P. aeruginosa, K. pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Enterococcus faecalis, avec des CMIs variant entre 4 et 125 pg/mL (Erdogan Orhan et al.,
2012 ; Dai et al., 2013).

En outre, nous avons constaté une activité modérée des huiles essentielles a camphre
et a acétate de bornyle vis-a-vis des deux souches de Staphylococcus aureus, avec des CMIs
variant entre 3 et 4 uL/mL (Photo 8 et 9). Nos resultats sont en accord avec ceux de Lemos et
al. (2015) qui avancent que les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis qui contiennent
entre 24,4 et 35,9% de camphre, présentent une importante activité contre S. aureus avec des
CMls variant entre 0,5 et 2,0 puL/mL. Ils soulignent également que 1I’huile essentielle la plus
riche en camphre est la plus efficace. Ceci a déja été confirmé par Magiatis et al. en 2002 qui
ont travaillé sur plusieurs espéces d’Achillea présentant du camphre comme composé
majoritaire.

Par ailleurs, le pouvoir antimicrobien de 1’acétate de bornyle et du camphre a été
démontré par plusieurs travaux. En effet, Bougatsos et al. en 2004, VVagionas et al. en 2007
ainsi que Runyoro et al. en 2010, rapportent des CMIs variant entre 1,75 et 4,88 mg/mL pour
I’acétate de bornyle et entre 1,33 et 3,24 mg/mL pour le camphre contre plusieurs souches
microbiennes. En revanche Erdogan Orhan et al. en 2012 avancent des CMIs trés faibles
variant entre 4 et 16 pg/mL pour I’acétate de bornyle. D’autre part, les esters et surtout
I’acétate de bornyle (30,74%), peuvent aussi participer a ’effet antibactérien et antifongique.
En effet, en se basant sur les travaux de Tzakou et al. en 1998, les huiles essentielles de deux
chémotypes de Thymus longicaulis riches en acétate de geranyle pour le premier et en acetate
d’a-terpenyle pour le deuxieme, possedent une grande activité antimicrobienne.

En outre, Sokovi¢ et van Griensven en 2006 ont testé 1’activité antimicrobienne des
huiles essentielles de plusieurs espéeces de Lamiacées ainsi que leurs composés majoritaires.
Ils ont montré que le camphre est tres efficace contre plusieurs micro-organismes qui

contaminent les cultures des champignons de Paris avec des CMIs trés faibles variant entre
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1,5 et 2,5 uL/mL. Les travaux de Juteau et al. en 2002 et de Shunying et al. en 2005 ont déja
avancé que le camphre est un bon agent antimicrobien. De méme, Felice et al. (2004) ont
conclu que le camphre et ses derives peuvent étre considérés comme des constituants
antimicrobiens lors de I’étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles d’Achillea
teretifolia. De méme, Alvarez et al. en 2012, rapportent que le (-)-5,6-déhydrocamphre
présente une activité antifongique contre les dermatophytes, particulierement Microsporum
gypseum, Trichophyton rubrum et T. mentagrophytes, avec des CMIs tres faibles variant entre
125 et 250 pg/mL.

Nous avons constaté également que parmi les bactéries testées, les deux espéces de
Staphylococcus aureus se sont montrées les plus sensibles a I’ensemble des huiles essentielles
testées. En effet, la plupart des études rapportent que les bactéries a Gram (+) sont
généralement plus sensibles que celle a Gram (-) (Burt, 2004 ; Deba et al., 2008 ;
Nedorostova et al., 2009), car la paroi des bactéries a Gram négatif est constituée
essentiellement de lipopolysaccharides qui limitent la diffusion des composes hydrophobes et
évitent I’accumulation des huiles essentielles dans la membrane cellulaire (Bezi¢ et al., 2003).

Nos résultats sont également en accord avec ceux de Bourkhiss et al. en (2007b). En
effet, ces auteurs montrent une activité inhibitrice importante, in vitro, vis-a-vis de quatre
bactéries et deux champignons testés. Staphylococcus aureus a montré la plus grande
sensibilité, inhibée a une concentration de 1/5000 (v/v). Par contre, Aspergillus niger est
inhibé a une concentration de 1’ordre de (1/500 (v/v). Les composés majoritaires sont 1’acétate
de bornyle (30,7%), I’a-pinéne (23,5%), suivi par le limonene (23,3%) et le camphre (17,3%).

De méme, Chikhoune et al. (2013) ont noté une forte activité des huiles essentielles
des feuilles de thuya prélevées dans deux stations en Algérie, vis-a-vis de Staphylococcus
aureus, avec des CMlIs tres faibles variant entre 0,2 pL/mL et 0,4 pL/mL. Ces huiles
essentielles sont également trés riches en acétate de bornyle, avec des pourcentages de 40,2 et
59,2%.

Par contre, Abi-Ayad et al. (2011, 2013) avancent des CMIs plus importante vis-a-vis
de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et des champignons filamenteux. En effet,
Staphylococcus aureus et Escherichia coli sont inhibées a des CMIs variant entre 7,5 et 10
puL/mL. Concernant les souches fongiques, la plus importante activité a été rapportée contre
les espéces de Fusarium sp., avec des pourcentages d’inhibition de I’ordre de 94 et 100% au
bout de 6 jours, & une concentration de 15 et 20 puL/mL, respectivement, suivi par Aspergillus
flavus et Aspergillus niger inhibé respectivement a 64,44 et a 61,63% a une concentration de

15 puL/mL. La composition chimique de cette huile essentielle est nettement dominée par
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I’acétate de bornyle (52,1%). Il a été démontré que I’acétate de bornyle présente une activité
antimicrobienne modérée (Duke et al., 2001). En revanche, Bouayad Alam et al. (2014) ont
constaté que I’huile essentielle des parties aériennes de Tetraclinis articulata est trés active
contre cing mycetes (F. oxysporum, A. solani, A. niger, penicillium sp.1 et penicillium sp.2)
avec des pourcentages d’inhibition variant entre 57,77% et 84,44% a une trés faible
concentration de I’ordre de 5 ug/mL.

En outre, nous avons constaté que 1’huile essentielle a a-pinene présente une faible
activité contre toutes les souches microbiennes testées (Photo 10). En effet, il a été rapporté
que ’a- et le B-pinéne présente une trés faible activité contre un panel de microorganismes.
Les valeurs de CMIs varient entre 7,5 et 20,0 mg/mL contre S. aureus, E. coli et E. faecalis
(Dorman et Deans, 2000 ; Sonboli et al., 2006 ; Jung, 2009 ; Leite et al., 2007). De méme,
I’huile essentielle de Pinus roxburghii qui est riche en a-pinéne (60,8%) a montré une faible
activité antibactérienne contre S. aureus, P. mirabilis, E. coli, P. aeruginosa et C. albicans,
avec une CMI, de I’ordre de 12,8 mg/mL (Quadir et Shah, 2014). Parall¢lement, 1’huile
essentielle de Pinus nigra ssp. pallasiana qui contient de I’a-pinéne (42,3%) comme compose
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). Il en est de méme pour les
travaux d’Angioni et al. en 2003. Ces auteurs ont testé des huiles essentielles de plusieurs
especes végétales, a savoir : Juniperus oxycedrus, J. communis et J. phoenicea qui sont
nettement dominée par 1’a-pinéne, avec des pourcentages variant entre 48,9 et 86,0% contre
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa et C. albicans. Ces micro-organismes se sont révélés trés
résistants avec des CMlIs et des CMBs supérieures a 900 pg/mL. Ils rapportent également les
mémes CMIs et CMBs de I’a-pinéne pur contre ces mémes souches microbiennes. En
revanche, les travaux réalises par Mohan et al. en 2012 montrent que I’huile essentielle de
Murraya koenigii riche en a-pinéne (39,9%), possede une bonne activité vis-a-vis de S.
aureus avec une valeur de CMI de 5 pg/mL. Il est a noter que cette huile essentielle contient
également le trans-caryophylléne en quantité appréciable, soit (9,02%). De méme, Stojkovic
et al. en 2011 ont testé 1’activité antimicrobienne de 1’a-pinene a 98% de pureté contre S.
aureus, E. coli et A. flavus. Ces auteurs rapportent également une bonne activité de ce
composé avec des CMlIs variant de 6 a 8 pug/mL. Parallelement, Kivrak et al. en 2009
avancent une bonne activité de I’huile essentielle de Salvia potentillifolia (qui contient
29,30% d’a-pinéne et 14,85% de B-pinéne) et de I’a-pinéne contre E. coli, S. aureus et
Candida albicans, mais avec une CMIs plus importante variant entre 18,5 et 47,5 pg/mL et

une CMIs de I’ordre de 32,5 ug/mL contre C. albicans, respectivement. Cette huile essentielle
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contient d’autres composés possédant une activité antimicrobienne, comme : le 1,8-cinéole
(7,44%), le camphre (2,34%), le bornéol (2,26%), le terpinén-4-ol (3,53%) et 1’acétate de
bornyle (1,18%).

Enfin, il est a noter que les huiles essentielles testées contiennent egalement des
quantités non négligeables de bornéol, de (E)-B-caryophyllene et de germacréne D. L’activité
antimicrobienne de ces deux derniers composés a été démontré par plusieurs études (Skaltsa
et al., 2003 ; Rather et al., 2012). En outre, les travaux effectués sur les huiles essentielles de
Micromeria cristana subsp. Phrygia riches en bornéol, ont prouvé que ce compose est doté
d’un grand pouvoir antimicrobien (Tabanca et al., 2001, Runyoro et al., 2010 ). En effet, les
alcools terpéniques tel que le bornéol, sont connus pour leur fort pouvoir antimicrobien du fait
de leur grande solubilité¢ dans 1’eau et donc ce qui leur confére une haute habilité a pénétrer a
travers les parois des cellules bactériennes et fongiques (Knobloch et al., 1989).

Ainsi, bien que [Dactivité antimicrobienne d’une huile essentielle est attribuée
principalement a son composé majoritaire, I’effet synergique ou antagoniste de chacun de ses
constituants présents en faible teneur est également considéré (Chang et al., 2001 ; Daferera
et al., 2003, Burt, 2004).

Photo 8 : Résistance de S. aureus au camphre Photo 9 : Inhibition totale de S. aureus par
a la concentration de 2 pL/mL le camphre a la concentration de 3 pL/mL

Photo 10 : Inhibition totale de S. aureus par
I’a-pinéne & la concentration de 6 pL/mL

107



Résultats et discussion

11.2. Pouvoir antioxydant des huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs)
et des cones de Tetraclinis articulata

A travers nos recherches bibliographiques et compte tenu de la complexité des
processus d’oxydation, il apparait clairement qu’une seule méthode n’est pas suffisante pour
caractériser le potentiel antioxydant d’un échantillon. Il faut donc combiner les réponses
obtenues a I’aide de tests différents et complémentaires. C’est pourquoi notre choix s’est porté
sur I’utilisation de trois tests chimiques, a savoir : le piégeage du radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPHe), le pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP), et le blanchiment du
[B-caroténe. Le principe de ceux-ci repose sur un changement de couleur qui a été suivi par la
lecture de 1’absorbance a des longueurs d’ondes spécifiques.

Nous avons déterminé le pouvoir antioxydant des huiles essentielles des parties
aériennes (feuilles et fleurs) (3 types chimiques cités précédemment) et des cones de thuya
(12 échantillons), choisis en fonction de leur profil chromatographique. Nous avons choisi
une concentration de 1I’ordre de 800 mg/mL pour les quinze échantillons testés a raison de leur
faible activité.

Dans les tableaux 14 et 17, nous rapportons les compositions chimiques des 15
échantillons testés.

Tableau 17 : Composés majoritaires dans les échantillons des huiles essentielles
des cones de Tetraclinis articulata utilisés pour I’étude de I’activité antioxydante

Composés majoritaires Gl GIIA GlIB

(en %) AK12 | AK13 | AK14 |OM22 | G36 | G40 | H18 |OM24 |G38 |G39 |Sab6 |Sab9
a-Pinéne 736 | 71,1 | 715 | 72,4 | 509 | 550 (487 | 516 |588|624 (624|617
B-Pinéne 18 | 19 1,6 18 | 4,7 |13 |16 | 13 |16 | 16 | 20 | 1,7
Myrcéne 48 | 37 | 29 56 (101 | 21 |35 | 35 | 91 | 29 [11,6 | 48
Limonéne 8,7 92 | 101 7,3 |21,9 (216 (184 | 172 |16,6 (206 | 6,2 | 7,5
Terpinoléne 05 | 05 | 04 | 13 (09|05 |04 08 [08]061]09]02
a-Campholénal 05 | 05 | 10 | 01 [02|11|05] 06 [02[ 05| Tr |02
Trans-Pinocarvéol 02 | 02 [ 06 | 00 [01]07 03] 03 [01]02]-- 0,1
Acétate de bornyle 0,8 1,0 1,0 08 |17 |11 (20| 17 |11 |07 |11 |14
Acétate d’a-terpinyle 0,8 1,1 1,2 06 |23 [20 |41 | 27 |19 |15 | 14 |18
o-Copaéne 0,5 0,8 0,2 03 [ 07 ]01|05]| 04 [01]02]02]02
Sibérene 0,8 1,3 0,4 04 [ 10]01 (08| 06 |01|03]|02]04
(E)-p-Caryophylléne 0,3 0,2 0,9 01 [ 03 [26 |04 | 46 | 15|11 | 13 |57
a-Humuléne 0,1 0,1 0,2 Tr | 01 | - 01| 12 [ 04 |03 |04 |19
Germacréne D 0,7 0,9 0,6 22 |47 (01 (33| 34 |11 083218
y-Cadinéne 0,5 0,7 0,1 11 (02| Tr |09 | 06 [06 |05 | 11 |20
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Oxyde de caryophylléne Tr Tr 0,3 Tr Tr | 16 | 01 0,8 02 | 03

Tr

1,7

epi-Cubénol 02 [ 05 | 02 | 01 |03 |01 [06]| 03 |0L1]O01

0,1

0,2

H : Honaine, G : Ghazaouet, Sab : Sabra, AK : Ain Kebira, OM : Ouled Mimoun, Tr : Trace.

11.2.1. Piégeage du radical libre DPPHe¢(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)
Nous avons reporté sur le tableau ci-dessous les résultats du pourcentage
d’inhibition des huiles essentielles de Tetraclinis articulata.

Tableau 18 : Activité antioxydante des huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et
fleurs) et des cones de Tetraclinis articulata vis-a-vis du piégeage du radical libre DPPH
exprimeée en pourcentage d’inhibition

Huiles essentielles (800 mg/mL) (% d’inhibition)
Parties aériennes Echantillon du sous-groupe 1A 14,09 £ 0,24
riche en a-pinéne
(Feuilles et fleurs) Echantillon du groupe | 14,52 + 1,35
riche en camphre
Echantillon du sous-groupe 1B 2,17 £ 0,36
riche en acétate de bornyle

cones AK12 7,68 + 0,83
AK13 9,03 +0,83
Echantillons du groupe | | AK14 8,02 +0,35
OM22 47,46 £ 0,24

cdnes G36 nd
G40 5,62+0,12
Echantillons du sous- H18 15,02 + 0,12
groupe HA OoM24 20,72 + 0,36
cdnes G38 8,53+0,12
G39 6,59 + 0,25
Echantillons du sous- Sah6 8,78 £ 0,00
groupe 1B Sab9 7,26 £ 0,00

Controles positifs (15 mg/mL) % d’inhibition

Acide ascorbique 96,71 + 0,04
BHA 96,44 + 0,05

AK : Ain Kebira, OM : Ouled Mimoun, G : Ghazaouet, H : Honaine, Sab : Sabra, nd : non déterminé.

Nous avons constaté que les huiles essentielles des parties aériennes et des cones de
Tetraclinis articulata possedent une tres faible activité antioxydante par comparaison avec les
antioxydants standards. A une concentration de 800 mg/mL, I’huile essentielle des cones de
I’échantillon OM22 a montré un pouvoir réducteur le plus important, avec un pourcentage
d’inhibition de 1’ordre de 47,46 + 0,24%. Il est & noter que les huiles essentielles des cones
sont tres riches en a-pinéne, avec des pourcentages variant entre 48,7 et 73,6%. Tepe et al.,
2005 rapportent que 1’a-pinéne est connu pour son faible effet antioxydant. Donc, la plus
importante activité de cet échantillon est di probablement a la présence en quantité
appréciables du terpinoléne, avec un pourcentage de 1’ordre de 1,3% contre 0,2 a 0,9% pour
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les autres échantillons, ainsi qu’a la présence du germacrene D. En effet, les échantillons des
cones H18 et OM24 qui contiennent une quantité non négligeable en germacréne D (3,3 et
3.,4%, respectivement), présentent des pourcentages d’inhibition de ’ordre de 15,02 + 0,12 et
20,72 + 0,36, supérieures au reste des échantillons.

L’activit¢ antioxydante des composés majoritaires testés séparément donne des
résultats inferieurs comparés a ’activité de I’huile essentielle globale (Safaei-Ghomi et al.,
2009). Cependant, les interactions synergiques entre les différents constituants d’une huile
essentielle sont & I’origine d’un pouvoir antioxydant beaucoup plus important (Vardar-Unlu
et al., 2003 ; Ruberto et Barrata, 2000). En effet, certains composés tels que le y-terpinéne
possédent aussi une forte activité antioxydante (Ruberto et Barrata, 2000).

Selon la littérature, 1’activité antioxydante de Tetraclinis articulata a été étudiée par
plusieurs auteurs. La majorité de ces travaux viennent confirmer nos résultats.

En effet, Ben Jemia et al. (2012) ont étudié D’activité antioxydante de 1’huile
essentielle des feuilles de thuya provenant de Tunisie. Les résultats du test DPPH ont montré
une faible activité, avec une Clsp de I’ordre de 25,50 £ 0,57 pg/mL, deux fois moins
importante que celle du contréle positif (BHT) (Cls0=12,0+ 0,13ug/mL). Il est a noter que
I’acétate de bornyle (31,4%), I’a-pinene (24,5%) et le camphre (20,3%) sont les constituants
majoritaires de cette huile essentielle.

De méme, Djouahri et al. en 2013a ont étudié les activités antioxydantes des huiles
essentielles des feuilles de thuya d’Algérie obtenues par deux méthodes : hydrodistillation
conventionnelle (HD) et hydrodistillation assistée par micro-ondes (MAHD). L'huile
essentielle obtenue par MAHD a montré des activités antioxydantes plus élevees (DPPH,
Clso: 191,72 + 1,22 contre 517,65 £ 1,21). Cette activité est trés faible par comparaison au
compose de référence (Acide ascorbique, Clso = 31,64 £ 0,13 ; a-tocophérol, Clsp = 33,51 +
0,15). Ces huiles essentielles sont caractérisees par la predominance de l'acétate de bornyle
(24,4% ; 32,4%) et de I’a-pinene (23,6% ; 12,5%), suivi par le camphre (18,3% ; 21,4%), le
limonéne (7,0% ; 4,3%), le myrcene (5,5% ; 0,0%) et I’acétate d’a-terpinéol (1,0% ; 6,8%),
respectivement.

