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Résumé

Le but de ce travail est de valoriser les plantes médicinales par [’extraction et
I’identification des différents composants actifs présents dans les parties aériennes de

Deverra Scoparia (Pituranthos Scoparius) et Pogostemon Cablin appelé Patchouli.

Les parties aériennes de l'espece Pituranthos Scoparius ont été recueillies sur deux saisons
dans trois stations différentes a Tamanrasset en Algérie. L’extraction des huiles essentielles
de Pituranthos Scoparius et du Pogostemon Cablin a été réalisée par trois méthodes a
savoir : par hydrodistillation (HD), Hydrodistillation assistée par micro-ondes (MAE) et
entrainement a la vapeur (SD). Les identifications et les quantifications des extraits volatils
obtenus, ont été effectuées par Chromatographie en phase Gazeuse (GC) et par
Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (GC-MS).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles a ¢t¢ également évaluées.

Les extraits bruts de la Pituranthos Scoparius ont été analysés pour leurs propriétés anti-
oxydantes, teneur en polyphénols et en flavonoides par une étude comparative en utilisant
plusieurs méthodes d’extraction. Des extractions avec des solvants organiques de polarité
croissante (acétone, éthanol Acétate d’éthyle, méthanol) ont été réalisées sur la Pituranthos
Scoparius. Les techniques d’extraction utilisées pour obtenir des extraits aqueux sont la

maceération classique, la décoction, I’infusion et I'extraction assistée par ultrasons.

L’activité anti-oxydante a été évaluée par deux méthodes a savoir : le test de DPPH et le
pouvoir réducteur FRAP. Aussi, dans le but de contribuer a la valorisation de la plante
médicinale Algérienne Pituranthos Scoparius, les activités pharmacologiques : anti-
inflammatoire, toxicité aigué et analgésique de différents extraits et huiles essentielles ont

été étudiées.

Mots-clés : Deverra Scoparia ; Pituranthos Scoparius ; activité antimicrobienne ; activité

analgésique ; GC-MS ; Pogostemon Cablin ; Huile essentielle.



Abstract:

The aim of this work is to valorize medicinal plants by extracting and identifying the
different active components present in the aerial parts of Deverra Scoparia (Pituranthos

Scoparius) and Pogostemon Cablin called Patchouli.

Aerial parts of the species Pituranthos Scoparius were collected over two seasons in three
different stations at Tamanrasset in Algeria. The extraction of essential oils from Pituranthos
Scoparius and Pogostemon Cablin was carried out by three methods: hydrodistillation (HD),
microwave-assisted hydrodistillation (MAE) and steam distillation (SD). The identifications
and quantifications of the volatile extracts obtained were analyzed by Gas Chromatography
(GC) and by Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC-MS). The

antimicrobial activity of essential oils was also evaluated.

The crude extracts of Pituranthos Scoparius were analyzed for their antioxidant properties,
polyphenol and flavonoid content by a comparative study using several extraction methods.
Extractions with organic solvents of different polarity (acetone, ethanol, ethyl acetate, and
methanol) are used on Pituranthos Scoparius. The extraction techniques used to obtain
aqueous extracts are classic maceration, decoction, infusion and ultrasonic assisted

extraction.

The antioxidant activity was evaluated by two methods, namely: the DPPH test and the
FRAP reducing power. Also, in order to contribute to the valorization of the Algerian
medicinal plant Pituranthos Scoparius, the pharmacological activities: anti-inflammatory,

acute and analgesic toxicity of different extracts and essential oils have been studied.

Keywords : Deverra Scoparia ; Pituranthos Scoparius ; antimicrobial activity ; analgesic

activity ; GC-MS ; Pogostemon Cablin ; Essential oil.
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INTRODUCTION GENERALE

L utitisation des plantes médicinales a considérablement augmenté dans le

monde entier, de nombreuses personnes utilisent désormais ces produits pour
traiter de nombreux problémes de santé dans la pratique médicale quotidienne

dans différents pays'.

Le probléme avec les traitements a base de plantes est le manque
d'informations précises et complétes sur la composition des extraits. Pour
éviter tout risque, les remedes dérivés a base de plantes nécessitent une
évaluation approfondie de leurs qualités pharmacologiques et de leur innocuité

qui peuvent réellement étre réalisées par plusieurs études.

En raison de I’engouement pour les substances d'origine naturelle dans le
monde entier, il ne serait pas judicieux de s'appuyer uniquement sur la tradition
ou les supposées croyances millénaristes; les études explicatives et
pragmatiques sont utiles et doivent étre considérées comme complémentaires

dans I'acquisition de données?. Notre travail s’inscrit alors dans ce cadre.

Nous avons entrepris une démarche visant a valoriser la flore végétale en
¢tudiant la composition chimique des métabolites secondaires et en identifiant
les activités biologiques de Pituranthos scoparius et Pogostemon Cablin.
Notre premier choix s’est porté sur P. Scoparius car c’est une plante
médicinale utilisée en médecine traditionnelle en Algérie et dans d'autres pays
d'Afrique du Nord pour traiter plusieurs maladies telles que l'asthme, les
rhumatismes, la rougeole, les dermatoses, la jaunisse et les troubles digestifs.
Notre second choix s’est porté sur P. Cablin qui est une plante importante et
qui possede de nombreuses propriétés thérapeutiques. Dans les pratiques
médicinales traditionnelles, elle est utilisée pour traiter la fievre, les maux de
téte, les rhumes, les nausées, les douleurs abdominales, les vomissements, la

diarrhée et les piqtires d'insectes et de serpents.



Notre objectif principal est d’orienter la recherche vers la valorisation de ces
deux especes et de montrer I’intérét indéniable de leurs utilisations tant pour

les scientifiques que pour le grand public.

Dans cette optique, notre travail a pour objectifs de :

e Déterminer la composition chimique des huiles essentielles par des analyses
chromatographiques (GC-MS et GC-FID).

e FEtablir 'influence de la méthode d’extraction des huiles essentielles sur le
rendement d’extraction, la composition chimique, 1’activité antimicrobienne
de Pituranthos Scoparius et du Pogostemon Cablin.

e FEtudier I'influence de la méthode d’extraction des huiles essentielles de
Pituranthos Scoparius sur I’activité anti-inflammatoire.

e Mettre en évidence I’'impact de la polarité du solvant et de la méthode
d’extraction sur le rendement, la teneur en polyphénols totaux et flavonoides
totaux et I’activité antioxydante des extraits de Pituranthos Scoparius.

e Définir la variabilit¢ chimique et activité antimicrobienne des huiles
essentielles en fonction des régions et des périodes de collecte.

e Evaluer Dlactivité analgésique des différents extraits de Pituranthos

Scoparius.
Notre travail présenté dans ce manuscrit est réparti en trois chapitres.

Le premier chapitre est une étude bibliographique des especes choisies, des

huiles essentielles et des composés phénoliques.

Le deuxiéme chapitre porte sur la méthodologie expérimentale adoptée dans
ce travail. Elle englobe la description des différents dispositifs expérimentaux,

les méthodes d’analyse chromatographique et les tests biologiques utilisés.

Le troisieme chapitre est consacré a tous les résultats et les discussions qui en

découlent. Les résultats et discussions sont divisés en deux parties :

La premiere partie est dédiée a la variation de la composition chimique, des

activités antimicrobiennes et anti-inflammatoires des huiles essentielles a



l'aide de trois méthodes d'extraction (hydrodistillation, micro-ondes et
entrainement a la vapeur) des deux plantes. La deuxiéme partie est consacrée
a I’étude de la composition chimique ainsi que ’activité biologique de P.

Scoparius selon la région et la période de collecte.

Nous terminerons par une conclusion générale et les perspectives a donner a
cette étude.



CHAPITRE 1 : GENERALITES



I. Phytochimie : Huiles essentielles et composés phénoliques

1. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des liquides aromatiques et volatils. Elle sont
obtenues a partir de différentes parties des matieres végétales telles que les fleurs,
les racines, 1'écorce, les feuilles, les graines, la peau, les fruits, le bois et les

plantes entiéres’.

Les plantes contiennent des substances odoriférantes et trés volatiles appelées
huiles essentielles, qui peuvent étre extraites par distillation a la vapeur a partir
d'une plante aromatique d'une seule espéce botanique, par distillation seéche ou
par un procédé mécanique appropri¢ sans chauffage. Pour séparer 1'huile
essentielle de la phase aqueuse, on utilise généralement un procédé physique qui

ne modifie pas significativement sa composition?.