En 2015, ces mémes auteurs, Djouahri et al. rapportent également de tres faible
activité antioxydante des huiles des feuilles de thuya d’Algérie récolté dans quatre régions
différentes (Zeddine, Ain Defla ; Mansoura, Bordj-Bou-Arreridj ; Zekkar, Djelfa et Tazoult,
Batna). Ces huiles essentielles présentent des valeurs de Clso variant entre de 113,47 + 4,19 et
252,49 £ 6,14 pg/mL, nettement inférieures a celles des antioxydants standards (BHA : Clso=
24,73 £ 0,11 pg/mL; BHT: Clso= 33,89 + 0,16 pg/mL). Ces huiles essentielles sont
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dominées également par 1’a-pinéne (16,3-25,3%), le camphre (17,2-21,4%) et 1’acétate de
bornyle (17,6-20,6%).

Chikhoune et al. en 2013 rapportent aussi de trés faibles activités des huiles
essentielles des feuilles et des cones de thuya prélevés dans deux stations différentes en
Algérie (Hammam Melouane et Tipaza). En effet, les pourcentages d’inhibition obtenus par le
test de DPPH, varient entre 0,7 + 0,0 et 11,6 = 1,0% contre 91,1 + 0,1% pour BHT et 93,5
0,1 pour BHA. Les composés majoritaires de ces huiles essentielles sont respectivement 1’a-
pinéne (24,9% ; 19,8%) et I'acétate de bornyle (40,2 ; 59,2%).

De méme, les travaux meneés par Qadir et Shah, en 2014 sur I’activité antioxydante
de I’huile essentielle de Pinus roxburghii dont 1’a-pinéne (60,8%) et le B-pinene (30,2%) sont
les composés majoritaires viennent confirmer nos résultats. En effet, cette huile possede un
pouvoir antioxydant négligeable avec un pourcentage d’inhibition de radical libre DPPH de
10% a une concentration de 100 pg/mL. Enfin, tres recemment, El Jemli et al. en 2016 ont
étudié le pouvoir antioxydant des huiles essentielles des feuilles de thuya prélevées dans la
région de Marrakech dont les composés majoritaires sont 1’acétate de bornyle (26,8%), le
camphre (22,4%), suivis par 1’a-pinéne (7,2%) et le bornéol (6,4%). Ces huiles essentielles
présentent une faible activité antioxydante, avec une Clso obtenue par le test de DPPH, de
I’ordre de 12,05x10% + 0,24 pg/mL, nettement inférieure a celle du standard (Clso = 4,20 +
0,02 pg/mL).

Par contre, les travaux de Dai et al. en 2013 sur I’activité¢ antioxydante de 1’huile
essentielle de Wedelia prostrata et de ses composés majoritaires (limonéne et a-pinéne) par la
méthode de piégeage de radical libre DPPH, avancent une activité modérée pour 1’ensemble
des échantillons testés avec un pourcentage d’inhibition de 88,1% a une concentration de 100
pg/mL pour I’huile essentielle.

L’étude de I’activité antioxydante de 1’huile essentielle des feuilles de Juglans regia
dont la composition chimique est dominée par le B-pineéne (30,5%), suivi par 1’a-pinéne
(15,1%), p-caryophylléne (15,5%), germacréne D (14,4%) et le limonéne (3,6%) par
I’utilisation de la méthode de piégeage du radical libre DPPH, montre que I’huile posséde une
activité antioxydante comparable a celle des standards avec une Clsp =34,5 pg/mL plus
importante que celle des composés testés séparément, a savoir : B-pinéne, B-caryophylléne et
germacréne D dont les valeurs des Clso sont: 78,1 pg/mL, 73,2 pg/mL, et 80,0 pg/mL
respectivement (Rather et al., 2012).

Lemos et al. (2015) montrent que les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis qui

contiennent entre 24,4 et 35,9% de camphre, présentent une tres faible activité antioxydante
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avec des Clso variant entre 13,92 et 27,74 pg/mL, moins importante que le composé de
réference (BHA : 3,84 et 4,92 ug/mL).

Sarac et al. en 2014, montrent que les huiles essentielles de trois sous-espéces de
Pinus nigra possede un faible pouvoir d’inhibition de radical libre DPPH avec des valeurs des
Clso variant entre 25,080 et 28,677 mg/mL, trés importantes par rapport aux antioxydants
synthétique, BHA et vitamine C avec des Clso de 1’ordre de 0,093 mg/mL et 0,054 mg/mL
respectivement. 1l est a noter que ces huiles essentielles sont caractérisées par la
prédominance des mono- et sesquiterpénes hydrocarbonés: a-pinene (42,3-50,8%),
germacrene D (23,7-30,6%), (E)-caryophyllene (7,3-8,1%), et B-pinéne (3,1-6 ,9%).

Les résultats obtenus par Amarti et al. en 2011, montrent que les huiles essentielles de
Thymus capitatus, T. ciliatus et T. bleicherianus témoignent d’un pouvoir antioxydant in vitro
tres intéressant, alors que celle de T. algeriensis posséde un faible effet antioxydant. Cette
forte capacité de réduction des radicaux libres des huiles essentielles des trois premiére
especes vegétales est du a leurs profils chimiques, riches en phénols (thymol et carvacrol). En
effet, ces phénols ont déja prouvé leur fort pouvoir antioxydant (Kulisic et al., 2004 ;
Sokmen et al., 2004 ; Tepe et al., 2005 ; 2007). Par contre, I’huile essentielle de T.
algeriensis est riche en camphre (27,7%) et en a-pinene (20,5%). Elle contient également du
thymol, mais en faible teneur (0,2%).

Gao et al.,, 2011 ont étudié D’activité antioxydante de cinq échantillons d’huile
essentielle de Citrus reticulata originaire de Chine dont la composition est nettement dominée
par le limonéne, par la méthode de piégeage de radical libre DPPH. lls rapportent un pouvoir
antioxydant faible par rapport a la vitamine C (Clsg=3,1 + 0,2 pg/mL). Les valeurs des Clsg
obtenues varient entre 6,3 + 0,5 et 13,40 + 0,46 mg/mL.

En outre, Herzi et al. (2013) ont évalué I’activité antioxydante des huiles essentielles
des feuilles de thuya extraites par différentes méthodes (hydrodistillation (HD) et 1’extraction
par fluide supercritique (SFE) en utilisant différentes pression (90, 280 et 1 000 bar). L’huile
essentielle obtenu par I’extraction par fluide supercritique & 1 000 bar posséde le pouvoir
antioxydant le plus important avec une Clsg de I’ordre 108,16 + 3,07 ng/mL. Il est a noter que
cette huile est la plus riche en composés phenoliques 267,90 EAG mg/g. Par contre, 1’huile
essentielle obtenue par hydrodistillation, tres pauvre en composés phenoliques
8,89EAG mg/g, présente la plus faible activité antioxydante, avec une valeur de Clso de
3681,49 + 69,33 pg/mL. Les polyphénols sont connus pour avoir une capacité élevée de
piégeage des radicaux libres du a la présence des substituants d'hydroxyle dans leur structure

aromatique (Villafio et al., 2007).
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De méme, les huiles essentielles des feuilles, riches en phénols totaux (320,54 mg
EAG/g HE), ont manifesté un important potentiel antioxydant, supérieur a celui du composé
de référence (butylhydroxytoluéne ou BHT). En effet, le pourcentage d’inhibition obtenu par
le test de DPPH est de 1’ordre de 89,3% contre 50,3% (Bourkhiss et al., 2010b).

Nous pouvons conclure que les études effectuées sur les plantes médicinales
démontrent une variabilité de la composition des huiles essentielles qui influe sur le potentiel
des activités biologiques. Cette variation a été dans la plupart du temps corrélée avec la
différence dans les régions, la période de la récolte (Chalchat et al., 1993 ; Celiktas et al.,
2007a ; 2007b ; Jamshidi et al., 2009), les conditions environnementales et agronomiques
(Moghtader et Afzali, 2009) et la méthode d'extraction (Lopez et al., 2005 ; Okoh et al.,
2010 ; Djouahri et al., 2013b).

11.2.2. Activité antioxydante par le test de blanchissement du g-caroténe

Pour le test du blanchissement du S-carotene, nous avons obtenu une absence totale
d’activité antioxydante a des concentrations de 1’ordre de : 1,562 ; 3,125, 6,25; 12,5; 25,
50; 100 et 200 mg/mL). Nous avons également testé 1’huile essenticlle pure, mais, nous
avons rencontré des problémes de solubilisation de cette huile dans de 1’eau oxygénée (selon
le protocole utilise).

11.2.3. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Dans ce test, ’augmentation de 1’absorbance dans le milieu réactionnel indique une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Ozturk et al., 2007). La concentration
CEso, qui est définie comme étant la concentration effective a laquelle 1’absorbance est égale a
0,5 ; est un indice utilisé pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des
substances bioactives. Le tableau 19 rapporte les valeurs de la CEsg des huiles essentielles des
parties aériennes (feuilles et fleurs) et des cones de Tetraclinis articulata.

Tableau 19 : Pouvoir réducteur des huiles essentielles des parties aériennes
(feuilles et fleurs) et des cdnes de Tetraclinis articulata exprimé en CEso

Huiles essentielles CEso (mg/mL)
Parties aériennes Echantillon du sous-groupe 1A 48,28 + 0,08

riche en a-pinéne

Feuilles et fleurs Echantillon du groupe | 138,16 + 0,70
riche en camphre

Echantillon du sous-groupe 11B 144,00 £ 0,47

riche en acetate de bornyle

cones AK12 146,50 + 0,70

AK13 138,17 + 0,23

Echantillons du groupe | | AK14 135,00 + 0,47

OM22 144,00 + 1,41
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Les cones G36 129,66 + 0,00
G40 112,13 +1,23
Echantillons du sous- H18 97,38 + 0,53
groupe 1A OM24 157,66 + 0,47
Les cones G38 146,83 + 1,65
G39 139,83 + 0,70
Echantillons du sous- Sabh6 156,17 + 0,23
groupe 11B Sab9 151,00 + 0,47
Controles positifs CEso (nug/mL)
Acide ascorbique 120,20 + 1,08
BHA 112,80 + 1,33

Pour ce test, une gamme de concentration a été préparée pour chaque échantillon
d’huile essentielle. Les valeurs des densités optiques obtenues montrent une augmentation
proportionnelle du pouvoir réducteur en fonction des concentrations. Ces résultats ont permis

de tracer des courbes ayant des allures plus ou moins linéaires (Figure 20, 21, 22, 23).
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Figure 20 : Pouvoir réducteur des huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et
fleurs) de Tetraclinis articulata testé par la méthode de FRAP
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Figure 21 : Pouvoir réducteur des huiles essentielles des cénes (échantillons du groupe I)
de Tetraclinis articulata testé par la méthode de FRAP
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Figure 22 : Pouvoir réducteur des huiles essentielles des cones (échantillons du sous-
groupe I1A) de Tetraclinis articulata testé par la méthode de FRAP
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Figure 23 : Pouvoir réducteur des huiles essentielles des cones (échantillons du sous-
groupe I1B) de Tetraclinis articulata testé par la méthode de FRAP

Les données du tableau 18, indiquent que le pouvoir réducteur varie considérablement
entre les différents échantillons avec des valeurs qui oscillent entre 48,28 + 0,08 mg/mL pour
I’échantillon des parties aérienne riche en a-pinéne et 157,66 + 0,47 mg/mL pour I’échantillon
des cones riche en limonéne. Cependant, ces valeurs restent trés faibles par rapport a celles
des antioxydants de référence utilisés (120,20 &+ 1,08 pg/mL pour 1’acide ascorbique et 112,80
+ 1,33 pg/mL pour le BHA).

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Djouahri et al. en 2015. Les
huiles essentielles des feuilles de Tetraclinis articulata récoltées dans quatre stations en
Algérie (Zeddine, Mansoura, Zakkar et Tazoult) ont présenté un pouvoir réducteur faible
variant entre 41,12 + 1,14 et 57,49 + 1,36 pg/mL, par comparaison au pouvoir réducteur des
deux contréles positifs utilisés BHA et BHT (ECso = 15,49 + 0,131 pg/mL et 16,65 + 0,18
pg/mL, respectivement). De méme, les travaux d’El Jemli et al. en 2016 avancent un tres
pouvoir antioxydant des huiles essentielles des feuilles de thuya prélevées dans la région de
Marrakech dont les composés majoritaires sont 1’acétate de bornyle (26,8%), le camphre
(22,4%), suivis par I’a-pinene (7,2%) et le bornéol (6,4%). En effet, le résultat du pouvoir
antioxydant obtenu par FRAP a montré une activité trés faible par comparaison au témoin
positif, avec une valeur de CEso de 0,15x10° + 0,01 pg /mL contre 7,02 + 0,02 pg/mL pour
BHT.

En revanche, Djouahri et al. en 2013a ont étudié I’activité antioxydante des huiles

essentielles des feuilles de thuya prélevées dans la région d’Ain-Defla (Algérie) et obtenues
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par deux méthodes d’extraction différentes: hydrodistillation (HD) et hydrodistillation
assistée par les micro-ondes (MAHD). Les huiles essentielles ayant présentées une activité
réductrice la plus élevée sont celles extraites par MAHD avec des CEso de 1’ordre de 30,19 +
0,15 pg/mL contre 45,12 + 0,14 pg/mL pour les huiles essentielles obtenues par

hydrodistillation. Ce résultat est comparable a celui du composé de référence (a-tocophérol,
CEso = 30,55 + 0,14 pg/mL).
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Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs
subsistances.

La flore Algérienne est I’une des plus riches au monde et posséde de nombreuses
plantes aromatiques et médicinales et bon nombre d’entres elles sont des espéces endémiques.
Elles constituent une ressource non négligeable en matiére de molécules bioactives.
Néanmoins, cette ressource reste peu exploitée que se soit au niveau des études scientifiques
ou au niveau économique. La région nord-ouest d’Algérie abrite plusieurs especes
endémiques et la plupart d’entres elles sont a usage médicinal.

Ce travail, réalis¢é en collaboration avec 1’équipe « Chimie & Biomasse » de
I’université de Corse, s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la biomasse végétale qui
représente un vaste réservoir de composes naturels a forte valeur ajoutée. L’exploitation de
ces composes peut donc participer a rendre I’utilisation de la biomasse plus durable et plus
viable économiquement. L’activité forestiére génére chaque année une quantité importante de
biomasse résiduelle, susceptible de constituer une matiére premiére intéressante pour la
production d’huiles essentielles qui trouvent de nombreuses applications dans des secteurs
tres variés (cosmétique, parfumerie, aromathérapie/phytothérapie) et se présentent sous forme
de mélanges complexes. Malheureusement, en Algérie, les produits forestiers sont mal
valorisés et la production est en nette régression a cause du vieillissement des peuplements,
des modes d’exploitation, d’une gestion inappropriée et des coupes illicites de bois. La
dégradation de la biodiversité et des ressources forestieres par les feux, les ravageurs, les
maladies, les défrichements, le paturage et la désertification s’est amplifiée ces dernieres
anneées. Ainsi, la valorisation du potentiel de production, la promotion des activités de nature a
donner une valeur ajoutée aux produits et le développement des produits forestiers est une
intégration plus performante a 1I’économie nationale.

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 la commercialisation dans les meilleures conditions possibles.

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 (la SM ou ’IRTF éventuellement la RMN), qui
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permet d’identifier les constituants par comparaison avec les données spectrales de produit de
référence contenues dans une bibliotheque des spectres.

Parallélement, le laboratoire de 1’équipe « Chimie et biomasse » de 1’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 separation préalable ou avec un fractionnement réduit au minimum.
Un logiciel informatique, concu et développé au laboratoire, permet de comparer les
déplacements chimiques des spectres construites au laboratoire ou avec les données de la
littérature.

Ainsi, I’objectif de notre travail est la valorisation d’une espece végeétale, a savoir :
Tetraclinis articulata, poussant a 1’état spontané dans huit stations différentes de la région de
Tlemcen (nord-ouest d’Algérie), en déterminant la composition chimique et le pouvoir
antimicrobien et antioxydant des huiles essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs) et
des cones de cette plante. Nous avons également caractérisée les huiles essentielles des parties
aeriennes d’un méme pied de thuya au cours d’une année.

Les cones de 1’espece Tetraclinis articulata sont plus riches en huile essentielle avec
des teneurs variant entre (0,17-1,13%) par comparaison avec les rendements en huiles
essentielles des parties aériennes (feuilles et fleurs) (0,03-0,86%). Nous avons noté qu’il n'y a
aucune relation directe entre le rendement en huile essentielle et l'altitude. Par ailleurs, les
teneurs en huiles essentielles des feuilles d’'un méme pied de thuya récolté dans la station
d’Ain Kebira au cours d’une année sont moins importants et varient fortement d’un mois a
I’autre de 0,16 a 0,66%. Les rendements les plus importants sont observés pour les mois de
juin et de décembre (0,57 et 0,66% ; respectivement).

Dans un premier temps, nous avons réalisé une analyse détaillée d’un échantillon
d’huile essentielle des parties aériennes de Tetraclinis articulata, par combinaison de trois
méthodes d’analyse : une technique chromatographique (CPG-Ir) et deux techniques
spectrales (CPG-SM et RMN 3C). Cette analyse nous a permis d’identifier 35 composés qui
représentent 97,5% de la composition totale. Les composés majoritaires sont 1’a-pinéne
(23,6%), I'acétate de bornyle (20,7%), le camphre (17,3%), suivis par le limonene (9,5%) et le
myrcéne (3,8%). Dans un second temps, nous avons étudié la variabilité de la composition
chimique de 50 échantillons provenant de huit stations différentes dans la région de Tlemcen,
situées entre 42 m et 1210 m d‘altitude [ Honaine (H1 a H4), Sebdou (S1 a S5), Ouled
Mimoun (OM1 a OM6), Beni Khalled (BK1 a BK6), Souk Tlata (ST1 a ST6), Ghazaouet (G1
a G7), Ain Kebira (AK1 a AK7) et Sabra (Sabl a Sab8)]. L’analyse en composante principale
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(ACP) des résultats ont permis d’obtenir une description statistique de notre échantillonnage.
La représentation graphique des échantillons suggére une répartition en deux groupes. Les
échantillons du groupe | (9 sur 50 échantillons), sont caractérisées par la prédominance du
camphre (M = 30,9% ; ET = 4,2), suivi par I’ a-pinéne (M = 19,1% ; ET = 7,6) et I’acétate de
bornyle (M = 11,4% ; ET = 9,6). Les échantillons de ce groupe contiennent également
deux autres monoterpenes : le limonéne (M = 7,3% ; ET = 2,6) et le bornéol (M = 6,2% ;
ET = 4,1) a des teneurs appréciables. Plusieurs sesquiterpénes hydrocarbonés, comme (E)-B-
caryophyllene (M = 1,2% ; ET = 0,6) et germacrene D (M = 0,4% ; ET = 0,4) sont également
présents en faibles teneurs. Le groupe 1l est subdivisé en deux sous-groupe : Le sous-groupe
I1A (8 sur 50 échantillons) est caractérisé par un contenu trés élevé en a- pinéne (M = 45,4% ;
ET = 5,6), suivi par I’acétate de bornyle (M = 10,5%; ET = 4,6). Nous notons en occurrence
la présence du germacrene D (M =5,1% ; ET = 4,7). Ce sous-groupe contient également des
proportions comparables de limonéne (M = 6,8% ; ET = 2,7), de camphre (M =4,0% ; ET =
3,8), de myrcene (M = 3,9% ; ET = 2,4) et de (E)-B-caryophyllene (M = 6,3% ; ET = 2,3). En
revanche, de faibles quantités en bornéol (M = 1,1% ; ET = 1,2) ont été détectées. Le sous-
groupe 1B (33 sur 50 échantillons), rassemble les compositions caractérisées par des teneurs
comparables en a-pinene (M = 28,2% ; ET = 6,4), et en acétate de bornyle (M =24,5% ; ET =
7,7). Le camphre (M = 10,0% ; ET = 6,0) et le limonéne (M = 7,6% ; ET = 2,1) sont
également présents en quantités appréciables. Les échantillons de ce sous-groupe contiennent
d’autres composés importants, a savoir : le myrcéne, le bornéol, le (E)-B-caryophyllene et le
germacréne D. La comparaison de nos résultats avec les données de la littérature révéle que la
composition chimique des échantillons du groupe | semble originaire, puisque aucun travail
ne rapporte une teneur élevée en camphre suivi par I’a-pinéne. Il en est de méme pour le
sous-groupe B.