A. Role et répartition des huiles essentielles dans la plante

On estime qu'il existe 350 000 espéces végétales dans le monde, et que 5 % de
celles-ci (17 500 espéces) sont aromatiques. Plus de 400 espéces aromatiques
sont transformées commercialement. Environ 50 % sont cultivées et le reste sont
obtenues soit comme sous-produits d'une industrie primaire, soit récoltées dans
la nature. Les dix principales familles de plantes a huile essentielle sont
(Apiacées, Astéracées, Cupressacées, Lamiacées, Lauracées, Myrtacées,
Pinacées, Poacées, Rutacées, Zingibéracées). Les huiles essentielles étant des
combinaisons complexes de substances chimiques, tout effet biologique observé
est le résultat de 1'action de l'un ou de plusieurs de leurs composants. Souvent, le
principal responsable des effets toxiques d'une huile essentielle est I'un des
composés prédominants. Par exemple, la concentration élevée de thuyone

constitue le facteur principal de toxicité de I'huile essentielle d'absinthe”.

B. Caractéres physico-chimiques des huiles essentielles
En regle générale, les huiles essentielles ont une faible densité, sauf dans

quelques cas particuliers comme les huiles de cannelle, de clou de girofle et de



sassafras, qui sont plus denses que I'eau. Elles ont une faible solubilité dans I'eau,
mais peuvent €tre dissoutes dans la plupart des solvants organiques courants tels
que 1'éthanol et I'¢ther diéthylique. En outre, elles se mélangent facilement avec

les huiles végétales, les graisses et les cires®.

Les huiles essentielles ont un indice de réfraction et un pouvoir rotatoire élevés,
ce qui pourrait étre intéressant pour leur identification et leur contréle de qualité
; cependant, ce dernier a tendance a €tre variable en raison des différents codex

actuellement utilisés dans le monde®.

C. Différentes méthodes d’extraction

I1 existe en nombre plusieurs méthodes d'extraction des huiles essentielles. Les
technologies timides sur le traitement des huiles essentielles sont d'une
importance considérable et sont encore surutilisées. Les méthodes traditionnelles
les plus couramment utilisées pour l'extraction des huiles essentielles sont
I'hydrodistillation (HD), la distillation a la vapeur (SD), 1'extraction par solvant,

I'enfleurage et la macération.

a. Hydrodistillation

La méthode d'extraction classique des huiles essentielles est 1'hydrodistillation
(HD), qui implique 1'évaporation des huiles essentielles en chauffant un mélange
d'eau et de maticre végétale (figure 1). La matiere végétale est placée directement
(intacte ou broyée) dans un alambic rempli d'eau, qui est ensuite porté a ébullition
a pression atmosphérique. L'installation comprend un condensateur et un
décanteur pour recueillir le condensat et séparer les huiles essentielles de 1'eau,
respectivement’. Selon la pharmacopée européenne, le dispositif de Clevenger

est souvent utilisé pour l'extraction des huiles essentielles®.
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Figure 1 : Extraction par hydrodistillation

b. Entrainement a la vapeur d’eau

La matiere végétale est introduite directement dans 'alambic et soumise a la
vapeur sans étre préalablement macérée dans 1'eau. La vapeur injectée traverse
les plantes depuis la base de 1'alambic jusqu'en haut. Lors de la distillation a la
vapeur, la vapeur d'eau est dirigée a travers le matériau végétal. Cette vapeur
fonctionne comme des agents qui brisent les pores de la matiére premiére et en
libérent I'huile essentielle (figure 2). Le systéme donne un mélange de vapeur et
d'huile essentielle désirée. Cette vapeur est ensuite condensée davantage et 1'huile

essentielle est recueillie’.

(*)

3

Figure 2 : Extraction par entrainement a la vapeur

Bien que I'extraction des huiles essentielles par distillation puisse sembler étre un

processus simple, elle présente néanmoins plusieurs inconvénients. En raison de



leur exposition de 1’exposition des huiles essentielles a 1'eau bouillante pendant
de longues périodes, la formation des artefacts reste un probléme possible en
raison de la température ¢élevée ou de l'acidité de 1'eau pouvant modifier la

composition des huiles volatiles extraites.

c¢. Hydrodiffusion

L'extraction par hydrodiffusion est une méthode d'extraction a la vapeur qui ne
differe de I'entrainement a la vapeur que par la fagon dont la vapeur est introduite
dans le contenant d'alambic. Cette méthode est utilisée afin de ne pas
endommager la matiére végétale par la température d'ébullition!’. Contrairement
a la méthode de l'entrainement a la vapeur, la vapeur de I'hydrodiffusion est
appliquée a partir du haut de la matiére végétale (figure 3). De plus, cette méthode
peut étre effectuée sous basse pression ou sous vide afin de réduire la température
de la vapeur en dessous de 100 °C. L’extraction par hydrodiffusion est bien
meilleure que celle par entrainement a la vapeur en raison d'un temps de

traitement plus court et d’un rendement plus élevé avec moins de vapeur utilisée.
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1
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Figure 3 : Extraction par hydrodiffusion

d. Extraction par solvants organiques
Il est possible d'isoler les huiles essentielles thermosensibles par extraction a
l'aide d'un solvant organique. Ces derniers doivent étre utilisés a bas point

d'ébullition, exempts d'odeur, d'impuretés et inertes vis-a-vis des constituants de



I'huile. De ce fait le pentane et 'hexane sont préférés pour les huiles de fleurs.
Pour les épices, dans la plupart des cas, les extraits de solvants (fractions volatiles
et non volatiles) sont plus représentatifs de la saveur totale que I'huile obtenue a
partir d’un entrainement a la vapeur, et qui ne contribue qu'a I'arome. Pour obtenir
des extraits d'essence d'épice (oléorésine), des solvants tels que 1'éthanol, les
hydrocarbures chlorés et l'acétone sont utilisés, la sélection des solvants

dépendant de la nature de I'épice et de ses constituants aromatiques!'.

e. Extraction par micro-ondes

Les premiers travaux utilisant les micro-ondes pour extraire des composés
organiques ont été publiés par Ganzler et all 2 et Lane et all '* en 1986. Depuis
cette date, I’extraction végétale assistée par micro-ondes a été¢ le fruit de

nombreuses recherches et de brevets.

Les obstacles des techniques d'extraction ordinaires, telles que le solvant et
I'hydrodiffusion, sont les pertes de plusieurs constituants durant 1’évaporation,
mauvaise cohérence d'isolement et résidus de solvants toxiques. Ces défis ont
incit¢ a envisager les nouvelles techniques d’extraction assistée par micro-
ondes'.

Parmi ces derniéres techniques, nous citerons :

- L’extraction par solvant assistée par micro-ondes ou « MAE : microwave
assisted extraction »'°.

- Le « VMHD : vacuum microwave hydrodistillation » ou hydrodistillation par
micro-ondes sous vide'®.

- Le « SFME : Solvant free microwave extraction » ou extraction sans solvant
assistée par micro-ondes'’.

- L’hydrodiffusion assistée par micro-ondes et gravité (MHG)'®,

Plusieurs avantages des extractions par micro-ondes ont été rapportés par les
chercheurs, qui peuvent se résumer : en 1’obtention des huiles essentielles avec
un meilleur rendement, le temps d'extraction plus court et un procédé qui respecte

I'environnement'*.



f. Extraction au CO; supercritique

Les huiles dérivées de I’entrainement a la vapeur varient dans leurs qualités en
fonction des températures, des pressions et de la durée appliquée au processus.
Le processus d'extraction au CO; pourrait ainsi produire des huiles de meilleure
qualit¢ qui n'ont pas été altérées par l'application dune chaleur élevée,
contrairement au processus de 1’entrainement a la vapeur. Dans l'extraction au

CO», aucun des constituants de I'huile n'est endommagé par la chaleur.

L'extraction au CO» supercritique est une méthode d'extraction moderne qui se

déroule en plusieurs étapes (figure 4) :

- Le dioxyde de carbone sous pression devient liquide tout en restant a 1'état
gazeux, ce qui signifie qu'il est désormais "supercritique". Dans cet état, il est
pompé dans une chambre remplie de matiére végétale.

- Enraison des propriétés liquides du gaz, le CO; agit comme un solvant sur la
matiere végétale naturelle, extrayant les huiles et autres substances telles que
les pigments et la résine de la matiére végétale. L'huile essentielle contenue
se dissout alors dans le CO» liquide.

- Le CO; sera ramené a la pression naturelle et s'évapore a nouveau, tandis que

ce qui reste est I'huile essentielle résultante.