Nous avons également déterminé la composition chimique des huiles essentielles des
feuilles récoltées a partir d’un méme pied dans la station d’Ain Kébira, au cours d’une année.
Nous avons effectué un seul prélevement chaque mois. Ainsi, nous avons réaliseé douze
échantillons a partir du mois de mars 2014 (début de floraison) jusqu’au mois du février 2015.
Nous avons constaté que la composition est qualitativement homogéne mais quantitativement
differente. Cette importante variabilite concerne en particulier les composés majoritaires, a
savoir : a-pinéne (11,1-24,6%), acétate de bornyle (8,6-41,1%) et camphre (2,2-16,4%). En
effet, dans les deux premiers mois mars et avril ou le pied de Tetraclinis articulata est en

pleine floraison, 1’acétate de bornyle est le composé majoritaire (34,5% et 41,1%,
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respectivement). Ce constituant diminue (8,6%) brutalement a la fin de la fructification
(septembre). Par contre, le camphre est élevé a la fin de la fructification (22,5%) puis diminue
brusquement avant floraison, avec des pourcentages variant entre 2,2 et 4,9% (entre octobre et
février). Le bornéol présente le méme comportement que le camphre. Le pourcentage en a-
pinene est important du début jusqu’a la fin de la fructification puis diminue juste avant et
pendant la floraison. Enfin, Nous avons constaté que les teneurs en (E)-B-caryophyllene et en
germacréne D sont élevées de octobre a février (aprés fructification jusqu’a avant la
floraison).

Enfin, nous avons étudié la variabilit¢ chimique de I’huile essentielle de 40
échantillons de cones récoltés dans les huit stations citées précédemment. Dans un premier
temps, nous avons realisé une analyse détaillée de six échantillons d’huile essentielle de
cones. Ainsi, nous avons identifié, par combinaison de la CPG(Ir), de la RMN 3C et de la
CPG-SM, 38 composés, représentant 94,1-99,0% de la composition totale. Les six
échantillons sont largement dominés par des monoterpénes hydrocarbonés : 1’a-pinéne
comme composé majoritaire (47,1-73,6%), suivi de mycéne (1,7-11,6%) et de limonéne (6,9-
21,6%). Certains sesquiterpenes sont présents en quantité appréciables, a savoir : (E)-B-
caryophyllene (0,3-6,3%), vy-cadinéne (0,1-3,4%), germacrene D (0,1-3,2%), oxyde de
caryophyllene (tr-2,7%), a-humuléne (0,1-1,7%). Enfin, nous avons le couplage CPG-SM a
proposé deux diterpenes : (Z)-biformene (tr-0,8%) et (E)-biformeéne (tr-0,6%) dont leur
identification a été, par la suite, confirmée par RMN 3C. Ces composés sont décrits, & notre
connaissance, pour la premicre fois dans I’huile essentielle de Tetraclinis articulata. Ensuite,
nous avons ¢étudié la variabilité de la composition chimique de 40 échantillons. L’analyse en
Composante Principale (ACP) des résultats a permis d’obtenir une description statistique de
notre échantillonnage. Ainsi, nous avons mis en évidence deux groupes chimiques. En
parallele, le groupe Il a été divisé en deux sous-groupes I1A et 1IB. Le groupe | constitué de
14 échantillons, est largement dominé par I’a-pinene (M: 69,7%; ET: 2,8), suivi de
limonene (M: 10,6% ; ET: 2,6). D'autres composants sont présents en faibles teneurs
(pourcentage moyen inférieur a 2%), a ’exception du myrcéne (M : 3,9% ; ET: 1,2). Le
groupe Il rassemble 26 échantillons avec également 1’a-pinéne comme composé majoritaire,
mais en proportion moins importante que le groupe I. En effet, ce groupe est subdiviseé en
deux sous-groupes: Le sous-groupe IIA (7 des 40 échantillons) est caractérise par la
prédominance de I’a-pinéne (M : 51,9% ; ET : 3,3) suivi de limonéne (M : 17,1% ; ET : 5,0).
D’autres composés sont également présents en quantité appréciable : acétate d’a-terpinyle
(M:2,6% ; ET:0,8), (E)-pB-caryophyllene (M : 2,9% ; ET : 2,1) et germacrene D (M : 2,5% ;
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ET: 2,0). Le sous-groupe IIB contient 19 échantillons. Les composés majoritaires sont
¢galement 1’a-pinene (M : 61,6% ; ET: 2,3) et le limonéne (M: 13,9% ; ET: 4,4). En
fonction des pourcentages, ce sous-groupe 1B se situe entre le groupe | et le sous-groupe lIA.
On note aussi la méme observation concernant les monoterpénes oxygénés et les
sesquiterpénes hydrocarbonés cités précedemment. Ainsi, ’huile essentielle des cones de
Tetraclinis articulata est largement dominée par 1’a-pinene, suivi de limonene. Cependant, en
se basant sur les quantités de ces deux constituants, elle présente une variabilité chimique
quantitative avec trois compositions différentes. Ces dernieres sont retrouvées dans toutes les
stations de récolte. La variabilité chimique de thuya semble donc étre indépendante des
conditions pédoclimatiques. Par ailleurs, ce travail constitue la premiére étude réalisée sur
I’huile essentielle des cones de thuya avec un échantillonnage important (40 échantillons)
dans une région bien définie.

L’ensemble de ces résultats nous amene a conclure que 1’espece Tetraclinis articulata,
récoltée dans huit stations différentes de la région de Tlemcen, est susceptible d’avoir un
intérét industriel du fait son aire de répartition large dans la région, méme s’il faut veiller a
une gestion raisonnée et durable de cette ressource et de sa richesse en huile essentielle, en
particulier pour les cones.

Ces huiles essentielles présentent aussi des activités biologiques, et essentiellement
des activités antimicrobienne et antioxydante. Dans ce contexte, nous avons testé 1’effet
biologique de nos huiles essentielles :

Dans un premier temps, nous avons testé 1’activité antimicrobienne de trois
échantillons d’huile essentielle des parties aériennes (feuilles et fleurs) appartenant aux trois
types chimiques différents : huile essentielle a a-pinéne, a camphre et a acétate de bornyle
vis-a-vis de dix micro-organismes (six souches bactériennes, deux levures et deux
champignons filamenteux), 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 gélosé.

Les huiles essentielles de Tetraclinis articulata appartenant aux trois types chimiques
différents, agissent de facon trés active sur les deux souches bactériennes de Staphylococcus
aureus ainsi que sur la souche fongique filamenteuse, a savoir : Aspergillus fumigatus, avec
des diametres des zones d’inhibition variant entre 20 et 38,5 mm. Cependant, 1’huile
essentielle a camphre s’est avérée la plus intéressante, avec des CMIs variant entre 1 et 3
ML/mL. En revanche, I’ensemble des huiles essentielles testées sont inactives vis-a-vis de

souches bactériennes Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae qui se révélent trés
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résistantes. Par ailleurs, les autres souches microbiennes se sont montrées plus ou moins
sensibles a tous ces huiles essentielles, avec des diamétres des zones d’inhibition variant entre
9,3 et 19 mm. Enfin, I’huile essenticlle a a-pinene reste la moins efficace, avec des CMIs
variant entre 2 et 6 pL/mL, vis-a-vis des microorganismes les plus sensibles. Ces résultats
constitue une justification scientifique de 1’usage traditionnel de cette plante dans le
traitement des infections respiratoires et intestinales et les douleurs gastriques.

Ainsi, les huiles essentielles extraites de Tetraclinis articulata représentent un
potentiel important en matiére d’antimicrobiens naturels, en particulier les huiles essentielles
a camphre vis-a-vis de S. aureus et Aspergillus fumigatus. En effet, le staphylocoque doré est
la souche la plus fréqguemment rencontrée en pathologie humaine et vétérinaire. Elle partage
avec la bactérie Escherichia coli le triste privilége d’étre au premier rang des germes
responsables d’infections nosocomiales. Il est également en téte des bactéries responsables
d’intoxications alimentaires. De méme, 1’espéce Aspergillus fumigatus est responsable de plus
de 80% des aspergilloses humaines. Il est I’agent principal de I’aspergillose chez les patients
présentant une altération de I’immunité naturelle.

Enfin, nous avons étudié 1’activité antioxydante de ces trois huiles essentielles des
parties aériennes (a-pinene, camphre et acétate de bornyle) et celle de douze échantillons des
cbnes choisis selon trois types chimiques différents (pourcentages en a-pinéne et en limonene)
en appliquant trois méthodes : Piegeage du radical libre DPPH, le test de blanchissement du
p-caroténe et la méthode de réduction du Fer (FRAP). Les résultats obtenus par les trois
méthodes ont révélé un faible pouvoir antioxydant pour 1’ensemble des huiles essentielles
testées par comparaison aux composes de référence.

Ces résultats dans le domaine de la recherche des antimicrobiens naturels sont
prometteurs et offrent de nombreuses perspectives. Il serait intéressant de poursuivre ce
travail selon quatre axes:

v" Investiguer profondément et rechercher des applications de I’huile essentielle
de Tetraclinis articulata, seront les principales perspectives ;

v" Entreprendre une étude phytochimique de cette espéce afin d’isoler d’autres
métabolites secondaires ;

v' Tester I’activité anti-inflammatoire et particuliérement 1’activité antidiabétique
de Tetraclinis articulata; ces activités biologiques répondent aux usages

majeurs de la plante selon la médecine traditionnelle.
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v Entreprendre une étude de la toxicité de ceux-ci sur différentes lignées
cellulaires (in vitro) et sur des modeles utilisant les animaux (in vivo) afin de

déterminer les doses thérapeutiques.
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Annexe 1 : Composition chimique des huiles essentielles des 50 échantillons des parties aériennes (feuilles et fleurs)
de Tetraclinis articulata récoltés dans huit stations

Stations Honaine Sebdou Ouled Mimoun
Composés Ir2 IrP H1 H2 H3 H4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 OM 11 OM 12 OM 13 OM 14 OM 15 OM 16
Tricycléne 922 | 1015 15 1,8 0,8 15 3,9 1,7 1,3 1,4 1,7 1,7 0,3 1,2 0,6 1,2 0,6 0,2
a-Pinéne 932 | 1015 | 26,4 18,4 40,0 33,9 27,2 28,1 29,6 34,5 24,2 35,7 31,8 30,3 40,1 39,1 31,4 | 40,2
Campheéne 945 | 1065 1,9 2,1 0,9 1,8 4,3 1,9 1,5 1,6 1,9 2,0 0,5 1,4 0,8 1,4 0,8 0,3
Sabinéne 966 | 1123 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,5 0,5 0,4 0,4 0,5 0,3 0,5 0,4 0,3
S-Pinene 972 | 1112 0,8 0,5 1,1 0,9 0,5 0,5 0,6 0,7 0,5 0,8 0,9 0,7 0,9 1,0 0,7 0,9
Myrcéne 982 | 1161 3,3 3,3 9,7 5,2 3,7 7,2 4,2 8,7 6,2 4,0 3,0 4,2 3,6 71 4,1 3,2
§-3-Carene 1007 | 1149 0,2 Tr | -—--—-- Tr | - | - Tr 0,8 Tr 1.0 | -—--—-- 0,1 Tr
a-Terpinéne 1010 | 1181 0,2 0,2 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr
p-Cymeéne 1013 | 1271 0,4 0,4 0,1 0,1 1,0 0,2 0,2 0,1 0,2 0,4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Limonéne 1022 | 1202 79 11,1 6,4 11,0 11,7 8,6 7,5 7,3 7,6 6,2 6,5 10,1 8,8 12,5 12,2 4,2
(E)-B-Ociméne 1037 | 1250 | ------ | ------- Tr 0,3 Tr 0,5 0,1 0,1 0,2
y-Terpinéne 1049 | 1245 0,4 0,4 0,2 0,3 0,1 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,1 0,3 0,1 0,3 0,2 0,1
p-Cyménéne 1074 | 1436 0,2 0,1 0,1 Tr 0,2 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr Tr 0,1 Tr
Terpinoléne 1080 | 1283 0,3 0,3 0,4 0,3 0,1 0,4 0,3 0,4 0,4 0,2 1,0 0,5 0,5 0,6 0,5 0,4
a-Campholénal 1105 | 1488 0,5 0,4 0,1 Tr 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1 0,7 0,3 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
Camphre 1122 | 1514 | 17,2 26,0 2,9 4,2 29,7 6,6 4.4 3,6 8,5 16,4 1,6 3,9 2,2 2,6 1,6 0,5
Trans-verbénol 1124 | 1680 03 | --—--—--- 0,1 | - | -—-—-- 0,1 01 | --—--—--- 0,1 0,8 0,1 | - | - Tr 00 | ---—---
Hydrate decamphéne 1133 | 1591 11 1,0 0,2 0,3 0,7 0,4 0,2 0,3 0,6 0,8 0,1 0,4 0,1 0,3 0,1 Tr
Bornéol 1150 | 1694 51 12,9 0,4 0,8 2,9 1,0 1,1 0,5 0,6 1,2 0,5 0,6 0,4 0,6 0,7 0,2
Terpinéol-4 1162 | 1597 1,0 1,0 0,3 0,4 0,8 0,4 0,3 0,4 0,5 0,8 0,4 0,5 0,2 0,4 0,3 0,2
a-Terpinéol 1173 | 1691 0,4 0,4 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,7 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Acétate de bornyle 1271 | 1579 | 245 4,2 12,5 25,0 6,0 26,7 26,1 21,9 29,3 16,7 18,1 26,6 12,3 21,4 19,7 5,3
Acétate d'a-terpinyle 1333 | 1691 1,0 1,6 0,7 1,0 0,7 1,1 1,4 0,9 1,0 0,2 1,0 0,9 0,5 0,8 0,9 0,4
a-Copaéne 1377 | 1491 0,3 0,5 0,5 0,6 0,2 0,3 0,4 0,3 0,2 0,4 1,7 0,6 1,1 0,4 0,8 1,4
(E)-p-Caryophylléne 1419 | 1595 Tr 2,4 59 7,0 1,1 3,0 6,5 7,3 6,1 1,4 2,5 43 6,5 1,8 53 9,6
a-Humuléne 1447 | 1665 Tr 0,1 0,1 02 | - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,9 0,2 0,4 0,1 0,2 0,5
y-Muuroléne 1471 | 1684 | ----—--- 0,1 03 | --—-—--- Tr 0,3 0,3 0,2 0,2 Tr 0,5 0,2 0,4 0,2 0,7 0,8
Germacréne D 1477 | 1705 0,2 1,3 7,0 0,1 0,2 4.8 5,1 3,6 3,6 0,4 12,2 5,2 8,1 3,9 8,7 14,2
a-Muuroléne 1494 | 1723 Tr 0,1 0,2 | - | ----- 0,2 0,2 0,1 01 | ---—---- 0,3 0,2 0,3 0,1 0,3 0,5
y-Cadinéne 1507 | 1753 Tr 0,5 20 | --—-—--- 0,1 0,5 0,7 0,5 0,5 0,2 3,2 0,5 0,6 0,3 1,3 2,4
3-Cadinéne 1515 | 1755 0,1 0,3 1,0 0,2 0,1 1,0 0,9 0,6 0,5 0,1 1,8 1,4 1,9 0,8 1,7 2,5
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Oxyde de caryophylléne 1571 | 1976 | Tr 2,1 0,4 0,7 0,5 0,5 1,1 0,5 0,7 1,0 0,2 0,5 0,7 0,1 0,4 0,9

Oxyde de humuléne 1595 | 2032 [ ------- 0,4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 02 | - 0,1 01 | ------ 0,1 0,1

Epi- Cubénol 1616 | 2057 | 0,4 0,6 0,3 0,5 Tr 0,2 0,4 0,2 0,1 0,2 1,6 0,3 0,8 0,2 0,6 1,0

t-Cadinol 1626 | 2162 | ------ 0,1 0,3 | - | ------- Tr Tr Tr Tr | ------- 0,5 Tr Tr Tr Tr Tr

Total (%) 96,0 | 950 | 956 | 96,7 | 96,7 | 970 | 958 | 96,8 | 96,7 | 952 | 949 | 962 | 951 | 991 | 951 | 948

Annexe 1 : Composition chimique des huiles essentielles des 50 échantillons des parties aériennes (feuilles et fleurs)
de Tetraclinis articulata récoltés dans huit stations (Suite)
Stations Beni Khellad Souk Tlata Ghazaouet