Extraction au C0O2 supercritique

02 forme liquide

, |

Plante Chanvre « CO2 Sépoarateurs de suibitance

Figure 4 : Extraction au CO; supercritique
g. Expression a froid
Le terme pressé a froid signifie théoriquement que I'huile est pressée a basse
température et pression. Ce processus garantit que 'huile résultante est pure a 100
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% et conserve toutes les propriétés de la plante. C'est une méthode d'extraction
mécanique ou la chaleur est réduite et minimisée tout au long du dosage de la
mati€re premicre. Dans ce processus, la couche externe des plantes contenant
I'huile est ¢liminée par lavage. Par la suite, la plante entieére (le matériau de la
pulpe) est pressée pour libérer 1'huile essentielle des pochettes. L'huile essentielle

est séparée du matériau et remonte a la surface par centrifugation'®.

h. Micro extraction sur phase solide

La micro-extraction en phase solide de l'espace de téte (HS-SPME) est une
méthode d'extraction de la fraction volatile des plantes aromatiques qui est plus
simple et plus rapide que I'hydrodistillation?’, contrairement a cette derniére, qui
nécessite beaucoup de temps et une grande quantité d'échantillon, la HS-SPME
est rapide et nécessite une quantité réduite d'échantillon. L'analyse HS-SPME
permet une estimation qualitative des composés volatils en utilisant une petite
quantité¢ de matériel’!. L'HS-SPME a également été employée pour étudier la
variabilité chimique des plantes aromatiques ainsi que pour analyser les fractions
volatiles émises par des especes ne produisant pas d'huiles essentielles. Lors de
I'hydrodistillation, les composés les plus volatils et les composés hydrosolubles
sont perdus respectivement dans la phase gazeuse et dans la phase hydrolat ; alors
qu'avec l'extraction HS, c'est I'affinité des fibres de chaque composé qui contrdle

’échantillonnage des volatils??.

D. Influence des méthodes d'extractions sur les caractéristiques des
huiles essentielles

L'analyse des huiles essentielles a montré que leur profil chimique peut différer
non seulement par la quantité des différents constituants mais aussi dans la
structure des molécules extraites, la méthode d'extraction influence les
caractéristiques de l'huile essentielle. 11 a ét¢ démontré que les différentes
méthodes d'extraction peuvent produire des huiles au profil organoleptique plus
naturel. La variation dans les profils dhuiles essentielles obtenus par des

méthodes d'extraction différentes peut €tre expliquée par les différences de

10



composition chimique de ces huiles. En effet, la méthode d'extraction utilisée,
qu'il s'agisse de la distillation par solvant ou de la distillation traditionnelle, peut

influencer la composition finale de 1'huile obtenue.?.

Des chercheurs ont effectué¢ une analyse comparative de I'impact de plusieurs
méthodes, a la fois traditionnelles et innovantes, sur la composition chimique des
huiles essentielles extraites des fleurs de lavande**. De maniére générale, les
méthodes d'extraction basées sur les micro-ondes ont donné des résultats tres
similaires tandis que I'huile obtenue par turbo hydrodistillation avait une forte
odeur musquée en rapport avec I’endommagement de 1’huile par cette méthode.
Différentes méthodes ont été utilisées pour extraire 1'huile essentielle de
Tetraclinis articulata, notamment l'extraction par solvant (éthanol ou hexane),
I'hydrodistillation et l'extraction par un fluide supercritique. Ces méthodes ont
révélé des activités antioxydantes variables pour I'huile essentielle obtenue. Les
dosages de l'acide 2,2'-azino-bis-3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique et du 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyle ont montré que L'huile essentielle obtenue avec
I’extraction par un fluide supercritique a présenté 1'activité antioxydante la plus
prononcée, probablement en raison de la dégradation thermique réduite des
constituants actifs?>. De plus, une étude a montré que I'huile essentielle produite
par micro extraction sur phase solide était plus active contre les bactéries gram-
positives et négatives testées par rapport a I'huile obtenue par Hydrodistillation,
probablement en raison de la teneur plus €élevée en composés oxygénés qui ont

une action antifongique et antibactérienne élevée?.

La méthode d'extraction d'une huile essentielle peut influencer sa composition,
méme si elles sont similaires, peut différer en termes de concentration relative de
composés identifiés et qui peuvent ensuite donner différentes propriétés a 1'huile.
Par conséquent, le type d'extraction doit étre choisi en fonction de I'utilisation de

I'huile essentielle?’.
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E. Analyse chromatographique des huiles essentielles

La complexité et la diversité des structures moléculaires que 1'on peut trouver
dans les huiles essentielles demandent des procédures chromatographiques avec
séparation a haute résolution afin de caractériser les constituants. La méthode
d'analyse la plus couramment utilisée pour l'analyse des huiles essentielles est la
chromatographie en phase gazeuse (CG). La volatilit¢ et la polarité des
constituants de 1'huile essentielle a fait que la (CG) soit la méthode de choix. A
des fins analytiques, les composés volatils sont généralement séparés sur une

colonne capillaire de silice fondue avec différentes phases stationnaires?®,

L'identification s'appuie soit sur des données chromatographiques comme les
indices de Kovats. Ces derniers sont déterminés en injectant une gamme d'alcanes
dans les mémes conditions chromatographiques que 1'échantillon a analyser. Il
est possible de différencier deux types d'indices pour caractériser les composés
volatils : les indices de Kovats (IK) et les indices de Van Den Dool et Kratez (Ir).
Les IK sont déterminés a température constante par interpolation logarithmique,
tandis que les Ir sont obtenus en programmation de température par interpolation

linéaire?’.

Les détecteurs de spectrométrie de masse (SM) sont le type de détecteur le plus
populaire pour les composés volatils. Les spectres de masse obtenus sont
comparés a des spectres de masse de référence qui sont indexés ou contenus dans
des banques de données tels que NIST, Wiley Registry of Mass Spectral Data ou

encore Adams®*.

F. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances complexes et multi-composées,
contenant une grande variété de composants chimiques différents. De ce fait une
analyse exacte par des instruments analytiques est nécessaire pour étudier et

trouver les compositions chimiques des huiles essentielles.
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Les plantes synthétisent une large gamme de métabolites secondaires qui jouent
un réle crucial dans I'adaptation de la plante a son environnement biotique et dans
la régulation des interactions avec d'autres organismes. Parmi les métabolites
secondaires, Les huiles essentielles jouent un role crucial en tant que produits
naturels, présentant une grande variété d'activités biologiques et thérapeutiques.
Les huile essentielles (huiles volatiles) sont des mélanges complexes de principes
odorants stockés dans des cellules et des glandes végétales spéciales dans
différentes parties des plantes, qui sont obtenus par des organismes vivants et
1solés par pressage et hydrodistillation ou entrainement a la vapeur dans certaines
familles de plantes. Les constituants des huiles essentielles appartiennent
principalement a deux classes chimiques distinctes : les terpénes et les
phénylpropanoides (tableau 1). En outre, les composés terpéniques se distinguent
en général en deux grandes catégories : les hydrocarbures, principalement les
mono-, sesqui- et diterpeénes ; et leurs composés oxygénés, par exemple, les
alcools, les oxydes, les aldéhydes, les phénols, les cétones, les acides, les esters

et les lactones>".

Tableau 1 : Classification des composants volatils des huiles essentielles

| DESCRIPTION | EXEMPLES

LES HYDROCARBURES TERPENIQUES

Monoterpénes e Ils sont constitués de deux unités CHs
isoprenes (CsHg).
(C10Hz16) R .,
e [lIs peuvent étre linéaires, |
cycliques ou bi cycliques.

e [Is peuvent étre rattachés a |
diverses fonctions HsC CHy

chimiques (alcools, cétones etc.) | Myrcéne Limonene

Sesquiterpenes e [lIs sont constitués de trois unités

isoprenes.

(CisHa2) e Cette sous-classe diversifiée se
divise en plusieurs catégories
structurelles : acycliques,

monocycliques,

bi cycliques, tricycliques,
polycyclique. B-caryophilléne
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IIs se trouvent sous forme
d’hydrocarbures ou sous forme
d’hydrocarbures oxygénés.

LES COMPOSES OXYGENES

e Ce sont des dérivés du "
phénylpropane.

e [lIs sont responsables du ot
caractére organoleptique des OH
huiles essentielles comme par Vaniline

exemple I’Eugénol pour I’'HE
du clou de girofle ou encore la

vanilline pour la vanille. HO:©\/\

Eugénol

G. Facteurs influencant la composition chimique et le rendement
d’une huile essentielle

I1 existe plusieurs facteurs qui peuvent avoir une influence sur la composition et
le rendement des huiles essentielles, tels que les conditions de croissance, le
climat, l'altitude, le type de sol, les pratiques agricoles, le stade de
développement, la partie de la plante utilisée et le moment de la récolte. De plus,
les méthodes d'extraction utilisées peuvent également avoir un impact significatif

sur les rendements et la composition des huiles essentielles obtenues.*.