Composés Ir? IrP  |BK17 [BK18 [BK19 |[BK20 [BK21 [BK22 [ST23 [ST24 [ST25 |ST26 [ST27 [ST28 |[G29 [G30 |G3l [G32 |G33
Tricycléne 922 | 1015 2,1 2,1 2,0 0,9 1,8 2,3 1,9 | 20 [ 24 1,2 0,9 0,8 1,5 1,8 31 1,3 0,8
a-Pingne 932 | 1015 | 257 | 32,7 | 416 | 456 | 372 | 173 | 348 | 320 | 142 | 46,8 | 565 | 281 | 49,0 | 26,7 | 233 | 215 | 124
Campheéne 945 | 1065 2,2 2,1 2,1 1,0 1,8 2,4 19 | 22 | 24 1,2 1,0 1,0 1,6 1,9 3,2 1,6 1,4
Sabingne 966 | 1123 0,4 0,3 0,4 0,4 0,3 0,3 04 | 05 [ 02 0,3 0,4 0,4 0,3 0,2 0,2 0,4 0,2
B-Pinéne 972 | 1112 0,5 0,6 0,7 0,8 0,7 0,7 06 | 06 | 03 0,9 1,1 0,5 1,0 0,5 0,5 0,5 0,4
Myrcéne 982 | 1161 2,6 1,6 2,4 3,4 52 2,9 32 | 70 | 23 34 2,3 3,0 2,3 3,1 2,4 75 2,7
5-3-Caréne 1007 | 1149 Tr 0,1 0,3 Tr Tr [ - 01 | - 0,1 0,1 01 | ---- 0,5 0,1 Tr | - 0,1
o-Terpingne 1010 | 1181 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 01 | 01 [ 02 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2
p-Cyméne 1013 | 1271 0,3 0,4 0,3 0,2 0,4 0,3 03 | 03 | 05 0,2 0,2 0,1 0,3 0,5 0,5 0,2 0,6
Limongne 1022 | 1202 8,0 5,2 59 7,5 5,6 8,2 65 | 96 | 54 4,9 5,8 8,6 4,5 4,5 72 | 114 | 62
(E)-B-Ociméne 1037 1250 Tr | =mmeem | memeee Tr | === | =mee- Tr 0,2 Tr Tr 0,1 0,2 0,1 0,1
y-Terpingne 1049 | 1245 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,3 02 | 03 [ 03 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,4
p-Cyménene 1074 | 1436 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 | 01 [ 01 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2
Terpinoléne 1080 | 1283 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 02 | 03 [ 02 0,2 0,3 0,4 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3
a-Campholénal 1105 | 1488 0,4 0,8 0,7 0,4 0,6 0,3 04 | 02 | 07 0,4 0,4 0,1 0,7 0,8 0,3 0,2 1,2
Camphre 1122 | 1514 | 20,2 | 132 | 226 | 53 | 134 | 80 | 10,0 | 136 | 305 | 3,0 37 1,9 | 12,7 | 150 | 124 | 61 | 312
Trans-Verbénol 1124 | 1680 0,2 0,9 05 0,3 0,7 0,2 03 | 01 [ 07 0,2 02 | ---- 0,6 0,7 0,3 0,1 0,6
Hydrate de Camphéne | 1133 | 1591 0,7 0,8 0,7 0,3 0,6 0,9 07 | 05 [ 12 0,3 0,2 0,1 0,5 0,8 0,7 0,5 1,2
Bornéol 1150 | 1694 1,4 2,0 2,7 1,7 1,1 2,6 1,3 | 55 | 09 0,8 1,1 0,8 3,9 55 7,0 3,7 6,6
Terpinéol-4 1162 | 1597 0,7 0,6 0,6 0,3 0,5 0,7 06 | 05 [ 09 0,3 0,2 0,3 0,5 0,6 0,6 0,5 1,0
o-Terpinéol 1173 | 1691 0,3 0,2 0,3 0,1 0,2 0,2 03 | 02 [ 02 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4
Acétate de bornyle 1271 | 1579 | 186 | 231 | 65 94 | 159 | 451 | 254 | 83 [ 227 | 185 | 62 | 214 | 59 | 236 | 272 | 27,7 | 219
Acétate d'a-terpinyle 1333 | 1691 0,7 0,7 0,7 0,8 0,7 0,8 06 | 12 [ 09 05 05 1,2 0,6 0,8 0,6 1,0 0,9
o-Copaéne 1377 | 1491 0,8 0,3 0,4 0,7 0,4 0,4 05 | 08 | 02 0,6 0,7 1,2 0,5 0,3 0,3 0,4 0,1
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(E)-p-Caryophylléne 1419 1595 3,7 1,8 1,0 8,4 2,9 0,9 2,1 55 1,3 6,7 7,1 13,3 3,9 19 19 5,8 0,6
o-Humuléne 1447 | 1665 0,1 Tr 0,1 0,1 Tr 0,1 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,4 0,1 Tr Tr 01 | -
y-Muuroléene 1471 1684 Tr Tr Tr 0,1 Tr Tr | --—-- 0,1 Tr | ------ 0,1 0,3 Tr Tr 0,1 Tr | --—-—--
Germacréne D 1477 1705 0,7 0,6 0,5 2,1 0,6 1,0 0,3 1,1 0,6 0,2 2,8 51 0,6 0,7 1,5 1,1 0,2
a-Muuroléne 1494 1723 Tr Tr | ------ 0,1 Tr Tr Tr Tr Tr Tr 0,1 0,2 Tr Tr 0,1 Tr Tr
y-Cadinéne 1507 1753 0,2 0,5 0,6 0,7 0,2 01 | ---—--- 0,1 0,1 0,1 0,3 1,1 0,2 0,2 0,5 0,1 0,1
d-Cadinéne 1515 1755 0,2 0,2 0,2 0,4 0,3 0,2 0,1 0,3 0,3 0,2 0,6 1,0 0,2 0,2 0,3 0,3 0,1
Oxyde de caryophylléne | 1571 | 1976 2,2 1,7 1,0 2,5 2,2 0,4 2,2 1,7 2,4 2,6 1,3 1,0 1,7 2,6 1,0 2,3 1,8
Oxyde d’humuléne 1595 2032 0,4 0,2 0,2 0,4 0,4 0,1 0,4 0,3 0,3 0,5 0,2 0,2 0,3 0,4 0,1 0,4 0,3
Epi-Cubénol 1616 2057 0,7 0,3 0,3 0,5 0,3 0,4 0,4 0,6 0,2 0,6 0,5 0,8 0,3 0,3 0,2 0,5 0,2
t-Cadinol 1626 | 2162 Tr Tr Tr 0,1 L e B Bt B M Tr 02 | - | - Tr Tr Tr
Total (%) 94,9 95,1 959 ] 95,0 95,2 97,6 96,2 | 96,1 94,8 95,4 95,4 953 ] 95,0 94,9 96,3 96,4 95,4
Annexe 1 : Composition chimique des huiles essentielles des 50 échantillons des parties aériennes (feuilles et fleurs)
de Tetraclinis articulata récoltés dans huit stations (Suite)
Stations | Ghazaouet AinKebira Sabra
Composés Irr | Ir" | G34 | G35 |AK36 |AK 37 |AK 38 |AK 39 |AK 40 |AK 41 |AK 42 |Sab 43 |Sab 44 |Sab 45 |Sab 46 |Sab 47 |Sab 48 |Sab 49 |Sab 50
Tricycléne 922 | 1015 1,3 1,3 1,8 14 1,1 1,9 1,3 1,6 0,8 0,5 0,4 0,7 1,6 14 0,6 1,0 0,6
o-Pinéne 932 [ 1015 | 216 | 26,7 | 253 | 160 | 197 | 92 | 204 | 238 | 121 | 358 | 455 | 236 | 27,7 | 249 | 287 | 293 | 195
Camphéne 945 | 1065 | 2,2 1,7 2,0 1,7 15 2,2 1,7 2,0 1,2 0,8 0,7 1,1 1,9 1,6 0,8 1,1 1,0
Sabinéne 966 | 1123 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,2 0,4 0,5 0,4 0,3 0,4 0,3 0,2 0,4
S-Pinene 972 | 1112 0,6 0,8 0,5 0,3 0,5 0,3 0,5 0,5 0,4 1,1 1,2 0,7 0,8 0,6 1,0 0,9 0,5
Myrcéne 982 | 1161 5,8 2,5 2,4 2,3 3,0 18 7,9 2,6 2,7 43 3,6 3,8 2,7 2,7 3,9 6,0 7,3
8-3-Carene 1007 | 1149 0,1 Tr 0,1 Tr 0,1 Tr Tr Tr 0,1 Tr 0,3 Tr 0,1 Tr Tr 0,4 Tr
o-Terpinéne 1010 | 1181 | 01 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2
p-Cyméne 1013 | 1271 0,9 0,4 0,5 0,4 0,3 0,5 0,3 0,5 0,5 0,1 0,1 0,2 0,5 0,3 0,1 0,6 0,3
Limonene 1022 | 1202 7,3 6,4 51 6,7 7,9 6,2 7,6 7,1 6,3 6,2 12,1 9,5 7,5 5,2 5,8 3,6 5,8
(E)-B-Ociméne 1037 | 1250 Tr Tr Tr 0,2 Tr | - | - Tr | -——--- Tr
y-Terpinéne 1049 | 1245 0,3 0,2 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,2 0,2 0,4 0,3 0,4 0,2 0,2 0,4
p-Cyménéne 1074 | 1436 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,3 0,2
Terpinoléne 1080 | 1283 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,5 0,7 0,4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,5
a-Campholénal 1105 | 1488 14 0,3 1,3 0,5 0,3 0,6 0,3 0,6 0,9 0,1 0,1 0,3 0,8 0,7 0,1 1,6 0,5
Camphre 1122 | 1514 | 34,0 99 | 191 | 164 | 84 | 278 | 114 | 95 | 303 | 25 16 | 173 | 403 | 139 | 39 | 287 | 115
Trans- Verbénol 1124 | 1680 0,5 0,3 1,1 0,4 0,1 0,4 0,2 0,5 0,8 Tr | -—--—-- 01 | ----- 05 | ---—--- 1,7 0,3
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Hydrate decamphéne 1133 | 1591 0,9 0,6 1,0 1,2 0,8 15 0,8 1,0 15 0,1 0,1 0,9 1,0 1,0 0,3 0,9 0,7
Bornéol 1150 | 1694 7,5 5,8 5,0 4,1 3,3 11,0 2,4 3,6 8,2 0,6 0,2 2,7 2,7 0,5 2,5 3,2 6,3
Terpinéol-4 1162 | 1597 0,8 0,6 0,8 1,0 0,8 1,1 0,8 0,8 1,2 0,2 0,2 0,8 0,9 1,0 0,3 0,9 0,7
a-Terpinéol 1173 | 1691 0,3 0,2 0,3 0,4 0,3 0,4 0,2 0,3 0,4 0,1 0,2 0,3 0,4 0,2 0,1 0,4 0,2

Acétate de bornyle 1271 | 1579 4,6 25,3 20,2 34,5 40,7 23,7 29,8 35,4 16,5 22,4 13,9 20,7 1,2 28,4 26,7 1,8 26,2

Acétate d'a-terpinyle 1333 | 1691 0,8 0,8 0,9 1,0 15 0,9 1,0 0,8 1,4 1,6 0,7 15 0,8 1,2 1,0 0,8 19
a-Copaéne 1377 | 1491 Tr 0,5 0,3 0,2 0,8 0,5 0,4 0,6 0,3 0,4 0,5 0,3 0,2 0,6 1,0 0,3 0,3
(E)-p-Caryophylléne 1419 | 1595 0,8 6,0 1,0 1,8 0,2 0,6 3,5 0,8 1,8 7,3 2,5 4,7 0,9 2,5 7,9 1,2 3,6
a-Humuléne 1447 | 1665 | ------ 0,1 0,1 Tr 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,6 1,3 Tr 0,1 0,3 Tr 0,1
y-Muuroléne 1471 | 1684 | ------ 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr 0,4 0,2 0,1 | === | ------ 0,2 Tr 0,1
Germacréne D 1477 | 1705 Tr 11 0,3 0,8 15 0,2 1,4 0,5 0,5 5,0 6,0 1,1 0,1 0,1 4,1 0,5 1,6
a-Muuroléne 1494 | 1723 Tr Tr Tr Tr 01 | ---—--- 0,1 Tr Tr 0,2 0,2 Tr | === | —mm- 0,1 Tr 0,1
y-Cadinéne 1507 | 1753 | ------ 0,1 0,1 0,4 0,4 0,2 0,4 0,2 0,2 0,7 1,0 0,8 02 | ------ 0,9 0,2 0,7
8-Cadinene 1515 | 1755 Tr 0,3 0,2 0,2 0,4 0,6 0,3 0,5 0,2 1,1 1,0 0,2 0,1 0,2 0,9 0,1 0,3
Oxyde de caryophylléne 1571 | 1976 1,8 2,3 1,5 2,2 0,2 1,6 1,6 0,8 2,5 1,0 0,4 2,3 1,8 2,4 0,7 2,8 2,7

Oxyde d’humuléne 1595 | 2032 0,3 0,4 0,2 04 | ---—--- 0,2 0,3 0,1 0,4 0,2 0,1 0,5 0,3 0,4 0,1 0,5 0,5
Epi-Cubénol 1616 | 2057 0,2 0,5 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,5 0,7 0,4 0,2 0,7 1,1 0,3 0,4
t-Cadinol 1626 | 2162 Tr Tr | ----—-- Tr | = | ----- 0,1 0,3 0,1 | - | -=---- 0,2 | ------ 0,2
Total (%) 94,9 95,8 94,6 95,8 95,9 95,0 96,4 95,6 94,9 94,8 96,2 97,5 95,9 95,5 94,3 95,0 95,6
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Annexe 2 : Composition chimique des huiles essentielles de 12 échantillons de feuilles récoltées a partir d’un méme pied
de Tetraclinis articulata dans la station d’Ain Kebira
Composes Ir2 IrP AK 37 AK 37 AK 37 AK37 AK37 AK37 AK37 AK37 AK37 AK37 AK37 AK37
Mars Avril Mai Juin Juillet Aot Septembre | Octobre | Novembre | Décembre | Janvier | Février
Tricycléne 919 | 1015 | 1.4 1,1 1,2 2,5 2,2 2,4 2,5 1,3 1,7 1,8 1,3 0,9
o-Pinéne 930 | 1015 | 16,0 11,4 13,2 23,1 24,6 23,7 23,3 19,3 25,2 23,3 18,3 18,7
Camphéne 942 | 1064 1,7 1,5 1,4 2,4 2,3 2,4 2,7 15 1,7 1,9 1,4 1,1
Sabinéne 963 | 1121 | 03 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,4 0,4 0,3 0,3
B-Pinéne 969 1111 0,3 0,3 0,6 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,5 0,5 0,4 0,5
Myrcéne 979 1163 2,3 1,7 1,2 1,7 1,4 1,7 15 2,7 2,8 2,9 2,2 2,6
§-3-Caréne 1007 | 1148 Tr Tr 01 Tr | e 0,1 01 Tr Tr 0,1 0,1 0,1
a-Terpinéne 1009 | 1179 | 02 Y Tr
p-Cyméne 1013 | 1270 0,4 0,5 1,3 0,5 0,7 0,5 0,6 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Limonéne 1020 | 1200 6,7 58 8,6 6,1 59 6,3 6,5 7,7 8,6 8,6 8,1 9,7
(E)-B-Ociméne 1037 | 1249
y-Terpinéne 1047 | 1243 0,3 0,3 0,3 01 | - 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
p-Cyménéne 1076 | 1436 0,1 0,1 Tr Tr Tr Tr 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Terpinoléne 1082 | 1281 | 0,1 0,2 0,1 0,1 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
a-Campholénal 1103 | 1488 0,5 0,7 0,6 0,5 0,3 0,4 0,7 0,1 0,1 0,2 0,3 0,1
Camphre 1120 | 1514 16,4 14,8 9,7 11,0 115 10,3 22,5 4,9 3,2 4,0 47 2,2
Trans-verbénol 1122 | 1681 | 04 0,7 0,4 0,7 0,4 0,6 0,7 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1
Hydrate de camphéne 1131 | 1591 | 1,2 1,2 0,9 0,8 0,8 0,7 0,9 0,4 0,3 0,4 0,4 0,2
Bornéol 1148 | 1696 41 6,1 6,5 4,7 54 5,0 12,0 2,5 1,8 2,0 2,6 1,8
Terpinéol-4 1160 | 1597 | 1,0 0,9 0,6 0,6 0,5 0,5 0,8 0,5 0,4 0,4 0,4 0,3
a-Terpinéol 1170 | 1691 | 04 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Acétate de bornyle 1269 | 1578 | 345 41,1 35,9 26,7 25,0 26,5 8,6 26,7 22,0 23,8 24,6 22,4
Acétate d’a-terpinyle 1330 | 1691 | 1,0 1,2 1,0 0,7 0,7 0,7 0,9 1,1 0,8 0,8 0,9 1,0
a-Copaéne 1373 | 1491 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,7 1,0 0,8 0,9 1,2
Sibéréne 1397 | 1545 | 04 0,3 0,3 0,4 0,5 0,5 0,5 1.2 16 1,2 1,4 1,8
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(E)-g-Caryophylléne 1415 | 1595 1,8 1,2 1,2 1,7 1,0 2,1 0,9 7,4 10,2 8,3 8,7 12,7
a-Humuléne 1447 | 1665 0,5 0,3 0,3 0,4 0,3 0,5 0,2 2,0 2,4 2,0 2,2 3,1
y-Muuroléne 1468 | 1683 0,1 Tr 0.1 0,1 Tr 0,3 0,3 0,2 0,3 0,4
Germacréne D 1473 | 1703 0,8 0,5 04 0,6 Tr 0,8 0,1 4,0 3,5 39 41 5,7
a-Muuroléne 1490 | 1722 Tr Tr Tr Tr 0,1 01 | - 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
y-Cadinéne 1503 | 1752 0,4 0,4 0,6 0,6 0,5 0,6 0,2 0,3 0,3 0,2 0,3 0,4
5-Cadinéne 1511 | 1755 0,2 0,1 0,1 0,1 Tr 0,2 0,1 1,0 0,8 0,8 0,9 1,2
Oxyde de caryophylléne 1567 | 1974 2,2 3,1 4,3 2,3 2,4 2,0 1,4 2,2 1,3 1,4 29 1,5
Oxyde d’humuléne 1591 | 2030 0,4 0,5 0,8 0,4 0,5 0,3 0,2 0,4 0,2 0,2 0,5 0,3
Epi-Cubénol 1612 | 2056 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,8 0,4 0,4 0,7 0,7
t-Cadinol 1622 | 2162 Tr Tr 0,2 0,1 0,1 0,1 Tr 0,3 0,1 0,1 0,1 Tr
Total (%) 96,6 97,1 92,8 90,2 89,0 90,6 89,7 91,3 92,7 91,6 90,2 92,0
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Annexe 3 : Composition chimique des huiles essentielles de 40 échantillons de cones de Tetraclinis articulata
récoltés dans huit stations