H. Toxicité des huiles essentielles

Toutes les huiles essentielles sont toxiques a tres fortes doses, surtout si elles sont
prises par voie orale et par des enfants/nourrissons. De nombreuses huiles
essentielles sont intrinséquement toxiques a de trés faibles concentrations en
raison de la présence de composants spécifiques trés toxiques. L'éventail des
effets toxiques attribués aux huiles essentielles et a leurs constituants ne cesse de
s'élargir, mais les recherches menées dans ce sens semblent dépourvues d'une
approche systématique apparente. Il est nécessaire d'effectuer des études in vitro

et in vivo sur les effets des huiles essentielles sur la viabilité et la fonction des
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cellules de mammifeéres et d'autres organismes, les interactions avec des
biomolécules/cibles spécifiques, les mécanismes d'action spécifiques afin de

résoudre les problémes de sécurité associés a l'utilisation des huiles essentielles®!.

I. Intéréts thérapeutiques des huiles essentielles

Les HE et les extraits de plantes aromatiques sont utilisés et reconnus depuis de
nombreuses années comme des sources utiles d'agents pharmaceutiques et
d'additifs alimentaires®?. Les propriétés des huiles essentielles de différentes
espéces végétales ont suscité un intérét croissant au cours des dernieres
décennies, en particulier en raison de leurs propriétés antibactériennes,
antifongiques, insecticides et antioxydantes.*. Ces huiles volatiles fonctionnent
¢galement dans la défense chimique, agissent comme insecticides et acaricides,
¢évitent la colonisation des champignons phytopathogenes, attirent les ennemis
naturels des herbivores®®, et possédent de nombreuses propriétés
pharmacologiques.

Il a été démontré que les composés biologiquement actifs des huiles essentielles

possédent de nombreuses propriétés médicinales utiles dans les industries

pharmaceutiques.

a. Effets antimicrobiens des huiles essentielles

Différentes huiles essentielles possedent différents modes d'action, en raison de
leur composition chimique, de la dose de composants majeurs antimicrobiens et
du degré d'affinité pour certains sites cibles dans les cellules bactériennes.

Les huiles essentielles présentent un avantage dans leur action contre les bactéries
car elles sont hydrophobes, ce qui leur permet de se distribuer dans les lipides de
la membrane cellulaire ainsi que dans les mitochondries . De ce fait les
principaux modes d'action des huiles essentielles vis-a-vis de la cellule

bactérienne sont les suivants :

- L'action des huiles essentielles contre les bactéries peut se faire en provoquant
la rupture de la paroi cellulaire. En pénétrant la membrane cellulaire, les
huiles essentielles peuvent entrainer une fuite de solutés et d'ions essentiels a
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la survie de la cellule, aboutissant a la lyse de la paroi cellulaire et
éventuellement a la mort de la cellule bactérienne. La paroi cellulaire est en

effet une structure cruciale pour la survie des bactéries (figure 5).

Altération de la

/ paroi bactérienne

Altération de 3 ] 3 Altération des
la membrane ——*. —-—  / _  protéines
plasmique see ocssccsss o membranaires

Coagulation du
cytoplasme

Déplétion de la
force proton

motrice Fuite des composants du

cytoplasme (métabolites
et ions)

Figure 5 : Le mode d'action des huiles essentielles sur les bactéries

- Les huiles essentielles ciblent également la membrane cytoplasmique des
cellules bactériennes. Plus précisément, les protéines présentes dans la
membrane cytoplasmique sont les cibles de certains composants de 1’huile
essentielle. Les membranes cellulaires sont des barriéres vitales qui délimitent
et régulent le flux intracellulaire et extracellulaire de substances. La
destruction de ces structures, par l'action des composants de 1' huile
essentielle afin d’inhiber les bactéries a été rapportée’®.

- Les composés phénoliques contenus dans les huiles essentielles provoquent
la perturbation de la force motrice des photons, du flux d'électrons et du

transport actif, et induisent la coagulation du contenu cellulaire®’.

Ces sont les principaux mécanismes d'action des huiles essentielles qui ont été
rapportés pour leur effet sur les cellules bactériennes. Cependant, les étapes qui
suivent une inactivation ou une lyse entrainent une série de conséquences souvent

mortelles pour la bactérie.
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b. Activité Antioxydante des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont de plus en plus étudiées pour leur potentiel en tant
qu'antioxydants naturels, en raison des préoccupations croissantes quant a
l'utilisation de certains antioxydants synthétiques tels que le BHT et BHA, qui
pourraient étre nocifs pour la santé humaine. De nombreuses huiles essentielles
ont été identifiées comme ayant des propriétés antioxydantes, et leur utilisation
dans ce domaine suscite un intérét croissant. L'ajout d'HE aux produits
comestibles, soit par mélange direct, soit dans des emballages actifs et des
revétements comestibles, peut donc représenter une alternative valable pour

empécher 1'auto-oxydation et prolonger la durée de conservation’.

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles sont un élément clé de leurs
activités biologiques, car le stress oxydatif est impliqué dans de nombreuses
pathologies. Ces propriétés sont principalement attribuées a la capacité de
certains composants, en particulier les phénols, a prévenir ou ralentir 'oxydation
des substances. Cependant, la teneur en composés phénoliques peut étre limitée
dans les huiles essentielles obtenues par distillation, car de nombreux composés
phénoliques sont non volatils. Néanmoins, certaines huiles essentielles
dépourvues de phénols peuvent également présenter des propriétés antioxydantes
en raison de la chimie radicalaire de certains terpénoides et autres composants

volatils, tels que les composés soufrés présents dans I'ail *3.

c. Activité anti-inflammatoire des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires végétaux qui sont
largement utilisés en aromathérapie et dans divers systémes médicinaux
traditionnels. Certaines d’entre elles possédent différentes propriétés
pharmacologiques, dont 'une est I’effet anti-inflammatoire sur plusieurs modeles
d'inflammation différents. Un grand nombre d'huiles essentielles contiennent
divers composés bioactifs, dont certains ont un effet anti-inflammatoires puissant

comme le carvacrol, le limonéne, le citronellal et le cinnamaldéhyde *°.
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d. Activité analgésique des huiles essentielles

Le nombre d’étude sur les effets analgésiques des composants des huiles
essentielles ne cesse de croitre, ce qui met en évidence le potentiel thérapeutique
de cette classe chimique®**. Ces constituants sont efficaces et agissant via
différents mécanismes d'action, les composés des HE sont des molécules
intéressantes pour des études dans des approches cliniques. Malgré la faible
quantité de divers constituants analgésiques dans les HE, il est possible, grace a
des réactions peu coliteuses, de synthétiser facilement certains de ces composés,
comme les monoterpeénes a, p-époxy-carvone et hydroxydihydrocarvone.
L'utilisation de ces constituants bioactifs comme prototypes pour synthétiser des
composés analogues est une autre voie intéressante dans le développement de

nouveaux médicaments analgésiques**.

e. Autres activités pharmacologiques des huiles essentielles

Plusieurs études expérimentales ont démontré que les huiles essentielles ont un
large spectre d'activités biologiques et pharmacologiques lorsqu'elles sont testées
in vitro. Il a été prouvé que les huiles essentielles a base de plantes possédent des
propriétés antimicrobiennes, antivirales, antifongiques et antiparasitaires. Il a
¢galement été¢ rapporté qu'elles présentent des activités anti-inflammatoires,
antispasmodiques, immunostimulantes, cicatrisantes et anticancéreuses. Sur la
base du large spectre de diverses activités biologiques, Des recherches ont
proposé que les huiles essentielles et les terpeénes, que 1'on peut trouver dans les
fruits, légumes, herbes, etc., pourraient constituer un nouveau groupe d'agents

thérapeutiques et préventifs®.

2. Les composés phénoliques
A. Définition et classification
Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires que 1'on trouve
couramment dans les plantes. Ils sont caractérisés par leur structure chimique
commune, qui comprend un cycle aromatique avec un ou plusieurs substituants

hydroxyle. Les composés phénoliques peuvent étre divisé€s en plusieurs classes,
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les principales étant les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les

stilbénes et les lignanes (figure 6) 4647,

Composés phénoliques

l

A 4

Acides Flavonoides Tanins Stilbénes
| phénoliques
—»| Flavones Tanins
wdis hydrolysables
hydroxybenzoique —»| Flavonols
Tanins
L Acide —»| Flavonones dérives
hydroxycinnamique
—® Anthocyanidines
L»| Isoflavones

Figure 6 : Principales classes de composés phénoliques. Ceux-ci comprennent

les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins et les stilbenes.

B. Extraction des composés phénoliques

L'é¢tape d'extraction est essentielle pour l'identification et la quantification des
composés chimiques dans les plantes. De nombreuses études se sont concentrées
sur l'extraction et l'analyse des composés phénoliques présents dans diverses
matieres végétales, telles que les fruits, les Iégumes et les herbes. Les méthodes
conventionnelles telles que I'extraction solide-liquide et I'extraction par reflux
chauffé peuvent étre utilisées pour extraire les composés phénoliques. Des
méthodes avancées telles que l'extraction assistée par micro-ondes, l'extraction
assistée par ultrasons, l'extraction accélérée par solvant, l'extraction par fluide
supercritique, et l'extraction a haute pression hydrostatique sont également

appliquées pour extraire ces composés?’.