Stations Souk Tlata Sabra AinKebira

Composés Ir2 IrP ST1 ST 2 ST3 | ST4 | ST5 | Sab6 Sab 7 Sab 8 Sab9 | Sab10 | AK11 | AK12 | AK13 | AK14 | AK 15
Tricycléne 918 1016 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
a-Pinéne 929 1016 69,1 72,8 70,8 64,0 | 70,3 62,4 61,9 64,3 61,7 47,1 65,7 73,6 71,1 71,5 65,0
Camphene 941 1063 0,3 0,4 0,3 0,4 0,5 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Sabinéne 962 1121 0,7 0,7 0,7 0,5 0,4 0,8 0,6 0,6 0,5 0,4 0,6 0,7 0,6 0,6 0,5
B-Pinéne 968 1110 1,7 1,8 1,8 1,5 2,5 2,0 1,8 15 1,7 1,6 2,0 1,8 1,9 1,6 1,5
Myrcene 978 1159 4,0 4,9 5,0 2,4 2,4 11,6 9,6 3,1 4,8 6,1 7,9 4,8 3,7 2,9 4,9
d-3-Carene 1003 | 1147 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,1 0,3 0,1 0,2 0,5 0,4 0,4 0,5 0,2 0,3
a-Terpinene 1006 | 1179 Tr 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 01 | ------- Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
p-Cyméne 1009 | 1269 0,2 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
Limoneéne 1019 | 1200 9,2 8,6 11,4 13,4 8,5 9,2 6,5 15,8 7,5 6,9 6,9 8,7 9,2 10,1 11,2
S-Phellandrene 1019 | 1209 0,3 0,3 0,4 0,2 0,4 0,6 0,4 0,3 0,3 0,4 0,5 0,3 0,3 0,2 0,2
y-Terpinéne 1046 | 1243 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Terpinoléne 1076 | 1281 0,5 0,6 1,0 0,4 0,5 0,9 0,5 0,4 0,2 0,5 0,7 0,5 0,5 0,4 0,4
a-Campholénal 1102 | 1489 0,8 0,3 0,3 14 1,0 Tr 0,8 0,5 0,2 0,4 0,6 0,5 0,5 1,0 1,7
Camphre 1118 | 1514 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3
Trans-pinocarvéol 1120 | 1651 0,5 0,1 0,2 0,8 0,4 0,1 0,3 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,6 0,8
Trans-verbénol 1125 | 1674 0,8 0,2 0,2 0,3 0,5 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2 0,8
Bornéol 1146 | 1996 Tr | - Tr 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 Tr 0,1 Tr Tr Tr 0,1 0,1
Terpinéol-4 1159 | 1598 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,4 0,2 0,3 0,3 0,3
a-Terpinéol 1169 | 1996 0,1 Tr 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Perrilaldéhyde 1242 | 1784 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,4 0,2 0,2 0,1 T | - Tr 0,1
Acétate de bornyle 1266 | 1576 1,0 0,8 0,9 1,7 1,7 1,1 1,7 1,8 1,4 2,4 2,4 0,8 1,1 1,0 1,6
Acétate d’a-terpinyle 1329 | 1691 1,4 1,1 0,5 15 0,5 1,4 1,7 1,7 1,8 2,1 1,8 0,8 1,1 1,2 1,6
a-Copaéne 1372 | 1486 Tr Tr 0,2 0,2 0,2 0,2 0,5 0,2 0,2 1,1 0,4 0,5 0,8 0,3 0,2
S-Elémene 1384 | 1584 Tr Tr Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 Tr | -=--- Tr Tr
Sibéréne 1396 | 1545 0,1 Tr 0,3 0,3 0,4 0,2 0,7 0,3 0,4 1,7 0,6 0,8 1,3 0,4 0,3
(E)-p-Caryophylléne 1413 | 1591 0,7 0,7 0,7 0,5 0,2 1,3 1,9 0,2 5,7 6,3 0,1 0,3 0,2 0,9 0,3
a-Humuléne 1446 | 1662 0,2 0,2 0,3 0,2 Tr 0,4 0,5 0,1 1,9 1,7 Tr 0,1 0,1 0,2 0,1
y-Muuroléne 1466 | 1681 0,1 0,1 Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 Tr Tr Tr 0,1
Germacréne D 1472 | 1702 15 1,8 1,4 0,7 1,3 3,2 1,9 1,7 1,8 6,1 2,3 0,7 0,9 0,6 1,0
y-Cadinéne 1502 | 1752 1,3 1,2 0,7 0,4 0,8 1,1 1,4 1,5 2,0 3,4 0,5 0,5 0,7 0,1 0,4
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d-Cadinéne 1510 | 1750 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,8 0,4 0,2 0,3 0,2 0,2
a-Cadinene 1525 | 1780 Tr Tr Tr | =memem | e Tr 0,1 0,1 0,1 0,2 Tr | - Tr | - Tr
Oxyde de caryophylléne | 1565 | 1974 0,3 0,1 0,1 0,7 0,1 Tr 0,5 0,1 1,7 18 0,1 Tr 0,1 0,3 0,2
Epi-Cubénol 1611 | 2056 Tr | ------—-- 0,1 0,2 0,1 0,1 0,3 0,1 0,2 1,0 0,2 0,3 0,5 0,2 0,2
t-Cadinol 1620 | 2162 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,4 0,6 0,1 0,1 0,2 Tr 0,1
(2)-Biforméne 1971 | 2312 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,8 0,1 Tr Tr 0,1 0,2
(E)-Biformene 1997 | 2357 0,1 0,1 Tr 0,2 0,1 Tr 0,1 0,1 0,2 0,6 0,1 0,1 0,3 0,2 0,2
Total (%) 96,3 98,3 98,7 | 94,1 | 951 99,0 96,8 97,5 96,9 96,5 96,6 98,3 97,8 96,6 95,8

Annexe 3 : Composition chimique des huiles essentielles de 40 échantillons de cones de Tetraclinis articulata
récoltés dans huit stations (Suite)

Stations Honaine Ouled Mimoun Sebdou
Composés Ira IrP H 16 H17 H 18 H 19 H20 | OM21 |OM22 | OM23 | OM24 |[OM25 | S26 |S27| S28
Tricycléne 918 | 1016 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
a-Pinéne 929 | 1016 55,9 54,3 48,7 60,7 63,3 61,3 72,4 62,0 51,7 59,4 696 | 69,4 | 68,0
Camphéne 941 | 1063 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Sabinéne 962 | 1121 0,5 0,7 0,6 0,5 0,6 0,7 0,9 0,6 0,6 0,6 0,9 0,9 0,8
S-Pinéne 968 | 1110 1,9 1,6 1,6 1,5 1,7 1,8 1,8 1,6 1,3 1,3 1,8 1,7 1,9
Myrcéne 978 | 1159 4,2 2,7 3,5 3,8 3,8 3.8 5,6 5,8 3,5 3.3 3.8 48 4,0
§-3-Caréne 1003 | 1147 0,3 0,1 0,5 0,4 0,7 0,2 1,4 0,4 0,2 0,1 0,1 0,1 0,4
o-Terpinéne 1006 | 1179 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 Tr Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1
p-Cyméne 1009 | 1269 0,3 0,3 0,5 0,3 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2 0,3 0,1 0,1 0,2
Limonéne 1019 | 1200 11,5 18,2 18,4 10,1 9,7 16,8 7.3 14,9 17,2 13,9 154 | 146 | 13,0
S-phellandréne 1019 | 1209 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,4 04 0,2 0,3 0,2 04 04 0,5
y-Terpinéne 1046 | 1243 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Terpinoléne 1076 | 1281 0,5 1,0 0,4 0,5 0,9 0,6 1,3 0,5 0,8 0,3 0,9 0,9 0,8
a-Campholénal 1102 | 1489 0,8 0,4 0,5 0,4 0,4 1,0 0,1 1,1 0,6 1,0 0,1 0,1 0,1
Camphre 1118 | 1514 0,2 0,1 0,3 0,1 0,2 04 0,1 0,2 0,3 0,4 0,1 0,1 Tr
Trans-pinocarvéol 1120 | 1651 0,5 0,2 0,3 0,2 0,3 0,4 0,1 0,6 0,3 0,4 0,1 0,1 0,1
Trans-verbénol 1125 | 1674 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1 0,6 0,1 0,9 0,4 0,8 0,1 0,1 0,1
Bornéol 1146 | 1696 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr Tr 0,1 02 | - Tr Tr
Terpinéol-4 1159 | 1598 0,5 0,7 0,6 04 04 0,5 0,1 0,2 0,5 0,3 0,3 0,3 0,2
a-Terpinéol 1169 | 1696 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 Tr 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,1
Perrilaldéhyde 1242 | 1784 1,0 0,3 0,5 04 0,3 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 Tr Tr 0,1




Annexes

Acétate de bornyle 1266 | 1576 2,5 15 2,0 1,8 1,6 2,4 0,8 1,1 1,7 1,4 0,9 0,8 1,5
Acétate d’a-terpinyle 1329 | 1691 3,0 32 4,1 3,0 1,8 15 0,6 0,8 2,7 1,6 0,5 0,6 1,5
o-Copaéne 1372 | 1486 0,2 0,2 0,6 0,5 0,3 0,3 0,3 0,1 0,4 0,2 0,1 0,1 0,1
B-Elémene 1384 | 1584 0,2 0,1 0,1 0,1 01 [ - 0,1 Tr 0,2 0,1 0,2 Tr 0,1
Sibéréne 1396 | 1545 0,3 0,2 0,8 0,8 0,4 0,4 0,4 0,1 0,6 0,3 0,1 0,1 0,3
(E)-p-Caryophylléne 1413 | 1591 4,0 3,0 0,4 4,6 35 0,1 0,1 0,1 4,7 0,6 0,3 0,6 1,1
a-Humuléne 1446 | 1662 1,1 0,8 0,1 1,3 I E— Tr Tr 1,2 0,2 0,1 0,2 1,6
y-Muuroléne 1466 | 1681 Tr 0,1 0,2 Tr Tr Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr Tr [ -
Germacrene D 1472 | 1702 0,4 1,7 3,3 1,0 1,4 1,0 2,2 1,4 3,4 1,4 15 15 0,7
y-Cadinéne 1502 | 1752 0,2 1,3 0,9 0,4 1,0 0,8 11 1,6 0,6 1,6 0,4 0,4 0,4
5-Cadingéne 1510 | 1750 0,1 0,1 0,7 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,5 0,2 0,1 0,1 0,1
a-Cadinéne 1525 | 1780 | -------- Tr 01 | ---—---- Tr Tr Tr 0,1 Tr 01 | ---—--—-- Tr | -----—---
Oxyde de caryophylléne | 1565 | 1974 2,7 0,6 0,1 0,9 0,7 Tr Tr 0,1 0,8 01 | ---—--- Tr 0,1
Epi-Cubénol 1611 | 2056 0,3 0,1 0,6 0,6 0,3 0,2 0,1 Tr 0,3 0,1 Tr | - 0,1
t-Cadinol 1620 | 2162 Tr 0,2 0,4 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 Tr Tr Tr
(2)-Biforméne 1971 | 2312 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1
(E)-Biformene 1997 | 2357 0,2 0,4 0,3 0,4 0,4 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 Tr Tr 0,1
Total (%) 95,0 96,1 92,9 96,7 97,1 97,1 98,5 96,0 96,8 91,4 990 99,0 | 988
Annexe 3 : Composition chimique des huiles essentielles de 40 échantillons de cones de Tetraclinis articulata
récoltés dans huit stations (Suite)
Stations Sebdou Beni Khellad Ghazaouet
Composés Ird IrP S 29 S 30 BK 31 BK 32 BK 33 BK 34 BK 35 G 36 G 37 G38 | G39 G 40
Tricycléne 918 | 1016 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2
a-Pinéne 929 | 1016 58,8 68,4 56,0 62,5 61,0 64,9 62,5 50,9 61,0 58,8 62,4 55,0
Camphéne 941 | 1063 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Sabinéne 962 | 1121 038 05 0,6 0,6 0,7 0,7 0,7 0,38 0,7 0,38 0,38 0,38
B-Pinéne 968 | 1110 1,6 1,7 1,5 1,8 1,7 1,6 1,4 1,7 1,5 1,6 1,6 13
Myrcéne 978 | 1159 3,7 1,7 2,8 4,1 35 4,3 5,7 10,1 3.9 9,1 2,9 2,1
3-3-Caréne 1003 | 1147 0,3 0,2 0,2 0,2 0,4 0,2 0,3 05 0,4 0,6 0,1 0,4
a-Terpingne 1006 | 1179 0,1 Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
p-Cyméne 1009 | 1269 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Limonéne 1019 | 1200 17,3 7,5 15,6 16,4 17,1 17,3 18,7 21,9 17,9 16,6 20,6 21,6
S-Phellandréne 1019 | 1209 0,3 0,2 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 05 0,3 0,4 0,3 0,2
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y-Terpinéne 1046 | 1243 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
Terpinoléne 1076 | 1281 0,8 0,4 0,6 0,5 0,6 0,6 0,6 1,0 0,6 0,8 0,6 0,5
a-Campholénal 1102 | 1489 0,2 2,4 1,6 0,4 1,0 0,2 0,1 0,2 0,5 0,2 0,5 1,1
Camphre 1118 | 1514 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,5
Trans-pinocarvéol 1120 | 1651 0,1 1,2 0,7 0,3 0,6 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 0,2 0,7
Trans-verbénol 1125 | 1674 0,1 0,5 0,9 0,3 0,5 0,1 Tr 0,1 0,4 0,1 0,2 1,0
Bornéol 1146 | 1996 Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr 0,1 Tr Tr 0,1 Tr
Terpinéol-4 1159 | 1598 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 0,3 0,5 0,3 0,4 0,4 0,6
a-Terpinéol 1169 | 1996 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Perrilaldéhyde 1242 | 1784 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 0,1 Tr 0,1 0,2 0,1
Acétate de bornyle 1266 | 1576 1,9 2,0 1,7 1,8 1,4 0,9 0,9 1,7 0,9 1,1 0,7 1,1
Acétate d’a-terpinyle 1329 | 1691 2,5 2,3 1,7 1,2 1,4 0,9 1,2 2,3 1,3 1,9 15 2,0
a-Copaene 1372 | 1486 01 | -—-—---- 0,5 0,2 0,2 0,2 0,3 0,7 0,3 0,1 0,2 0,1
S-Eléméne 1384 | 1584 01 | --—----- 0,1 Tr Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 Tr Tr | -
Sibéréne 1396 | 1545 01 | -—-—---- 0,7 0,3 0,4 0,4 0,4 1,0 0,4 0,1 0,3 0,1
(E)-p-Caryophylléne 1413 | 1591 0,7 1,1 2,9 1,2 1,4 1,2 0,1 0,3 2,3 1,5 1,2 2,6
a-Humuléne 1446 | 1662 0,4 0,5 0,8 0,4 0,5 0,3 Tr 0,1 0,6 0,4 0,3 0,7
y-Muuroléne 1466 | 1681 01 | -—--—--- Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr Tr | -
Germacrene D 1472 | 1702 2,7 0,4 1,2 0,9 1,1 1,8 2,0 1,7 1,9 1,1 0,8 0,1
y-Cadinéne 1502 | 1752 1,8 0,1 0,5 0,9 0,5 1,0 1,3 0,2 0,2 0,6 0,5 0,1
8-Cadinene 1510 | 1750 0,3 0,1 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,4 0,4 0,1 0,1 Tr
a-Cadinéne 1525 | 1780 01 | ----—--- Tr Tr Tr Tr Tr | seem | e Tr | —m | e
Oxyde de caryophylléne 1565 | 1974 0,2 0,6 1,1 0,3 0,4 0,1 Tr Tr 0,3 0,2 0,3 1,6
Epi-Cubénol 1611 | 2056 01 | -—--—--- 0,4 0,1 0,2 0,1 0,2 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1
t-cadinol 1620 | 2162 03 | -------- 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 Tr Tr 0,1 01 | ----—--—--
(2)-Biformene 1971 | 2312 0,2 0,2 Tr Tr Tr 0,1 Tr Tr | - 0,1 0,2 0,1
(E)-Biforméne 1997 | 2357 0,4 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 Tr 0,1 Tr 0,1 0,1 0,1
Total (%) 97,8 94,1 95,0 97,1 97,1 99,0 98,8 98,8 98,1 98,3 98,6 95,7
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Annexe 4 : Chromatogramme de I’huile essentielle des parties aériennes de I’échantillon Sab45 de

Tetraclinis articulata sur une colonne apolaire
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Annexe 5 : Chromatogramme de I'huile essentielle des parties aériennes de I’échantillon Sab45 de

Tetraclinis articulatasur une colonne polaire
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Annexe 6 : Chromatogramme de I'huile essentielle des cbnes de I’échantillon Sab6 de Tetaclinis
articulata sur une colonne apolaire
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Annexe 7 : Chromatogramme de I'huile essentielle des cones de I’échantillon Sab6 de Tetaclinis
articulata sur une colonne polaire
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Annexe 8 : Spectre RMN 2C de I’huile essentielle des parties aériennes de 1’échantillon Sab45 de

Tetraclinis articulata

FT140710
Tetraclinia articulata TAE3 Sab
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BA BA
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125 115 105 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40
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P : Pinéne ; C : Camphre ; AB : Acétate de bornyle

Déplacements chimiques des composés majoritaires suivants :
a-Pinéne (23,6%) : 144,53 ; 116,04 ; 47,07 ; 40,77 ; 37,99 ; 31,48 ; 31,28 ; 26,38 ; 22,99 ; 20,81
Camphre (17,3%) : 57,66 ; 46,81 ; 43,33 ; 43,10; 29 ,95; 19,80 ; 19,17 ; 9,26
Acétate de bornyle (20,7%) : 171,49 ;79,90 ; 48,71 ; 47,79 ; 44,92 ; 36,78 ; 28,05 ; 27,09 ; 21,31 ;

19,73 ; 18,85 ; 13,49
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Annexe 9 : Spectre RMN C de ’huile essentielle des parties aériennes de I’échantillon Sab6 de
Tetraclinis articulata
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Déplacements chimiques des composés majoritaires suivants :

a-Pinene (62,4%) : 144,52 ; 116,04 ; 47,04 ; 40,74 ; 37,98 ; 31,47 ; 31,28 ; 26,36 ; 23,00 ; 20,81
Myrceéne (11,6%0) : 146,16 ; 139,01 ; 131,76 ; 124,13 ; 115,64 ; 113,03 ; 31,43 ; 26,74 ; 25,70 ; 17,70
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Annexe 10 : Spectre RMN 3C de I’huile essentielle des parties aériennes de I’échantillon G40 de
Tetraclinis articulata
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Déplacements chimiques des composés majoritaires suivants :

a-Pinene (55,0%) : 144,52 ; 116,04 ; 47,04 ; 40,74 ; 37,98 ; 31,47 ; 31,27 ; 26,36 ; 23,00 ; 20,81
Limonéne (21,6%) : 150,24 ; 133,73 ; 120,66 ; 108,39 ; 41,10 ; 30,82 ; 30,61 ; 27,93 ; 23,48 ; 20,81
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Valorisation des travaux de la thése

Les travaux exposés dans ce manuscrit ont fait I’objet de deux articles internationaux
publiés dans la revue suivante : Natural Product Communications, journal indexé et
reconnu avec un comité de lecture international. Ces travaux ont également été valorisés

scientifiguement par des communications affichées.

> Publications scientifiques dans une revue a comite de lecture

M. Boussaid, C. Bekhechi, F. Beddou, D. Chabane Sari, A. Bighelli, J. Casanova and F.
Tomi (2015) Chemical Variability of the Essential Oil Isolated from Aerial Parts of
Tetraclinis articulata from North-Western Algeria. Natural Product Communications, 10 :
1447-1452.

M. Boussaid, C. Bekhechi, F. Atik-Bekkara, M. Paoli, J. Casanova and F. Tomi (2016)
Composition and Chemical Variability of the Cone Qil from Algerian Tetraclinis articulata.
Natural Product Communications, 11: 1167-1170.

» Communications par affiche

IVé™e congrés international de Biotechnologie et valorisation des bio-ressources (AT-
BVBR), du 24 au 27 mars 2016, Hammamet, Tunisie

Boussaid M., Bekhechi C., Beddou F., Chabane Sari D., Bighelli A., Casanova J., Tomi F.