C. Caractérisation et dosage des composés phénoliques
Les composés phénoliques peuvent étre analysés a 1'aide de diverses techniques.
La spectrométrie de masse (MS), la chromatographie en phase gazeuse (GC), la

chromatographie liquide a haute performance (HPLC), la (GC-MS), la
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calorimétrie, la spectrophotométrie ultraviolette (UV), ultraviolette-visible

(UV/VIS) et d'autres techniques spectrophotométriques représentent des

exemples de ces techniques*®!.

- Lateneur phénolique totale (CPT) des composés phénoliques dans les plantes
est couramment mesurée a 1'aide de techniques de spectrophotométrie telles

5

que les méthodes de Folin-Denis et Folin-Ciocalteu 2. Cette derniére

méthode, basée sur le transfert d'électrons, s'est avérée plus préférable et donc

plus courante*® 4.

- La GC a été utilisée pour analyser les acides phénoliques, les tanins
condensés, les flavones et les flavonoides.

- La HPLC a ét¢ utilisée pour analyser les anthocyanes, les tanins
hydrolysables, les acides phénoliques, les flavonoides et les acides
cinnamiques’!.

- Les anthocyanes ont été analysées par absorption UV dans une gamme de
longueurs d'onde de 489 a 550 nm !,

- Les tanins hydrolysables ont également ét¢ analysés a une longueur d'onde de
500 a 550 nm !, Sur la base de leur capacité a se lier aux protéines, les tanins
ont été analysés a l'aide de méthodes de liaison aux protéines >°.

- Des méthodes calorimétriques ont été utilisées pour déterminer le CPT dans
les flavonoides et les tanins. D'autres techniques d'analyse des composés
phénoliques comprennent 1'électrophorese capillaire et la chromatographie

électrocinétique micellaire 3.

D. Intéréts biologiques et thérapeutiques des composés phénoliques

a. Activité antioxydante des composés phénoliques

Les composés phénoliques ont montré des propriétés antioxydantes
prometteuses, leur potentiel étant directement li¢ au type de solvant utilis¢ dans
l'extraction, mais aussi a l'origine de la plante, aux conditions de croissance, au
moment de la récolte et aux conditions de stockage. L'étude du potentiel
antioxydant des extraits phénoliques dérivés d'especes végétales est 1'un des

sujets brilants de la communauté scientifique >°.
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L’activité antioxydante des composés phénoliques est en relation directe avec
leurs structures chimiques telles que le nombre ainsi que la position des
groupements hydroxyles®®. En raison des variations saisonniéres, les tendances
des différents composés phénoliques sont également différentes. Les teneurs en
composés phénoliques totaux et en flavonoides totaux étaient fortement corrélées
a l'activité antioxydante®’. On donne I’exemple des composés phénoliques totaux,
les flavonoides totaux et la capacité antioxydante de tous les cultivars de bleuets

qui ont augmenté de maniére non linéaire avec la maturation®®,

b. Activité antimicrobienne des composés phénoliques

Les propriétés antimicrobiennes des composés phénoliques extraits des plantes
et des aliments végétaux ont été étudiées en détail pour leur potentiel dans la lutte
contre divers micro-organismes’’. Les flavan-3-ols, les tanins et les flavonols ont
été particulierement étudiés en raison de leur large spectre d'action et de leur

puissante activité antimicrobienne par rapport a d'autres composés phénoliques®’.

Il a été démontré que les polyphénols (les stilbénes, les acides phénoliques, les
tanins, les isoflavones et les catéchines) inhibent la reproduction et la croissance
de divers champignons, levures, virus et bactéries, notamment Salmonella,
Clostridium, Bacillus ou Chlamydia pneumoniae, Vibrio cholerae et E. coli.
Etant donné que les composés phénoliques agissent comme un mécanisme de
défense naturel contre les infections microbiennes, leurs utilisation dans la
transformation alimentaire peut étre envisagée comme une solution pour
augmenter la durée de conservation de certains aliments, comme les filets de

poisson °!.

c. Autres activités pharmacologiques des composés phénoliques

A ce jour les preuves épidémiologiques indiquent que les polyphénols
remplissent des fonctions essentielles telles que l'inhibition des agents
pathogenes et des micro-organismes de décomposition, la prévention du dépot de

triglycérides, la réduction de l'incidence des maladies non transmissibles telles
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que le cancer, les maladies cardiovasculaires, les accidents vasculaires cérébraux
et le diabéte, et exercent des effets anti-inflammatoires et des effets allergiques
via des processus impliquant des espéces réactives de l'oxygene. Ces effets
protecteurs sont partiellement attribués aux métabolites secondaires

phénoliques®!.

3. Méthodes d’évaluation des activités biologiques

A. Activité antioxydante

a. Définition

Le terme antioxydant signifie littéralement "contre 1'oxydation". Une substance
qui a une concentration plus faible que celle du substrat oxydable et qui peut
retarder ou empécher significativement 1'oxydation de ce substrat est appelée
antioxydant. Les antioxydants sont importants pour la préservation de la qualité

des aliments ainsi que pour maintenir la santé humaine.®2,

b. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

a. Test DPPHe

Le test DPPH le plus couramment utilisé est simple et trés sensible. Le DPPH est
commercialisé sous forme radicalaire en raison de sa stabilité. Ce radical présente
un fort maximum d'absorption a 517 nm (violet). En présence d'antioxydants, la
couleur vire du violet au jaune. Par conséquent, le seul équipement nécessaire
pour le dosage est un spectrophotométre UV-VIS. Initialement, on pensait que le
radical DPPH était réduit en hydrazine lorsqu'il réagissait avec les substances
hydrogenes donneuses. Des recherches plus récentes ont révélé que le mécanisme
d'action des antioxydants lors de I'essai du DPPH est principalement basé sur un
transfert rapide d'électrons de 1'échantillon au radical DPPH.

DPPHe + ®-OH — DPPHH+ ®O+  (Réaction 1)

La réduction du DPPHe est déterminée par le changement de couleur du violet

vers le jaune. Le radical libre ®Oe¢ va dans un second temps réagir a nouveau
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selon 1’équilibre stecechiométrique entre le nombre de molécules DPPH réduites

(décolorées) et le nombre de réducteur.

OO+ + PO* — OO-0OD (Réaction 2)
DPPHe + ®O+ — ®O-DPPH (Réaction 3)

L'abstraction d'hydrogéne de 1'échantillon par le radical DPPH est marginale, car
elle se produit trés lentement et dépend du solvant accepteur de liaison
hydrogene. L’éthanol et le méthanol, des solvants généralement utilisés pour les
tests de capacité antioxydante, acceptent fortement les liaisons hydrogéne, donc

la réaction d'abstraction de 'hydrogéne se produit trés lentement®?.

Certains auteurs préférent utiliser exclusivement la méthode DPPH pour évaluer
l'activité antioxydante des huiles essentielles en raison de sa simplicité et de sa
sensibilité. Parfois, la décision de n'utiliser que cette méthode peut €tre attribuée
a la faible activité antioxydante détectée, c'est pourquoi les auteurs ont jugé

inutile de poursuivre d'autres méthodes.

B. méthode de blanchiment du f-caroténe

La méthode de blanchiment du f-caroténe (oxydation couplée du f-caroténe et
de I'acide linoléique) estime la capacité relative des composés antioxydants dans
les extraits de plantes a piéger le radical de peroxyde d'acide linoléique qui oxyde
le f-caroténe dans la phase d'émulsion. Le f-caroténe en l'absence d'antioxydant
subit une décoloration rapide puisque le radical acide linoléique libre attaque le

B-caroténe qui perd les doubles liaisons et par conséquent sa couleur orangée®”.

v- Dosage du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

Cette méthode utilise la réduction de Fe*" en Fe?" pour évaluer la capacité
antioxydante des échantillons. La couleur jaune de la solution d'essai change en
différentes nuances de vert et de bleu, selon la capacité réductrice de chaque

échantillon. La présence d'agents réducteurs provoque la conversion du complexe
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Fe**/ferricyanure en la forme ferreuse, qui peut étre suivie a 700 nm grace a la
formation du bleu de Prusse de Perl Fes[Fe (CN)s]s. L'augmentation de
I'absorbance a 700 nm est indicative d'une augmentation de la capacité de
réduction. Cette méthode est largement utilisée pour évaluer la capacité

antioxydante des échantillons®.