« Variabilité chimique de I’huile essentielle des parties aériennes de Tetraclinis articulata du

nord-ouest algérien »

6" International Congress of Aromatic and Medicinal Plants (CIPAM 2016), du 29 mai
au 01 juin, Vila Galé Hotel Coimbra, Portugal

Boussaid M., Bekhechi C., Atik-Bekkara F., Beddou F., Chabane Sari D., Bighelli A.,
Casanova J., Tomi F.

« Composition and chemical variability of the leaf and cone oil from Algerian Tetraclinis

articulata »
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The objective was to investigate the yield and chemical composition of 50 essential oil samples isolated from leaves and flowers of Tetraclinis articulata
harvested in eight locations (coastal township and highlands) of Tlemcen Province (North-Western Algeria). Essential oil yields varied drastically from sample
to sample (0.03 to 0.86%, w/w). No direct correlation was observed between the yield and the altitude of the harvest areas. The oils consisted mainly of
monoterpenes: o-pinene (9.2-56.5%), bornyl acetate (1.2-45.1%), camphor (0.5-40.3%), borneol (0.2-12.9%), limonene (3.6-12.5%), and myrcene (1.6-9.7%).
Sesquiterpenes were represented by germacrene D (up to 14.2%) and (E)-B-caryophyllene (up to 13.3%). PCA analysis of the data allowed the distinction of
two groups within the samples. The composition of group I (9 samples) was dominated by camphor, (Mean = 30.9%) followed by a-pinene (M = 19.1%) and
bornyl acetate (M = 11.4%). Group II was divided into two sub-groups. Samples of sub-group IIA (8 samples) contained mainly o-pinene (M = 45.4%).
Samples of the largest group IIB (33 samples) were characterized by similar contents of a-pinene (M = 28.2%) and bornyl acetate (M = 24.5%) and the

occurrence of camphor to a lesser extent (M = 10.0%).

Keywords: Tetraclinis articulata, Cupressaceae, Essential oil composition, Yield variability, Chemical variability, >C NMR, Statistical analysis.

Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Cupressaceae family), also
known as Callitris quadrivalvis Vent. or C. articulata (Vahl) Link,
is widespread in North Africa, although it is also found on the coast
of southeastern Spain (region of Cartagena, where only a tiny relict
population remains) and in Malta (where it is endangered) [1,2]. In
Morocco, it is present from the north of Rif to Anti-Atlas and in the
region of Ifni. In Tunisia, it is found between Bizerte and Zaghouan.
In Algeria, it is present in some isolated stations to the west of
Algiers, but overall it is widespread in the northwestern part of the
country and particularly in Tlemcen Province [2]. Therefore, the
valorization of this plant may be undertaken under various aspects,
including the industrial production of essential oil.

T. articulata is a shrub or a small tree. The branches are flattened,
green and articulated. The leaves are arranged in opposite decussate
pairs, forming apparent whorls of four. The cones are glaucous,
pruinose and tetragonal [1]. T. articulata, commonly known as
“Ahrar” [1], has been used in folk medicine against respiratory and
intestinal infections, gastric pains, hypertension and diarrhea, and to
treat fever (leaves, aerial parts). It has been used as a diuretic,
antipyretic, anti-rheumatic and oral hypoglycemic [3-5]. In parallel,
various biological activities have been reported for extracts and
essential oils (seeds, leaves, aerial parts) such as cytotoxic [6-8],
vasorelaxant [9], antimicrobial [10-20], antioxidant and anti-
inflammatory activities [21,22].

The essential oil of T. articulata is obtained by hydrodistillation of
different parts of the plant (leaves, twigs, branches, cones, roots,
wood and sawdust) and its composition has been widely
investigated. Results are summarized in Table 1:

- Concerning the composition of Moroccan wood sawdust, two
types of essential oils could be distinguished: those whose
composition is dominated by oxygenated sesquiterpenes [23,24] and

those whose composition exhibited a phenol derivative among the
main components [17,18,25,34].

- A cone oil sample and a seed oil sample from Malta contained
mainly o-pinene and limonene [26], while Tunisian cone oil
contained various components at appreciable contents [27]. The
composition of a root oil sample from Tunisia was largely
dominated by camphene [27].

- The composition of twig and branch oils of T articulata differed
from country to country. Moroccan oils contained mainly a-pinene
and limonene [10,28]. Woody and non-woody oils of Maltese
origin, isolated from terminal branches, differed slightly in their
contents of a-pinene, bornyl acetate and camphor [26]. In contrast,
Tunisian woody and non-woody oil samples from terminal branches
exhibited substantially different compositions [27].

- Various works reported on the composition of 7. articulata leaf
oils. All the investigated oil samples were characterized by the
occurrence of monoterpenes as major components. However,
several compositions were observed with respect to the contents of
the three principal components, mainly a-pinene, camphor and
bornyl acetate [11,24,28,30,31]. A needle oil sample from Canada
contained also 3-carene and B-myrcene among major constituents
[29]. A Tunisian oil sample (as well as the SFE extract) displayed a
high content of linalyl acetate beside a-pinene [32].

Concerning T. articulata growing wild in Algeria, the composition
of few essential oil samples have been reported. Two cone oil
samples were characterized by a high content of a-pinene, followed
by limonene [19], as already found in Malta [26]. Algerian T.
articulata leaf oil contained high to fair amounts of bornyl acetate,
a-pinene and camphor [19,22] and more scarcely borneol [33].

Finally, T. articulata leaf oils isolated from leaves collected in the
Province of Tlemcen (Western Algeria) exhibited a similar
behavior.
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Table 1: Chemical compositions of Tetraclinis articulata essential oils (literature).

Boussaid et al.

Part of the plant Country EM Main components Yield % ref
sawdust Morocco Khemisset HD Acorenol (20.9%), cedrol (17.9%), totarol (8.8%), a-cedrene (8.7%) 1.63 [23]
sawdust Morocco (Aoulouz/Khemisset) HD Carvacrol (21.3-36.4%), a-cedrene (10.1-13.1%) 3.75/1.9 [25]
sawdust Morocco (Essaouira) HD Carvacrol (30.5%), O-methylthymohydroquinone (16.5%), cedrol 25 [34]

(12.1%)
wood Morocco (Oued Cherrat) HD Carvacrol (28.0%), p-methoxythymol (22.1%), thymohydroquinone 2.0 [4]
(16.1%), cedrol (7.2%)
wood Morocco HD 2,5-Dimethoxyacetophenone (22.5%), B-acorenol (20.4%), cedrol 1.25 [17]
(12.2%)
wood Morocco (Oulmes) HD Cedrene (22.7%), thymol (21.6%), 3-fbutyl-4-Methoxyphenol (19.0%) 2.0 [18]
wood Morocco (Tetouan) HD Cedrol (28.2%), 1,7-di-epi-cedrol (17.9%) 1.3 [24]
root Tunisia HD Camphene (70.2%) 0.09 [27]
cone Malta (Msida) a-Pinene (68.2%), limonene (16.6%) 0.31 [26]
cone Tunisia HD p-Cymen-8-ol (10.4%), B-phellandrene (8.1%) 0.05 [27]
cone Algeria (Blida/Tipaza) HD a-Pinene (57.5%/75.0%), limonene (20.9%/10.6%) 0.8/1.6 [19]
seed Malta (Msida) a-Pinene (46.3%), limonene (25.3%) 0.55 [26]
twig Morocco (Oued Cherrat) HD Bornyl acetate (30.5%), camphor (18.6%), borneol (10.2%) 0.25 [4]
twig Morocco (Essaouira) HD a-Pinene (37.2%), limonene (23.3%) 0.32 [28]
branch Morocco (Khemisset) HD a-Pinene (30.2%), limonene (22.3%), widdrol (5.4%), bornyl acetate 0.41 [10]
(4.8%)
branch (woody) Malta (Msida) a-Pinene (31.0%), bornyl acetate (19.1%), camphor (18.1%) 1.53 [26]
branch (non woody)  Malta (Msida) a-Pinene (46.4%), bornyl acetate (19.9%), camphor (7.3%) 1.20 [26]
branch (woody) Tunisia HD Camphene (43.2%), (Z)-p-ocimene (11.7%) 0.13 [27]
branch (non woody)  Tunisia HD Muurolene (29.0%), 4,6-dimethyloctane -3,5-dione (22.4%) 0.22 [27].
leaves Canada (Toronto) HS-SPME a-Pinene (32.7%), 3-carene (18.3%) B-myrcene (11.7%), bornyl acetate - [29]
(5.9%)
leaves Morocco (Khemisset) HD Bornyl acetate (30.7%), a-pinene (23.5%), camphor (17.3%) 0.22 [11]
leaves Morocco (Khemisset) HD Bornyl acetate (30.6%), camphor (18.6%), a-pinene (16.8%) 0.22 [23]
leaves Morocco (Essaouira) HD Camphor (31.6%), bornyl acetate (25.4%) 0.22 [28]
Leaves (fresh/dried) ~ Morocco (Marrakech) SD a-Pinene (41.0%/23.0%), bornyl acetate (20.6%/36.4%) 0.06/0.28 [30]
leaves Morocco (Tetouan) HD Camphor (19.1%), bornyl acetate (16.5%), borneol (9.6%) 0.70 [24]
leaves Tunisia (Bou Kornine) HD Bornyl acetate (31.4%), a-pinene (24.5%), camphor (20.3%) 0.11 [31]
leaves Tunisia (Cap Bon) HD a-Pinene (24.9%), linalyl acetate (21.4%) 0.06 [32]
leaves Tunisia (Cap Bon) SFE (90/ a-Pinene (31.3/0/0%), linalyl acetate (18.2/1.7/0%), alloaromadendrene 0.16/0.19/ [32]
280/1000 (7.6/1.4/0%), palmitic acid (0/3.0/36.2%) 0.25
bars)
leaves Algeria (Tipaza) HD Bornyl acetate (59.2%), a-pinene (19.8%) 0.65 [19]
leaves Algeria (Blida) HD Bornyl acetate (40.2%), a-pinene (24.9%) 0.4 [19]
leaves Algeria (Ain Defla) HD Bornyl acetate (24.4%), a-pinene (23.6%), camphor (18.3%) 0.56 [22]
leaves Algeria (Ain Defla) MAHD Bornyl acetate (32.4%), a-pinene (12.5%), camphor (21.4%) 0.54 [22]
leaves Algeria (El Hagaiba, Sidi Bel Abbes) HD Camphor (26.7%), bornyl acetate (25.8%), borneol (12.9%) 0.75 [33]
leaves Algeria (Frenda, Tiaret), HD Camphor (23.4%), bornyl acetate (24.6%), borneol (6.6%), a-pinene 0.35 [33]
(11.3%)
leaves Algeria (Ghazaouet, Tlemcen) HD Bornyl acetate (52.1%), camphor (2.1%) 0.33 [15]
leaves Algeria (Ouled Mimoun, Tlemcen), HD Camphor (31.6%), bornyl acetate (17.1%), borneol (14.3%), 0.78 [33]
Aerial parts Algeria (Oujlida, Tlemcen) HD a-Pinene (32.0%), cedrol (11.0%), 3-3-carene (9.6%) 0.31 [20]

EM = Extraction method; HD = Hydrodistillation; SD = Steam distillation; SFE = Supercritical Fluid Extraction; HS-SPME = Head Space-Solid Phase Micro Extraction; MAHD = microwave-

assisted hydrodistillation;

Leaves of T. articulata collected at Ghazaouet yielded an essential
oil characterized by a high content of bornyl acetate, a very low
amount of camphor, and the absence of a-pinene [15]. Camphor and
bornyl acetate were the major components of an essential oil sample
from Ouled Mimoun, accompanied by borneol [33]. Finally, a quite
different composition was observed for another essential oil sample
isolated from aerial parts in Oujlida, dominated by o-pinene beside
cedrol and &-3-carene, while the content of bornyl acetate was
significantly lower and camphor was totally absent [20].

From this overview of the literature two points should be
highlighted: i) the composition of 7. articulata essential oil has
been widely investigated and various compositions have been
reported for essential oils isolated from different parts of the plant;
moreover, the contents of major components varied drastically from
sample to sample; ii) In contrast, all the investigations concerned
the analysis of only one or two oil samples (for every part of
the plant) and therefore, the composition is not representative of
T. articulata essential oil of a given country. This is particularly
important for leaf oil, which is the more appropriate for industrial
purposes, as leaves are a sustainable resource. So, the purpose of the
present study was to characterize the essential oil isolated from
aerial parts (leaves and flowers) of 7. articulata growing wild in the
Province of Tlemcen (Algeria) where this plant is widespread. For
that purpose, fifty oil samples have been isolated from plants
harvested in eight locations and analyzed. The 50 compositions
have been submitted to statistical analysis in order to determine if

T. articulata produces homogeneous oil or if there is evidence of
chemical variability. We will first report on the detailed analysis of
one essential oil sample that has been carried out by a combination
of chromatographic and spectroscopic techniques and then on the
statistical analysis.

Chemical composition of a selected oil sample: Sample 45 was
submitted to GC on two columns of different polarity ([GC(RI)].
The compounds were characterized from their retention indices and
13C NMR spectra, following a method developed in our laboratory
[35-36]. In total, 35 compounds were identified, accounting for
97.5% of the whole composition (Table 2). Identification of 17 out
of 35 components was ensured by C NMR in that sample.
Moreover, six other samples have been analyzed by GC(RI) and *C
NMR and the identification of five other constituents has been
confirmed by NMR. The composition of sample 45 was dominated
by a-pinene (23.6%) bornyl acetate (20.7%) and camphor (17.3%).
Limonene (9.5%), myrcene (3.8%) and camphene (1.1%) were the
other monoterpene hydrocarbons present in appreciable contents.
Major oxygenated monoterpenes were represented by borneol
(2.7%), o-terpinyl acetate (1.5%) and camphene hydrate (0.9%).
The most important sesquiterpene hydrocarbons were: (E)-B-
caryophyllene (4.7%), a-humulene (1.3%) and germacrene D
(1.1%). Finally, caryophyllene oxide (2.3%) was the major
oxygenated sesquiterpene.
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Table 2: Chemical composition of an essential oil sample from leaves and flowers of
Tetraclinis articulata.

Compounds *) RI,) RI,) (%) Identification mode
Tricyclene 922 1015 0.7 RI, MS, "C NMR
a-Pinene 932 1015 23.6 RI, MS, "C NMR
Camphene 945 1065 1.1 RI, MS, "C NMR
Sabinene 966 1123 0.4 RI, MS
B-Pinene 972 112 07 RI, MS, °C NMR
Myrcene 982 1161 3.8 RI, MS, "C NMR
§-3-Carene 1006 1149  Tr RI, MS
a-Terpinene 1010 1181 02 RI, MS
p-Cymene 1013 1271 02 RI, MS, °C NMR
Limonene 1023 1202 9.5 RI, MS, "C NMR
(E)-p-Ocimene 1037 1250 Tr RI, MS
v-Terpinene 1049 1245 0.4 RI, MS
p-Cymenene 1074 1436 0.1 RI, MS
Terpinolene 1080 1283 0.4 RI, MS
a-Campholenal 1105 1488 0.3 RI, MS
Camphor 1123 1514 173 RI, MS, "C NMR
trans-Verbenol 1124 1680 0.1 RI, MS
Camphene hydrate 1133 1591 0.9 RI, MS, "C NMR
Borneol 1150 1694 2.7 RI, MS, "C NMR
Terpineol-4 1162 1597 0.8 RI, MS, "C NMR
a-Terpineol 1173 1691 0.3 RL, MS
Bornyl acetate 1271 1579 20.7 RI, MS, “C NMR
a-Terpinyl acetate 1333 1691 15 RI, MS, "C NMR
a-Copaene 1377 1491 03 RI, MS, "C NMR
(E)-B-Caryophyllene 1419 1595 47 RI, MS, "C NMR
a-Humulene 1451 1665 1.3 RI, MS, "C NMR
y-Muurolene 1471 1684 0.1 RI, MS, *C NMR
Germacrene D 1477 1704 1.1 RI, MS, “C NMR
o-Muurolene 1494 1723 Tr RI, MS
y-Cadinene 1507 1753 0.8 RI, MS, *C NMR
5-Cadinene 1515 1755 0.2 RI, MS, "C NMR
Caryophyllene oxide 1571 1976 2.3 RI, MS, "C NMR
Humulene oxide 1595 2032 0.5 RI, MS,
epi-Cubenol 1616 2057 0.4 RI, MS, *C NMR
t-Cadinol 1626 2162 0.1 RI, MS
Monoterpene hydrocarbons 41.1
Oxygenated monoterpenes 44.6
Sesquiterpene hydrocarbons 8.5
Oxygenated sesquiterpenes 33
Total (%) 97.5

%) Order of elution and percentages are given on apolar column (BP-1). °) Rl
Retention indices measured on apolar column. €) RI,: Retention indices measured on
polar column. Tr: Trace. *C NMR (italic): components identified by NMR in one or
more of the six other oil samples analyzed by NMR.

Chemical variability. Fifty samples of essential oil were obtained
by water-distillation of leaves and flowers from individual plants of
T. articulata collected in eight locations in Tlemcen Province, from
42 m to more than 1210 m in altitude (Figure 1).

Beni Khellad

Tlemcen /AL) Ghizaou:
' A Tlemeen toun
A \
{
1Algeria

A,

g

!
L

Figure 1: Sampling locations of Tetraclinis articulata from Tlemcen Province. Coastal
township : Honaine, Beni Khellad, Souk Tlata, Ghazaouet; Highlands : Ain Kebira,
Sebdou, Ouled Mimoun, Sabra

Table 3: Yields (%) of the essential oils isolated from leaves and flowers of Tetraclinis
articulata harvested in Tlemcen Province.

Essential oil yield

Location of harvest Altitude Mean+SD (%) Min (%) Max (%)
Ghazaouet 42 0.30+0.25 0.04 0.75
Honaine 165 0.42+0.11 0.26 0.52
Beni Khellad 408 0.51+0.22 0.20 0.86
Sabra 495 0.13+0.10 0.03 0.30
Souk Tlata 497 0.31+0.22 0.10 0.64
Ouled Mimoun 768 0.17+0.11 0.10 0.35
Ain Kebira 779 0.31+0.10 0.15 0.45
Sebdou 1210 0.20+0.11 0.10 0.34

SD : standard deviation, Min : minimum, Max : maximum
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Figure 2: Dendrogram obtained from the cluster analysis of 50 samples of Tetraclinis
articulata leaf oil from Tlemcen Province (Algeria).
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Figure 3: PCA scatterplot of 50 essential oil samples of Tetraclinis articulata from
Tlemcen Province (Algeria).