B. Activité antimicrobienne

a. Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne

Il existe plusieurs méthodes de laboratoire pour évaluer ou cribler l'activité
antimicrobienne in vitro d'un extrait ou d'un composé pur. Parmi les méthodes
les plus connues et les plus basiques, on peut citer la méthode de diffusion sur
disque et la méthode de dilution en bouillon ou en gélose. Pour les tests
antifongiques, la technique des aliments empoisonnés est souvent utilisée.
D'autres méthodes peuvent €galement étre utilisées en fonction des besoins

spécifiques de I'étude.

a. Méthode de diffusion en milieu solide

o Méthode de diffusion sur disque

La méthode de diffusion sur disque est largement utilisée dans les tests de
sensibilité aux antimicrobiens en laboratoire de microbiologie. Elle consiste
a inoculer des plaques de gélose avec un inoculum standardisé du micro-
organisme a tester, puis a placer des disques de 6 mm imbibés d'une
concentration désirée du composé a tester sur la surface de la gélose. Apres
incubation dans des conditions appropriées (température et durée précises),
l'agent antimicrobien se diffuse dans la gélose et inhibe la germination et la
croissance du micro-organisme testé. Les diameétres des zones d'inhibition de
la croissance sont mesurés pour évaluer la sensibilité du micro-organisme a

l'agent antimicrobien®® 7.
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e Meéthode du gradient antimicrobien

La méthode du gradient antimicrobien est une méthode qui combine les
principes des méthodes de dilution et de diffusion pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) d'un agent antimicrobien. Elle
consiste a créer un gradient de concentration de I'agent antimicrobien sur la
surface de la gélose inoculée avec le micro-organisme testé. Cette méthode
est couramment utilisée pour la détermination de la CMI des antibiotiques,
des antifongiques et des antibactériens. La valeur de la CMI est déterminée a

l'intersection de la bande et de 1'ellipse d'inhibition de la croissance®.

e Méthode de diffusion de puits de gélose

La méthode de diffusion en puits est une méthode couramment utilisée pour
¢valuer l'activité antimicrobienne des extraits de plantes. Cette méthode
implique l'inoculation de la surface de la plaque de gélose avec un volume
standardisé d'inoculum microbien. Ensuite, un trou de 6 a 8 mm de diamétre
est créé de maniere stérile a I'aide d'un outil approprié, et une quantité d'agent
antimicrobien ou d'extrait & une concentration souhaitée est ajoutée dans le
puits. Les plaques de gélose sont incubées dans des conditions appropriées
en fonction du micro-organisme testé. L'agent antimicrobien se diffuse dans

la gélose et inhibe la croissance de la souche microbienne testée®.

B. Méthode de dilution

Les méthodes de dilution sont considérées comme les plus appropriées pour

déterminer la CMI d'un agent antimicrobien, car elles permettent d'estimer la

concentration de I'agent dans la gélose (dilution de gélose) ou le bouillon (macro-

dilution ou micro-dilution). Les méthodes de dilution en bouillon ou en gélose

sont quantitatives et peuvent étre utilisées pour mesurer l'activité antimicrobienne

in vitro contre les bactéries et les champignons. La CMI est définie comme la

concentration la plus faible de I'agent antimicrobien testé qui inhibe la croissance

visible du micro-organisme testé, et elle est généralement exprimée en pg/mL ou

mg/L,
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e Méthode de dilution en milieu liquide

Les méthodes de dilution en bouillon ou en gélose sont utilisées pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) d'un agent
antimicrobien in vitro. La CMI est définie comme la concentration la plus
faible d'agent antimicrobien qui inhibe la croissance du micro-organisme

testé.

e Dilution du bouillon

La microdilution et la macrodilution en bouillon sont des méthodes de test de
sensibilit¢ aux antimicrobiens trés basiques. Le processus implique la
préparation de dilutions doubles de 'agent antimicrobien dans un milieu de
croissance liquide, qui est ensuite distribué¢ dans des tubes avec un volume
minimum de 2 ml ou dans des plaques de microtitration a 96 puits avec des
volumes plus petits. Chaque tube ou puits est ensuite ensemencé avec un
inoculum microbien dilué¢ dans le méme milieu, aprés dilution d'une
suspension microbienne standardisée ajustée a 1'échelle 0,5 McFarland.
Aprés un mélange adéquat, les tubes ou la plaque de microtitration sont
incubés sans agitation dans des conditions appropriées pour le micro-

organisme testé.

La CMI (concentration minimale inhibitrice) correspond a la plus petite
concentration d'agent antimicrobien qui est capable d'inhiber complétement
la croissance de 1'organisme testé, telle que visible a I'eeil nu dans les tubes

ou les puits de microdilution’’.

e Dilution en gélose

La méthode de dilution sur gélose implique I'incorporation d'agent
antimicrobien a différentes concentrations souhaitées dans un milieu gélosé
fondu en utilisant généralement des dilutions doubles en série. Ensuite, un
inoculum microbien défini est ensemencé sur la surface de la plaque de

gélose. La CMI est enregistrée comme étant la plus faible concentration

26



d'agent antimicrobien qui inhibe complétement la croissance dans des

conditions d'incubation appropriées’!.

La méthode de dilution en gélose est appropriée pour les tests de sensibilité
antibactériens et antifongiques. Elle est souvent préférée a la dilution en
bouillon pour la détermination de la CMI lorsque plusieurs isolats sont testés
contre un seul composé ou lorsque le composé testé masque la détection de

la croissance microbienne dans le milieu liquide avec sa coloration.”!.

C. Activité anti-inflammatoire

a. Définition

L'inflammation est le mécanisme de défense immunologique par lequel le corps
combat les infections ou les blessures causées par des virus, des bactéries et
d'autres agents pathogénes’?. De plus, l'inflammation s'avére de plus en plus étre
impliqué dans le développement de plusieurs maladies chroniques telles que
l'artériosclérose, le diabéte, I'obésité, les maladies neurodégénératives et méme
le cancer. Depuis les années 1970, I’aspirine et autres anti-inflammatoires non

stéroidiens ont été utilisés pour traiter I'inflammation aigué’.

b. Méthodes d’évaluation in vivo de I’activité anti inflammatoire

a. Test de ’cedéme aigu induit par la carragénine sur la patte de souris
Méthode 1

L'injection intra-plantaire de carragénine induit une augmentation aigué et
progressive du volume de la patte injectée. Cet cedéme, qui est proportionnelle a
l'intensité de la réponse inflammatoire, est un parametre utile dans 1'évaluation de
l'activit¢ anti-inflammatoire. La carragénine déclenche le processus
inflammatoire, atteignant des niveaux de sélection entre 2 et 3 heures apres

l'application” 7.

Avant le test, le volume du membre pelvien inférieur de 1'animal (patte arrire)
doit étre évalué par pléthysmométrie (un outil trés utile pour évaluer la réponse

inflammatoire induite expérimentalement chez les petits rongeurs et pour dépister
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les propriétés anti-inflammatoires ou anti-cedéme potentielles de la substance
pharmacologique). L'administration doit se faire dans un groupe témoin pour
évaluer le solvant utilisé pour la solubilisation du composé¢ testé, un groupe
témoin avec un anti-inflammatoire de référence, et les groupes a tester avec des
doses bien définies. Apres 1h d'application, le volume doit étre mesuré a 30, 60,

120 et 180 minutes par l'injection de la patte dans le pléthysmométre’®.

Méthode 2

Les extraits a tester ont été administrés par sonde gastrique dans 0,5 ml d'eau. Les
souris témoins, recoivent le méme volume d'eau par la méme voie. Pour induire
une inflammation, 0,025 ml carragénine est injectée dans la plante de la patte
arriere gauche. 0,025 ml d'une solution saline a 0,9 % également injectée dans la
plante de la patte, ou patte témoin. Les animaux sont sacrifiés par dislocation
cervicale. Les pattes sont immédiatement amputées au niveau de l'articulation
talo-crurale et pesées sur une balance analytique. Les extraits a tester sont
administrés 30 minutes avant les injections dans la patte et le sacrifice est effectué

systématiquement 4 heures aprés 1'injection’’.

B. (Edeme de l'oreille induit par 1'huile de croton chez la souris

L'importance du test est d'évaluer la capacité a inhiber la formation d'cedéme dans
'oreille des animaux testés aprés l'application topique d'huile de croton. Pour
effectuer ce test, le composé a tester doit étre administré une heure avant sur la
surface de l'oreille interne. Il convient de décider quelle oreille recevra I'induction
du processus inflammatoire avec de l'huile de croton, et laquelle recevra de
'acétone en méme quantité que I'huile pour le contrdle négatif. Par la suite il faut
mesurer la formation d'cedéme dans les deux oreilles. Le test peut également étre
utilisé en ajoutant un groupe d'animaux testés avec des médicaments déja connus

sur le marché, tels que 1'indométhacine et la dexaméthasone’®.

28



D. Activité analgésique

Le test de contorsion abdominale chez la souris est une méthode courament
utilisée pour évaluer l'activité analgésique des substances contre la douleur, ou
l'acide acétique a la concentration de 0,6% (0,ImL/10g de I'animal) induit des
lésions sur I'abdomen des souris, ce qui suffit & provoquer des spasmes traduits
en contorsions. Le composé testé doit €tre appliqué aux concentrations
prédéfinies. Apres 60 minutes, appliquez I'injection péritonéale d'acide acétique
et placez I'animal dans une boite en acrylique afin qu'il soit possible d'observer

le nombre de contractions effectuées pendant 20 minutes’®.
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CHAPITRE 2: ETUDE
PHYTOCHIMIQUE DES DEUX
ESPECES : PITURANTHOS
SCOPARIUS ET POGOSTEMON
CABLIN



I. Monographie des plantes étudiées

1. Pituranthos Scoparius (Deverra Scoparia)

A. Présentation de ’espece

P. Scoparius (Coss & Dur) Benth & Hook, également connue sous le nom de
Deverra Scoparia, est une plante endémique de la région saharienne de 1'Afrique
du Nord®. Bien qu'elle soit considérée comme rare dans le Sahara central, elle
est fréquente dans les hauts plateaux du Tassili n’Ajjer, I’Atlas saharien et le

1.81

Sahara septentrional.®’ connue sous le nom de « Tattayet » en Tamahaq (langue

touareg) et « Guezzah » en arabe.

B. Caractéristiques botaniques

P. Scoparius est une plante vivace aphylle. Les tiges mesurent 40 a 80 cm de
haut. Les fleurs, souvent a pédoncule, pétales blancs et les nervures médullaires,
elles sont regroupées en ombelles latérales assez étalées (figure 7). Cependant,
en raison de la température ¢levée du Sahara central a partir de laquelle les plantes
utilisées dans cette expérience ont été obtenues, les especes utilisées ne
contenaient pas de feuilles, de fleurs ou de graines. La floraison a lieu de de

février a octobre, D’aprés Quezel et santa la classification botanique de P.

Scoparius est comme suit 8 :

Régne : Végétal.

Embranchement : Spermaphytes.

Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

Ordre : Ombellales.

Famille : Apiaceae.

Genre : Pituranthos.

Espéces : Pituranthos Scoparius (Coss. et
Dur.) Benth et Hook

Autre appellation :
Deverra Scoparia (Coss. & Durieu) Figure 7 : Photographie
Deverra fallax (Batt. & Trab.)
Deverra virgata (Coss. & Durieu)
Pituranthos fallax (Batt. & Trab.) Scoparius
Pituranthos virgatus (Coss. & Durieu)

montrant I’espéce Pituranthos
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C. Utilisations thérapeutiques traditionnelles

Pituranthos Scoparius, également connue sous le nom de Deverra Scoparia, est
une plante médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle dans
plusieurs pays d'Afrique du Nord, y compris en Algérie, pour le traitement de

diverses maladies®?.

Elle est couramment utilisée comme additif alimentaire pour aromatiser les
aliments®®. Cette plante est traditionnellement employée par les guérisseurs
locaux pour soigner des affections telles que les rhumatismes et 1'asthme®* 84, la
rougeole, la jaunisse, les troubles digestifs, les soins post-partum, l'indigestion,
les maux d'estomac et abdomen 34. De plus, elle est utilisée pour les maux de

téte®, les spasmes, les douleurs, le diabéte, les hépatites et les infections

urinaires®®.

D. Travaux antérieurs

a. Composition chimique des huiles essentielles

Les recherches antérieures sur la composition chimique des huiles essentielles de
P. Scoparius obtenues par HD (hydrodistillation) et SD (entrainement a la
vapeur) de différentes origines sont résumées dans le tableau 2. Il est a noter
qu'aucune ¢étude sur I’extraction de I'huile essentielle de P. Scoparius en fonction
des méthodes n'a été réalisée a ce jour. Comme mentionné ci-dessus, une
différence qualitative et quantitative significative dans les compositions
chimiques de HE a été observée. Le tableau 1 montre que la plupart des
échantillons, qu'ils proviennent de Tunisie ou de différentes régions algériennes
(M'sila, Batna, Biskra et Souk Ahras) étaient caractérisés par une quantité élevée
d'a-Pinéne (8.3-35.8 %) et de Sabinéne (14.8 -34.4 %)% 8738 Par ailleurs, les
huiles essentielles obtenues a partir des graines et des tiges d'Oum El Bouaghi
étaient dominées par 1'Apiol (52.8% et 15%, respectivement) et 'a-Pinene (11%

et 34%, respectivement).

L'Acétate de bornyle était présent en grande quantité uniquement dans 1’huile

essentielle des graines (21 %)%®. Le Limonéne (32.7-66.5%), la Myristicine
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(jusqu'a 31,.%), le Dillapiol (jusqu'a 23%) et 1'a-Pinéne (4.4-11.2%) étaient les
principaux composés de I'huile essentielle de partie aérienne de P. Scoparius de
Ghardaia®, tandis que le Germacréne D (12.7 %) était le composé majoritaire de
I'huile de tiges et 1'oxyde de Caryophylléne (12.2 %) le composé majoritaire des
graines de la méme région de Ghardaia. Ces deux échantillons étaient €¢galement
caractérisés par des quantités similaires de limonene, de Myristicine et d'a-Pinéne
(6.8-9.8 % et 8.2-11.2 %, respectivement) pour les huiles de tiges et de graines®'.
Les échantillons de Djelfa et de Laghouat ont montré des profils chimiques
similaires, dominés par l'a-Pineéne (23.7-35,8%), le Dillapiol (9.9-47.3%), le
limonéne (jusqu'a 30%), 1'Acétate de bornyle (3.0-9.6%) et le f-Pinéne (jusqu'a
5.3%).

Cependant, la Myristicine n'était présente en grande quantité¢ que dans 1'huile
essentielle de la région de Djelfa (jusqu'a 18.2 %)°°. La Myristicine (24.1 %) et
l'a-Pinene (14.4 %) étaient également les principaux composés dans I'huile de
M'sila, suivis de l'a-Phellandréne (15.6 %)°>. Les huiles essentielles de P.
Scoparius, isolées de Batna, Bechar et Ghardaia, contenaient les mémes
composés dominants : 6-Méthoxyélémicine (0-59.6%), Limonene (0.3—44%),
sabinéne (0.8-55.6%), Myristicine (0 a 32.4 %) et a-Pinéne (0,7 a 31,0 %).

Le Dillapiol a été trouvé comme composé principal uniquement dans 1'huile
essentielle de Batna (jusqu'a 16.8 %)°. La 6-méthoxyélémicine n'a été identifiée
ni dans notre travail, ni dans d'autres rapports. Dans la méme étude, les
échantillons provenant de Biskra étaient dominés par le Sabinéne (19.9-28.0%),
I'Elémicine (jusqu'a 29,1%) et la Myristicine (jusqu'a 20,1%), tandis que le
Dillapiol et l'a-Pinéne étaient également présents avec des pourcentages

appréciables (1.4-18 % et 7.2-11.2 %, respectivement)’>.

Le Limoneéne (46.9 %) était le composé prédominant dans l'échantillon de
Tamenrasset, suivi du 1,8-cinéol (7.6)°*. En revanche, 1'a-Pinéne (12.1%), 'Epi-
Bicyclosesqui phellandréne (8.4%), I'Erémophiléne (8.2%) et le y-Cadinene

(6.3%) étaient les principaux composants de l'huile essentielle obtenue par
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hydrodistillation de la méme région (Tamenrasset)’>. De plus, la 7-Méthoxy-3-

méthyl-1-H-isichroméne-1-one et le méthyl propéne ont ét¢ identifiés, ainsi que

la Myristicine, en quantités appréciables uniquement dans l'huile essentielle

obtenue par entrainement a la vapeur de Ghardaia (10.6 %, 9.9 % et 12.1 %,

respectivement)®.

L’ensemble des informations précédemment citées sont résumées dans le tableau

suivant :

Tableau 2 : Principaux composés des huiles essentielles de P. Scoparius de

différentes origines précédemment signalés.

Pays/ Region

Composés majoritaires (%)

a-Pinéne

Sabinéne

Limonéne

Myristicin

Dillapiol

Autres
composés
majoritaires

Ref

Oum El
Bouaghi

(98]
I

Apiol (15.0)

Q| 3| Partie utilisée

[um—
o

Apiol (52.8) ; Bornyl
acétate (21%).

89

Ghardaia

6.8

9.8

7.2

Germacrene D (12.7) ;
o-Phéllandréne (7.1);
Méthyl eugénol (5.9).

8.2

11.2 | 11.1

Caryophylléne oxide
(12.2); p-Cymene
(7.5); Thymol (5.9).

91

M’sila

17.4

7.5

24.1

o-Phellandréne (15.6).