The essential oil yields (w/w) calculated from dry material, varied
drastically from sample to sample, ranging between 0.03 to 0.86%,
even within a location (0.04%-0.75% in Ghazaouet, for instance)
(Table 3). According to these results, there is no direct relation
between the yield of essential oil and altitude. Indeed, similar yield
mean values (around 0.30%) have been calculated for Ghazaouet
(42 m), Souk Tlata (497 m) and Ain Kebira (779 m). The highest
mean yields were obtained for Honaine (165 m, 0.42%) and Beni
Khellad (408 m, 0.51%). In contrast, two stations located at the
same altitude (Sabra, 495 m and Souk Tlata, 497 m) exhibited very
different yield mean values (0.13% and 0.31%). With the objective
of industrial production, it could be suggested that plants harvested
from 40 to 400 m produced more oil (yield = 0.30-0.51%) than
those collected in the highlands (500-1200 m, yield = 0.13-0.31%).

All 50 samples were submitted to GC(FID) analysis and retention
indices (RIs) of individual components were measured on two
columns of different polarity. Among them, 7 samples, selected on
the basis of their chromatographic profile, were also analyzed by
13C NMR. In total, 35 components and accounting for 94.8 —-99.1%
of the whole oil composition, were identified in the 50 oil samples
and they were taken into account in the statistical analysis.
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Table 4: Chemical variability of Tetraclinis articulata essential oil isolated from leaves and flowers: Main components of 50 samples.

Constituents Group I (9 samples) Group II (41 samples)
Sub-group IIA (8 samples) Sub-group IIB (33 samples

Mean SD Min Max Mean SD Min Max Mean SD Min Max
a-Pinene 19.1 7.6 9.2 29.3 454 5.6 40.0 56.5 28.2 6.4 16.0 41.6
Myrcene 34 1.5 1.8 6.0 3.9 2.4 22 9.7 4.3 2.0 1.6 8.7
Limonene 7.3 2.6 3.6 11.7 6.8 2.7 4.2 12.1 7.6 2.1 4.5 12.5
Camphor 30.9 4.2 26.0 40.3 4.0 3.8 0.5 12.7 10.0 6.0 1.6 22.6
Borneol 6.2 4.1 0.9 12.9 1.1 1.2 0.2 3.9 2.5 2.0 0.5 7.0
Bornyl acetate 114 9.6 1.2 23.6 10.5 4.6 5.3 18.5 24.5 7.7 6.5 45.1
(E)-B-Caryophyllene 1.2 0.6 0.6 2.4 6.3 2.3 2.5 9.6 3.8 2.9 0.0 133
Germacrene D 0.4 0.4 0.0 1.3 5.1 4.7 0.2 14.2 2.4 2.7 0.1 12.2

Main components of 50 samples: mean value (Mean), standard deviation (SD), minimum content (Min) and maximum content (Max)

Monoterpenes were the main constituents of all samples (57.1-
95.4%). However, the concentration of the three major components
varied drastically from sample to sample; a-pinene (9.2-56.5%),
camphor (0.5-40.3%) and bornyl acetate (1.2-45.1%) (Table 4).
Other monoterpenes present in appreciable contents were myrcene
(up to 9.7%), limonene (up to 12.5%) and borneol (up to
12.9%).The main sesquiterpenes detected were (E)-B-caryophyllene
(up to 13.3%) and germacrene D (up to 14.2%). The eight major
components are reported in Table 4. A combination of hierarchical
clustering dendrogram (Fig. 2) and principal components analysis
(PCA) (Figure 3), in which the plan defined by the two first axes
described 89.5% of the total variance of the population, suggested
the existence of two principal groups, which were distinguished on
the basis of a-pinene, camphor and bornyl acetate contents. In
parallel, group II was divided into two subgroups IIA and IIB.

The samples of group I (9 of 50 samples) were characterized by a
high content of camphor [Mean (SD): 30.9% (4.2); Min-Max: 26.0-
40.3%)], followed by a-pinene [19.1% (7.6); 9.2-29.3%] and bornyl
acetate [11.4% (9.6); 1.2-23.6%]. Limonene [7.3% (2.6); 3.6-
11.7%] and borneol [6.2% (4.1); 0.9-12.9%] were the other
components present in appreciable contents. In this group, several
sesquiterpene hydrocarbons, such as (E)-p-caryophyllene [1.2%
(0.6); 0.6-2.4%)] and germacrene D [0.4% (0.4); 0.0-1.3%] were
present in low amounts. With respect to the contents of a-pinene,
camphor and bornyl acetate, group II could be divided into two
subgroups. Subgroup IIA (8 of 50 samples) was characterized by a
very high content of a-pinene [45.4% (5.6); 40.0-56.5%], followed
by bornyl acetate [10.5% (4.6); 5.3-18.5%]. We note also the
occurrence of germacrene D [5.1% (4.7); 0.2-14.2%]. This
subgroup exhibited comparable proportions of limonene [6.8%
(2.7); 4.2-12.1%], camphor [4.0% (3.8); 0.5-12.7%], myrcene
[3.9% (2.4); 2.2-9.7%] and (E)-B-caryophyllene [6.3% (2.3); 2.5-
9.6%], all present in appreciable amounts. In contrast, low
proportions of borneol were detected [1.1% (1.2); 0.2-3.9%].
Subgroup IIB, the most important (33 of 50 samples), was
characterized by high contents of o-pinene [28.2% (6.4); 16.0-
41.6%] and bornyl acetate [24.5% (7.7); 6.5-45.1%], accompanied
to a lesser extent by camphor [10.0% (6.0); 1.6-22.6%] and
limonene [7.6% (2.1); 4.5-12.5%]. The other important components
were myrcene, borneol, (E)-p-caryophyllene and germacrene D.

Taking into account the compositions of the investigated 50 oil
samples, and the results of the statistical analysis, it could be
emphasized that wild 7. articulata from Tlemcen Province is suited
for the industrial production of essential oil. For instance, essential
oil samples with chemical composition similar to that of the main
group have been reported to display antibacterial [11], antioxidant
and anti-inflammatory activities [21,22]. In parallel, the occurrence
of bornyl acetate in appreciable content confers a pleasant odor.
However, with respect to the large diversity observed in the yield of
essential oil, even within a location of harvest, it would be
necessary to select the plants providing the best yields.

From our study, it could be concluded that the essential oil isolated
from aerial parts (leaves and flowers) of T. articulata growing wild
in the Province of Tlemcen (Algeria) exhibited a composition
dominated, for two-thirds of the samples, by a-pinene and bornyl
acetate in comparable amounts. Camphor and limonene were also
present in appreciable amounts. The compositions of the remaining
oil samples were dominated either by a-pinene or by camphor.

Experimental

Plant material: Fifty samples of leaves and flowers of individual
adult trees of Tetraclinis articulata (Vahl) Masters were collected
during the flowering period in March 2014 at different altitudes in
Tlemcen Province (Figure 1): Coastal township : Honaine (samples
1-4), Beni Khellad (samples 17-22), Souk Tlata (samples 23-28),
Ghazaouet (samples 29-35); highlands : Sebdou (samples 5-10),
Ouled Mimoun (samples 11-16), Ain Kebira (samples 36-42) and
Sabra (samples 43-50); Identification of the species was performed
by Pr M. Bouazza (Lab. Ecology and Management of Natural
Ecosystems, Univ. Tlemcen, Algeria). A voucher specimen has
been deposited at the Laboratory of Natural Products (Department
of Biology, University of Tlemcen), under the accession No. C. 46.

Esssential oil distillation: Crushed leaves and flowers were
submitted to hydrodistillation for 2.5 h using a Clevenger-type
apparatus. Yields have been calculated from dry material.

Analytical GC: GC analyses were performed on a Perkin-Elmer
Clarus 500 gas chromatograph (FID) equipped with two fused silica
capillary columns (50 m x 0.22 mm, 0.25 pum film thickness), BP-1
(polydimethyl siloxane) and BP-20 (polyethylene glycol). The oven
temperature was programmed from 60°C 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: helium (0.8
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 (RI) were
determined relative to the retention times of a series of n-alkanes
with linear interpolation (“Target Compounds” software from
Perkin-Elmer).

GC-MS analysis: The essential oils were analyzed with a Perkin-
Elmer TurboMass detector (quadrupole), directly coupled to a
Perkin-Elmer Autosystem XL equipped with a fused-silica capillary
column (60 m x 0.22 mm id., film thickness 0.25 pm), Rtx-1
(polydimethylsiloxane). Carrier gas, helium at 1 mL/min; split,
1/80; injection volume, 0.2 pL; injector temperature, 250°C; oven
temperature programmed from 60°C to 230°C at 2°C/min and then
held isothermal (45 min); lon source temperature, 150°C; energy
ionisation, 70 eV; electron ionization mass spectra were acquired
over the mass range 35-350 Da.

13C NMR analysis: *C NMR analysis was performed on a Bruker
AVANCE 400 Fourier Transform spectrometer operating at
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100.623 MHz for *C, equipped with a 5 mm probe, in deuterated
chloroform (CDCl3), with all shifts referred to internal
tetramethylsilane (TMS). '*C NMR spectra were recorded with the
following parameters: pulse width (PW), 4 ps (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
from 2 000 — 3 000 for each sample (around 40 mg of oil in 0.5 mL
of CDCl;). Exponential line broadening multiplication (1.0 Hz) of
the free induction decay was applied before Fourier transformation.

Identification of components: 1dentification of the components was
based: (a) on comparison of their GC retention indices (RI) on polar
and apolar columns, determined relative to the retention times of a
series of m-alkanes with linear interpolation (Target Compounds
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software of Perkin-Elmer), with those of authentic compounds (b)
on computer matching with laboratory-made and commercial mass
spectral libraries [35], and (c) on comparison 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 [36].

Data analysis: Principal Components Analysis (PCA) and
Hierarchical clustering (Ward’s method) were performed by Xlstat
(Adinsoft, France).
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Very little is known about the yield and chemical composition of the essential oil isolated from cones of Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Cupressaceae).
In continuation of our on-going work devoted to the valorisation of medicinal and aromatic plants from Tlemcen Province (North-Western Algeria), cones
have been harvested in eight locations (coastal township and highlands) and 40 oil samples have been isolated by hydrodistillation. Six oil samples were
analyzed by a combination of chromatographic [GC(Retention indices)] and spectroscopic techniques (GC-MS, *C NMR). Then, the remaining 34 oil samples
were analyzed by [GC(RI)] and '>C NMR and the 40 compositions were submitted to statistical analysis. Essential oil yields varied substantially from sample
to sample (0.17 to 1.13%, w/w). The cone oils consisted mainly of monoterpenes, with a-pinene (47.1-73.6%) and limonene (6.5-21.9%) being the main
components. (E)-B-Caryophyllene and germacrene D were the major sesquiterpenes. Diterpenes, (Z) and (E)-biformene were identified for the first time in 7.
articulata essential oil. PCA analysis of the data allowed the distinction of two groups, the second group being sub-divided into two sub-groups. Groups and
sub-groups were differentiated with respect to their contents of a-pinene and limonene and, to a lesser extent, of sesquiterpenes.

Keywords: Tetraclinis articulata, Cupressaceae, Cone oil, Essential oil composition, Yield variability, Chemical variability, 13C NMR, Statistical analysis.

Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Cupressaceae family, Therefore, in order to contribute to the valorization of T. articulata

synonyms: C. articulata (Vahl) Link and Callitris quadrivalvis
Vent.) is found in Europe on the coast of southeastern Spain and in
Malta [1,2]. It is widespread in North Africa, in Morocco (from
north of Rif to Anti-Atlas) in Tunisia, (between Bizerte and
Zaghouan) and in Algeria (north-western part of the country and
particularly in Tlemcen Province) [2].

T. articulata, commonly known as “Ahrar”, is a shrub or small tree
with glaucous, pruinose and tetragonal cones [1]. It has been used in
folk medicine [3-5], and various biological activities have been
reported for extracts and essential oils; these have been summarized
in a previous paper [6].

Different parts of 7. articulata (leaves, twigs, branches, cones,
roots, wood and sawdust) produce by hydrodistillation an essential
oil whose composition has been widely investigated. A strong
chemical variability has been observed, depending mainly on the
part of the plant exploited and the country of harvest. In short, leaf
oils contained mainly monoterpenes and in contrast wood oils and
sawdust oils contained more sesquiterpenes and phenylpropanoids.
The various compositions of T. articulata essential oils have been
reviewed in our previous paper [6].

In continuation of our on-going work devoted to the valorization of
aromatic and medicinal plants from Western Algeria [7,8], we
recently investigated the chemical composition of the essential oil
isolated from aerial parts of 7. articulata and we demonstrated the
occurrence of a fair chemical variability. Two main groups have
been distinguished, the composition of the first being dominated
by camphor and a-pinene. Group II was subdivided into two
sub-groups. Samples of sub-group IIA exhibited a high content of
a-pinene. Samples of the largest group, IIB, were characterized by
similar contents of a-pinene and bornyl acetate [6].

under various aspects, including the industrial production of
essential oil, we investigated the chemical composition and the
chemical variability of the essential oil isolated from cones of this
plant growing wild in Western Algeria. Three studies devoted to
T. articulata cone oil showed various compositions depending on
the location of harvest:

- A cone oil sample from Malta contained mainly a-pinene
(68.2%) and limonene (16.6%) [9].

- Tunisian cone oil contained various components in appreciable
amounts p-cymen-8-ol (10.4%), trans-pinocarveol (6.1%), fenchyl
acetate (5.1%) and carvone (5.3%) [10].

- Two Algerian T. articulata cone oil samples have been
investigated, one isolated from cones harvested in Hammam
Melouane (40 km South of Algiers) and one in Tipaza (70 km West
of Algiers). They were characterized by a high content of a-pinene
(57.5% and 75.0%), followed by limonene (20.9% and 10.6%) [11].
Both samples displayed a similarity with cone oils from Malta, but,
in contrast, they differed from Tunisian cone oil.

So, the aim of the present study was to characterize the essential oil
isolated from cones of 7. articulata growing wild in the Province of
Tlemcen (Algeria). For that purpose, forty oil samples have been
isolated from plants harvested in eight locations and analyzed. The
40 compositions have been submitted to statistical analysis in order
to determine if 7. articulata produces homogeneous oil or if there is
evidence of chemical variability.

We will first report on the detailed analysis of six cone oil samples
selected on the basis of their chromatographic profile and carried
out by combination of chromatographic and spectroscopic
techniques (Table 1). Then the results of the statistical analysis will
be developed.
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Table 1: Chemical compositions of selected Tetraclinis articulata cone oils.

Boussaid et al.

b

Compounds® Rla RIp® Sab6 Sab10 AK12 G40 H16 S30 Identification mode
Tricyclene 918 1016 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 RI, MS

o-Pinene 929 1016 62.4 47.1 73.6 55.0 55.9 68.4 RI, MS, "C NMR
Camphene 941 1063 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.4 RI, MS

Sabinene 962 1121 0.8 0.4 0.7 0.8 0.5 0.5 RI, MS, *C NMR
B-Pinene 968 1110 2.0 1.6 1.8 1.3 1.9 1.7 RI, MS, "C NMR
Myrcene 978 1159 11.6 6.1 48 2.1 42 1.7 RI, MS, *C NMR
5-3-Carene 1003 1147 0.1 0.5 0.4 0.4 0.3 0.2 RI, MS
o-Terpinene 1007 1179 0.1 Tr 0.1 0.1 0.1 Tr RI, MS
p-Cymene 1009 1269 0.1 0.1 0.1 0.2 0.3 0.3 RI, MS
Limonene* 1019 1200 9.2 6.9 8.7 21.6 115 7.5 RI, MS, "C NMR
B-Phellandrene* 1019 1209 0.6 0.4 0.3 0.2 0.4 0.2 RI, MS, *C NMR
y-Terpinene 1046 1243 0.1 0.1 0,1 0.2 0.1 0.1 RL, MS
Terpinolene 1076 1280 0.9 0.5 0.5 0.5 0.5 0.4 RI, MS, °C NMR
a-Campholenal 1102 1488 Tr 0.4 0.5 1.1 0.8 24 RI, MS, "C NMR
Camphor 1118 1514 0.3 0.1 0.2 0.5 0.2 0.1 RI, MS
trans-Pinocarveol 1121 1651 0.1 0.2 0.2 0.7 0.5 1.2 RI, MS, *C NMR
trans-Verbenol 1125 1674 0.1 0.1 0.3 1.0 0.1 0.5 RI, MS, "C NMR
Borneol 1146 1696 0.2 0.1 Tr Tr 0.1 Tr RI, MS
Terpinen-4-ol 1158 1598 0.2 0.2 0.2 0.6 0.5 0.3 RI, MS, "C NMR
o-Terpineol 1169 1696 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.2 RI, MS
Perrilaldehyde 1242 1784 0.1 0.2 Tr 0.1 1.0 0.1 RI, MS, C NMR
Bornyl acetate 1266 1576 1.1 2.4 0.8 1.1 25 2.0 RI, MS, °C NMR
o-Terpinyl acetate 1329 1692 1.4 2.1 0.8 2.0 3.0 23 RI, MS, *C NMR
a-Copaene 1372 1486 0.2 1.1 0.5 0.1 0.2 - RI, MS, "C NMR
B-Elemene 1384 1585 0.1 0.2 - - 0.2 - RI, MS

Siberene 1396 1545 0.2 1.7 0.8 0.1 0.3 - RI, MS
(E)-B-Caryophyllene 1413 1591 13 6.3 0.3 26 4.0 1.1 RI, MS, °C NMR
o-Humulene 1446 1663 0.4 1.7 0.1 0.7 1.1 0.5 RI, MS, *C NMR
y-Muurolene 1466 1681 0.1 0.2 Tr - Tr - RI, MS
Germacrene D 1472 1702 32 6.1 0.7 0.1 0.4 0.4 RI, MS, *C NMR
y-Cadinene 1502 1752 1.1 3.4 0.5 0.1 0.2 0.1 RI, MS, "C NMR
5-Cadinene 1510 1750 0.2 0.8 0.2 Tr 0.1 0.1 RI, MS, °C NMR
a-Cadinene 1526 1781 Tr 0.2 Tr - - - RI, MS
Caryophyllene oxide 1565 1974 Tr 1.8 Tr 1.6 2.7 0.6 RI, MS, "C NMR
epi-Cubenol 1611 2056 0.1 1.0 0.3 0.1 0.3 - RI, MS, *C NMR
t-Cadinol 1621 2162 0.1 0.6 0.1 - Tr - RI, MS, "C NMR
(Z)-Biformene 1971 2312 Tr 0.8 Tr 0.1 0.2 0.2 RI, MS, °C NMR
(E)-Biformene 1997 2357 Tr 0.6 0.1 0.1 0.2 0.2 RI, MS, "C NMR
Total (%) 99.0 96.5 98.3 95.7 95.0 94.1

%) Order of elution and percentages are given on apolar column (BP-1) except those with an asterisk, percentage on polar (BP-20) column. °) RI,: Retention indices measured on
apolar column. ©) RI,: Retention indices measured on polar column. Tr: Trace. 13C NMR: components identified by NMR at least in one oil sample.

Chemical composition of selected oil samples. ldentification of
individual components was carried out by GC (with retention
indices on two columns of different polarity, RI), by GC-MS and by
BC NMR, following a computerized method developed in our
laboratories [12]. In total, 38 compounds were identified,
accounting for 94.1-99.0% of the whole compositions (Table 1).
Identification of 25 out of 38 components was ensured by C
NMR. The six oil samples contained predominantly monoterpene
hydrocarbons and oxygenated monoterpenes. However, the contents
of the major components (a-pinene, myrcene, limonene) varied
substantially from sample to sample. A few sesquiterpenes were
found in appreciable contents: siberene, (E)-p-caryophyllene, o-
humulene, germacrene D, y-cadinene and caryophyllene oxide.
Finally, two diterpenes have been suggested by MS and their
identification was confirmed by 3C NMR.

Chemical variability. Forty samples of essential oil were obtained
by water-distillation of cones from individual trees of T. articulata
collected in eight locations in Tlemcen Province (altitude 42 m-
1210 m). The yields of cone oil (w/w) calculated from dry material,
varied drastically from sample to sample (0.17-1.13%), although
they were higher than those obtained with aerial parts (0.03-0.86%)
[6]. Large variations were observed within a location, for instance
0.19-0.91% in Souk Tlata and 0.26-1.13% in Sebdou) (Table 2). In
contrast, homogeneity of the mean yield values should be noted
with mean yields comprised between 0.53% and 0.63% for five
locations out of eight.

Table 2: Yields (%) of essential oils isolated from cones of Tetraclinis articulata
harvested in Tlemcen Province.

Essential oil yield

Location of harvest Altitude Mean+SD (%) Min (%) Max (%)
Ghazaouet 42 0.78+0.24 0.53 1.11
Honaine 165 0.24+0.06 0.17 0.34
Beni Khellad 408 0.59+0.10 0.50 0.75
Sabra 495 0.43+0.28 0.23 091
Souk Tlata 497 0.5440.28 0.19 091
Ouled Mimoun 768 0.53+0.12 0.40 0.64
Ain Kebira 779 0.5940.19 0.33 0.86
Sebdou 1210 0.63+0.43 0.26 1.13

SD : standard deviation, Min : minimum, Max : maximum

The 34 remaining cone oil samples were submitted to GC(FID)
analysis and retention indices (RIs) of individual components were
measured on two columns of different polarity. The 38 components,
accounting for 91.4-99.0% of the whole oil compositions were
taken into account in the statistical analysis. Monoterpenes were the
main constituents of all samples. However, the concentration of the
two major components varied substantially from sample to sample;
a-pinene (47.1-73.6%) and limonene (6.5-21.9%) (Table 3). In
agreement with the five compositions previously described myrcene
(up to 11.6%) was the other monoterpene present in appreciable
content. (E)-B-Caryophyllene (up to 6.3%) and germacrene D (up to
6.1%) were the major sesquiterpenes identified in 7. articulata cone
oil. Concerning diterpenes, (Z) and (E)-biformene reached 0.8% and
0.6%, respectively. The major components are reported in Table 3.

A combination of a hierarchical clustering dendrogram (Figure 1)
and principal components analysis (PCA) (Figure 2), in which the
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Figure 1: Dendrogram obtained from the cluster analysis of 40 samples of Tetraclinis
articulata cone oil from Tlemcen Province (Algeria).

plan defined by the two first axes described 87.65% of the total
variance of the population, suggested the existence of two principal
groups, which were differentiated on the basis of a-pinene,
limonene and myrcene contents. In parallel, group II was divided
into two subgroups IIA and IIB. The samples of group I (14 of 40
samples) were characterized by a very high content of a-pinene
[Mean (SD): 69.7% (2.8); Min-Max: 64.0-73.6%)], followed by
limonene [10.6% (2.6); 7.3-15.4%]. Other components were present
in very low content (mean values less than 2%), myrcene excepted
[3.9% (1.2); 1.7-5.6%]. Group II, containing 26 samples, was
characterized by a lower content of o-pinene, although this
component remained the major one. In fact, it should be sub-divided
into two sub-groups, IIA (7 oil samples) and IIB (19 oil samples).
The content of a-pinene [51.9% (3.3); 47.1-56.0%] in samples of
ITA was the lowest observed. As expected, the contents of the other
components increased with respect to those of Group I: limonene
[17.1% (5.0); 6.9-21.9%], o-terpinyl acetate [2.6% (0.8); 1.7-4.1%],
(E)-B-caryophyllene [2.9% (2.1); 0.3-6.3%] and germacrene D
[2.5% (2.0); 0.1-6.1%].
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Figure 2: PCA scatterplot of 40 essential oil samples of Tetraclinis
articulata from Tlemcen Province (Algeria).

Finally, sub-group IIB contained 19 oil samples out of 40. The
contents of a-pinene [61.6% (2.3); 55.9-65.7%] and limonene
[13.9% (4.4); 6.5-20.6%] are located between those of group I and
those of sub-group IIA. The same remark is applicable to
oxygenated monoterpenes and sesquiterpene hydrocarbons.

Considering the two cone oil compositions from T. articulata
growing in the area of Algiers, the first one may be attributed to
group I and the second one to group IIA [11]. The cone oil from
Malta that displayed also a-pinene (68.2%) and limonene (16.6%)
as major components differed from Algerian oils by its high content
of a-terpineol (4.9%) [9]. In contrast, the composition of Tunisian
cone oil (p-cymen-8-ol, 10.4%; trans-pinocarveol, 6.1%; fenchyl
acetate, 5.1% and carvone, 5.3%) differed drastically from those of
all Algerian samples [10].

In conclusion, cones from 7. articulata growing wild in the
Province of Tlemcen (Algeria) produced an essential oil whose
composition is largely dominated by a-pinene, followed by
limonene. However, three types of compositions may be
distinguished, based on the contents of a-pinene and limonene.
Therefore, the 40 oil samples were separated into two groups of

Table 3: Chemical variability of Tetraclinis articulata essential oil isolated from cones: Main components of 40 samples.

Constituents Group I (14 samples) Group II (26 samples)
Sub-group ITA (7 samples) Sub-group 1IB (19 samples)

Mean SD Min Max Mean SD Min Max Mean SD Min Max
a-Pinene 69.7 2.8 64.0 73.6 51.9 33 471 56.0 61.6 2.3 55.9 65.7
B-Pinene 1.8 0.2 1.5 2.5 1.5 0.1 1.3 1.7 1.7 0.2 1.3 2.0
Myrcene 39 1.2 1.7 5.6 44 2.8 2.1 10.1 52 2.5 29 11.6
Limonene 10.6 2.6 7.3 15.4 17.1 5.0 6.9 21.9 13.9 4.4 6.5 20.6
Terpinolene 0.6 0.3 0.3 1.3 0.7 0.2 0.4 1.0 0.6 0.2 0.2 0.9
a-Campholenal 0.7 0.7 0.1 22 0.7 0.5 0.2 1.6 0.5 0.3 0.0 1.1
trans-Pinocarveol 0.4 0.4 0.0 1.2 0.3 0.2 0.1 0.7 0.3 0.2 0.0 0.6
Bornyl acetate 1.2 0.4 0.8 2.0 1.7 0.4 1.1 2.4 1.5 0.5 0.7 2.5
a-Terpinyl acetate 1.0 0.6 0.0 23 2.6 0.8 1.7 4.1 1.7 0.6 0.8 3.0
a-Copaene 0.2 0.2 0.0 0.8 0.5 0.3 0.1 1.1 0.2 0.1 0.1 0.5
Siberene 0.3 0.3 0.0 1.3 0.7 0.5 0.1 1.7 0.4 0.2 0.1 0.8
(E)-B-Caryophyllene 0.5 0.3 0.1 1.1 2.9 2.1 0.3 6.3 1.7 1.6 0.1 5.7
a-Humulene 0.3 0.4 0.0 1.6 0.7 0.6 0.0 1.7 0.5 0.5 0.0 1.9
Germacrene D 12 0.5 0.4 22 2.5 2.0 0.1 6.1 1.6 0.7 0.4 32
y-Cadinene 0.6 0.4 0.1 1.3 1.0 1.1 0.0 3.4 1.0 0.6 0.2 2.0
Caryophyllene oxide 0.2 0.2 0.0 0.7 22 35 0.0 10.0 0.5 0.7 0.0 2.7
epi-Cubenol 0.1 0.1 0.0 0.5 0.4 0.3 0.1 1.0 0.2 0.1 0.0 0.6

Main components of 40 samples: mean value (Mean), standard deviation (SD), minimum content (Min) and maximum content (Max).
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unequal importance, the largest group being fractionated into two
sub-groups. The present results complete harmoniously our
previous results relative to the composition and chemical variability
of leaf oil from Algerian T. articulata. Indeed, the compositions of
cone oils varied substantially from those of aerial parts. It should
also be mentioned the very good yields of cone oil (0.17-1.13%)
compared with the yields obtained for aerial parts (0.03-0.86%) [6].

Experimental

Plant material: Forty samples of cones were collected from
individual adult trees of Tetraclinis articulata in September 2014 at
different altitudes in Tlemcen Province: Coastal township: Souk
Tlata (samples ST1-STS), Honaine (samples H16-H20), Beni
Khellad (samples BK31-BK35), Ghazaouet (samples G36-G40);
highlands: Sabra (samples Sab6-Sabl0); Ain Kebira (samples
AK11-AK15); Ouled Mimoun (samples OM21-OM25) and Sebdou
(samples S26-S30). Identification of the species was performed by
Pr M. Bouazza (Lab. Ecology and Management of Natural
Ecosystems, Univ. Tlemcen, Algeria). A voucher specimen has
been deposited at the Laboratory of Natural Products (Department
of Biology, Univ. Tlemcen, Algeria), under the accession No. C. 46.

Essential oil distillation: Crushed cones were submitted to
hydrodistillation for 2.5 h using a Clevenger-type apparatus. Yields
have been calculated from dry material.

Analytical GC and ¥ C NMR analysis: GC and *C NMR analyses
were performed as previously reported [6].

Boussaid et al.

GC-MS analysis: The essential oils were analyzed with a Perkin-
Elmer TurboMass detector (quadrupole), directly coupled to a
Perkin-Elmer Autosystem equipped with a fused-silica capillary
column (50 m x 0.22 mm id., film thickness 0.25 pm), BP-1
(dimethylpolysiloxane). Carrier gas, helium at 0.8 mL/min; split,
1/60; injection volume, 0.5 pL; injector temperature, 250°C; oven
temperature programmed from 60°C 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.

Identification of components: 1dentification of the components was
based: (i) on comparison of their GC retention indices (RI) on polar
and apolar columns, determined relative to the retention times of a
series of n-alkanes with linear interpolation (Target Compounds
software of Perkin-Elmer), with those of authentic compounds (ii)
on computer matching with laboratory-made and commercial mass
spectral libraries [13], and (iii) on comparison of the signals in the
3C NMR spectra of essential oils with those of reference spectra
compiled in the laboratory spectral library, with the help of
laboratory-made software [12].

Data analysis: Principal Components Analysis (PCA) and
Hierarchical clustering (Ward’s method) were performed by Xlstat
(Adinsoft, France).
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Résumé : Dans le but de valoriser les plantes médicinales algériennes, nous sommes intéressés dans ce mémoire d’une part, a la caractérisation chimique par CPG
(Ir), CPG-SM et RMN du **C des huiles essentielles obtenues a partir des parties aériennes et des cones de Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Thuya), poussant
spontanément dans la région de Tlemcen, et d’autre part, a la détermination des activités biologiques de ces huiles essentielles.

La premiére partie concerne la caractérisation chimique des huiles essentielles de Tetraclinis articulata prélevées dans huit stations de la région de Tlemcen. Les
teneurs en huile essentielle sont tres variables. Les cones (0,17-1,13%) sont plus riches en huiles essentielles que les parties aériennes (feuilles et fleurs), de 0,03 a
0,86%. L’analyse détaillée de I’huile essentielle des parties aériennes, par combinaison des techniques chromatographiques et spectroscopiques, a permis d’identifier 35
composés. Cette huile essentielle est trés riche en monoterpénes ; I’a-pinéne (23,6%), l'acétate de bornyle (20,7%) et le camphre (17,3%) étant les composés
majoritaires. L’analyse de 50 échantillons d’huile essentielle des parties aériennes, associée a un traitement statistique des données (PCA, dendrogramme) a permis de
mettre en évidence une variabilité chimique. Ainsi, les échantillons se répartissent en deux principaux groupes (I et Il lui-méme subdivisé en deux sous-groupes) selon
les teneurs en camphre (groupe I), en a-pinene (sous-groupe I1A) et en o-pinéne/acétate de bornyle (sous-groupe 11B). En paralléle, nous avons suivi la composition
chimique des huiles essentielles des feuilles récoltées sur un méme pied au cours d’une année et constaté que les rendements en huile essentielle varient d’un mois a un
autre (0,16 a 0,66%) avec les valeurs les plus importantes observées pour les mois de juin et de décembre. La composition demeure qualitativement homogene mais
présente des différences quantitatives. Cette variabilité concerne les composés majoritaires, a savoir : a-pinéne (11,1-24,6%), acétate de bornyle (8,6-41,1%) et
camphre (2,2-16,4%). Nous avons poursuivi nos travaux par la détermination de la composition chimique des huiles essentielles des cones de Tetraclinis articulata
prélevés dans les mémes stations. L’analyse détaillée de six échantillons d’huile essentielle de cones a permis d’identifier 38 composés, dont la composition chimique
est dominée par ’a-pinéne (47,1-73,6%), le limonéne (6,5-21,9%) et le myrcéne (jusqu'a 11,6%). L’analyse de 40 échantillons de cones, avec la combinaison des
résultats statistiques a permis de mettre en évidence une variabilité chimique. Ainsi, les échantillons se répartissent en deux principaux groupes caractérisés par I’a-
pinéne (groupe I) et I’association a-pinene/limonene (groupe ).

La deuxiéme partie a été consacrée a 1’étude de I’activité antimicrobienne et antioxydante de ces huiles essentielles. Les huiles essentielles des parties aériennes de
Tetraclinis articulata présentant trois compositions chimiques différentes (a-pinéne ou camphre ou acétate de bornyle majoritaire), agissent de fagon tres active contre
les deux souches de Staphylococcus aureus et contre Aspergillus fumigatus, avec des diametres des zones d’inhibition variant entre 20 et 38,5 mm. L’huile essentielle a
camphre majoritaire s’est avérée la plus intéressante, avec des CMIs variant entre 1 et 3 pL/mL tandis que celle a a-pinéne présente la moins bonne efficacité avec des
CMIs variant entre 2 et 6 pL/mL, vis-a-vis des mémes micro-organismes. Enfin, nous avons testé I’activité antioxydante avec trois méthodes : DPPH, fS-caroténe et
FRAP, vis-a-vis de trois échantillons d’huile essentielle des parties aériennes et de douze échantillons de cones présentant trois compositions chimiques différentes, en
fonction des pourcentages d’a-pinéne et de limonéne. Les résultats obtenus ont révélé une faible activité antioxydante pour I’ensemble des huiles essentielles par
comparaison aux composeés de référence.

Mots clés : Tetraclinis articulata (Vahl) Masters, huile essentielle, CPG (Ir), CPG-SM et RMN du *3C, activité antimicrobienne, CMI, activité antioxydante.

Abstract: In order to promote Algerian medicinal plants, we were interested in this work by the chemical characterization by CG (Ir), CG-SM and *C NMR of the
essential oils obtained from the aerial parts as well as the cone of Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Barbary Thuya), growing in a spontaneous state in the region of
Tlemcen on one hand, and the determination of the biological activities of these essential oils on the other hand.

The first part concerned the chemical characterization of the essential oil of Tetraclinis articulata brought to Tlemcen in eight stations. The essential oil yields are very
variable. The cone (0.17-1.13%) are rich in essential oils than the aerial parts (leaves and flowers), from 0.03 to 0.86%. A detailed analysis of aerial parts essential oil,
using the combination of chromatographic and spectroscopic techniques, leads to the identification of 35 compounds. This essential oil is rich in monoterpens which a-
pinene (23.6%), bornyl acetate (20.7%) and the camphor (17.3%) being the main constituents. The analysis of 50 samples of aerial parts essential oil, associated with
statistical treatment of the results (PCA and Dendrogram), suggested the occurrence of a chemical variability. Samples are divided into two groups (I and Il which is
subdivided in two sub-groups) based on their contents in camphor (groupe 1), in a-pinene (sub-groups 11A) and in association a-pinene/bornyl acetate (sub-groups 1IB).
In parallel, we followed the chemical composition of leaves essential oils collected on the same foot during one year and noted that the essential oil yields varied from
one month to another, ranging between (0.16 a 0.66%) with the most important values observed for December and June. The composition remains qualitatively
homogeneous but present quantitative differences. This variability also concerned to major compounds, namely: a-pinene (11.1-24.6%), bornyl acetate (8.6-411%) and
camphor (2.2-16.4%). We continued our work by the determination of the chemical composition of the cone essential oils of Tetraclinis articulata isolated from the
same stations. A detailed analysis of six samples of the cone’s essential oil leads to the identification of 38 compounds, of which the chemical composition are
dominated by the a-pinene (47.1-73.6%), limonene (6.5-21.9%) and myrcene (up to 11.6%). The analysis of 40 samples of the cone’s essential oil, associated with
statistical treatment, suggested the occurrence of a chemical variability. Thus, samples are divided into two independent groups characterized by a-pinene (group I) and
association a-pinene/limonene (group I1).

The second part concerned the study of the antimicrobial and antioxidant activity of these essential oils. Essential oils of the aerial parts of Tetraclinis articulata
presenting three different chemical compositions (a-pinene, or camphor or bornyl acetate majority), displayed the highest activity against both Staphylococcus aureus
and Aspergillus fumigatus, with diameters of the zones of inhibition ranging between 20 and 38.5 mm. However, essential oil with camphor as major component was
the most interesting, with CMIs ranging between 1 and 3 pL/mL. While, essential oil with a-pinene remains the less effective, with CMlIs ranging between 2 and 6
puL/mL, against to the same micro-organisms. Finally, we tested the antioxidant activity with three methods: DPPH, B-carotene and FRAP, with respect to three
samples of essential oil of the aerial parts and twelve of cones exhibiting three different chemical compositions, according to the percentages of a-pinene and limonene.
The results obtained revealed a weak antioxidant capacity for the whole essential oils by comparison with the reference compounds.

Keywords: Tetraclinis articulata (\Vahl) Masters, essential oil, GC (Ir), GC-MS, and **C NMR, antimicrobial capacity, MIC, antioxidant capacity.



	page de garde
	Remerciements
	Résumé
	abstract
	المـلخــص
	Tbles des matières
	Table des illustrations
	Introduction  intercalaire
	introduction
	premiére partie intercalaire
	Chapitre I
	Chapitre II
	Chapitre III
	deusiéme partie intercalaire
	PARTIE EXPERIMENTALE
	troisiéme partie intercalaire
	Partie résultats
	Conclusion intercalaire
	conclusion
	Références bibliographiques intercalaire
	références bibliographiques
	Annexes intercalaire
	Annexes
	Publications intercalaire
	Valorisation des travaux de la thèse
	NPC-tetraclinis feuilles 2015
	NPC tetraclinis cones 2016
	la derniére page