92

Ghardaia

4.4-
11.2

32.7

66.5

IA

31.1

IN

23.0

o-Phellandréne (<
6.4); Germacréne D (<

6.3).

Djelfa

Algérie

23.7

27.0

1.0-
7.8

IA

18.2

AN

473

Bornyl acétate (< 9.6);
p-Cymene (2-6.7); -
Pinece (< 5.3).

920
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Laghouat

35.1

35.8

7.0-

30.0 25.7

Bornyl acétate (3.0-
9.5); p-Pinéne (5.2).

M’sila

16.4

14.8

Caryophylléne oxide
(9.7); a-Farneseéne
(7.7); a-Terpineéne
(5.8).

Batna

233

18.6

o-Terpinéne (7.7);
[-Ocimene-E (7.6).

Biskra

8.3-
13.4

18.9

24.8

7.6 | 6.6-
16.8

88

Tamenraset

12.1

Bornyl acétate (32);
Epi-Bicycle
sesquiphellandréne
(8.4); Eremophiléne
(8.2); y-Cadinéne
(6.3).

95

Ghardaia

12.1 |-

7-Methoxy-3-methyl-
1-H isichromen-1-one
(10.6); Methyl
propéne (9.9).

96

Souk
Ahras

16.3

26.5

23.6

344

p-Cymene (8.6-10.1);
Terpinén-4-ol (4.1 -
9.7); a-Thujene (5.3-
5.7);

S-Pinéne (<5.5).

85

Tamenra

-sset

469 | - -

1.8-Cinéol (7.6).

94

Batna

IA

11.2

IN

10.5

IN

IA
IN

224 | 194 | 16.8

6-Methoxyélemicine

(< 58.2).

93
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Biskra P |72- [199 |- < <18 | Elémicine (<29.1).
11.2 |- 20.1
28.0
Bechar P 324 | 19.1 |- - 6-Methoxyelemicine
(27.4).
Ghardaia | P | 2.8- | < 9.2- | < - 6-Methoxyelemicine
17.1 | 31.3 |26.7 | 13.6 (£29.4); a-
Phellandréne (<15.4);
[-Phellandréne (<
7.9); f-Pinéne (< 7.1).

Tunisie | P | 32.0 | 17.2 |- - { A-3-Carene (16.9); a- | 87
Thujene (13.7);
Ociméne (9.8).

P : Parties aériennes ; T : Tiges ; F : Fleurs ; G : Graines.

b. Activités Biologiques des huiles essentielles

A notre connaissance, il y a trés peu de rapports disponibles concernant I’ activité
antimicrobienne des huiles essentielles de P. Scoparius. Les résultats obtenus par
Ksouri et al. ont montré que les especes fongiques testés €taient trés sensible a
I’huile essentielle de P. Scoparius contrairement aux bactéries de grammes
négatives qui étaient trés résistantes’®. D’autres échantillons ont aussi montré une
trés faible activité contre I’Escherichia coli, la Klebsiella pneumoniae et le
Bacillus cereus, avec des diameétres de zone d'inhibition compris entre 6 et 8.7
mm®’. A l'inverse, Boutaghane et al. ont révélé que I’huile essentielle extraites
des tiges et des graines de especes récoltées dans la région de Ghardaia a inhibé
la croissance des micro-organismes de gramme négatif, nommément la
Pseudomonas aeruginosa, le Proteus mirabilis et la Klebsiella pneumonie®®.
Malti et al. rapportent également une sensibilité des especes fongiques aux huiles

essentielles des parties aériennes de Pituranthos scoparius®’.

Aucune étude n’a été portée sur ’activité antiinflammatoire ou analgésiques des
huiles essentielles de P. Scoparius mais uniquement sur des extraits. Les résultats

trouvés par Karbab et al. ont révélé que I’extrait hydrométhanolique de P.
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Scoparius a un effet anti-inflammatoires et analgésiques chez les souris. De plus,
I’extrait n’a donné aucun signe de toxicité ou de mortalité li¢ au traitement chez
le rat. L'extrait n'était pas toxique méme a 5 g/kg de poids corporel chez les rats®?.
Dans une autre ¢étude I’extrait aqueux a donné une excellente activité anti-

inflammatoire (80,30 + 5,91) %°°.

I1. Pogostemon Cablin

A. Présentation de I’espéce

Le patchouli est une herbe vivace, ramifiée et aromatique avec feuilles
parfumées. En arabe le patchouli est appelé Rihane. Cette plante a été¢ décrite
pour la premiere fois par le botaniste Pelletier-Sautelet aux Philippines en 1845
et a ét¢ nommé Pogostemon patchouli. On pense qu'il s'agit d'une espece
originaire des Philippines. Elle pousse a I'état sauvage en Malaisie, en Indonésie,
Singapour et dans plusieurs parties du monde. Le patchouli cultivé en zones
cotieres du sud de I'Inde, du Bengale occidental, de I'Assam, Karnataka, Madhya

Pradesh et les régions cotiéres de Gujarat!®.

B. Caractéristiques botaniques

Le patchouli est une plante herbacée vivace rustique adaptée aux conditions
climatiques chaudes et humides. Il pousse jusqu'a 1 a 1,2 métre de hauteur avec
une tige dressée et de larges feuilles (0,85 pouces). Le Patchouli est une plante
qui présente des tiges tétragonales et des feuilles opposées, ovales, larges, molles,
veloutées et irrégulierement dentées (figure 8). Sa fragrance distinctive et tenace
est due a ses feuilles. Les bords des feuilles sont lobés et des poils abondants sont

101

présents sur sa face dorsale'”’. Les feuilles sont connues pour accumuler de I'huile

essentielle dans les trichomes glandulaires'®?. Les épis de petites fleurs blanches

ou rose-blanc pale se trouvent a I'extrémité des tiges de la plante'®.

La classification botanique de Pogostemon Cablin est comme suit :
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Regne : Végétal.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous embranchement :
Angiospermes.

Classe : Dicotylédones.

Ordre : Ombellales.

Famille : Lamiacées.

Genre : Pogostemon.

Especes :  Pogostemon  Cablin
benth.

montrant I’espéce Pogostemon

Cablin

C. Application du Pogostemon Cablin

Le patchouli est un constituant clé des parfums exotiques afin de donner une
touche épicée au parfum. Il peut aussi étre utilisé dans les produits cosmétiques
et comme parfum a part entiére. Il a aussi une bonne propriété fixatrice, en

particulier dans les parfums de savon'%*,

L'huile essentielle de patchouli est reconnue pour ses nombreuses propriétés
thérapeutiques, telles que ses effets cicatrisants, antidépresseurs,
antiphlogistiques, antiseptiques, aphrodisiaques, astringents, cytophylactiques,
insecticides, déodorants, diurétiques, fébrifuges, fongicides, sédatifs et toniques.
En aromathérapie, le patchouli est utilisé pour calmer les nerfs, contrdler I'appétit
et soulager la dépression et le stress. A haute dose, il peut stimuler et a plus faible
dose c'est un sédatif. Il est utilis€é pour aiguiser l'intelligence et améliorer
concentration!®’,

En médecine chinoise, la décoction de feuilles est utilisée avec d'autres
médicaments pour traiter les vomissements, les nausées, la diarrhée, le rhume et

les maux de téte 1%,

En Malaisie et au Japon, il est utilis¢ comme antidote pour les morsures de serpent
venimeux et les feuilles fraiches sont utilisées pour guérir d’autres maladies.
L'huile essentielle de patchouli est efficace contre les champignons et les

infections bactériennes et est d'une grande aide pour les piqtres d'insectes. Sur la
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peau, 1'huile de patchouli est I'une des plus actives et est un superbe régénérateur
tissulaire, qui aide a stimuler la croissance de nouvelles cellules cutanées. Dans
la cicatrisation des plaies, non seulement il favorise une guérison plus rapide,
mais aide également a prévenir la laideur des cicatrices lorsque la plaie est guérie.
L'huile essentielle de patchouli est également utilisée comme remede topique
pour les problémes de peau tels que I’eczéma, l'acné, la peau enflammée,

craquelée, gercée et irritée.

D. Travaux antérieurs

a. Composition chimique des huiles essentielles

Les feuilles séchées donnent une odeur typique de patchouli, moins développée
que celle des feuilles fraiches. Pour l'extraction des huiles essentielles, le séchage
a 'ombre est favorisé car la perte d'huile est observée lorsque les feuilles sont
séchées au soleil. Le patchouli est I'une des rares huile a conserver ces
caractéristiques dans le temps. C'est 1'une des plus chéres et des plus durables

huile de conservation!?’.

Les avantages potentiels de P. cablin ont ét¢ bien explorés ces derniéres années
par de nombreux scientifiques. Diverses études sur ses activités chimiques et
biologiques sont bien documentées et plus des études de recherche récentes se
concentrent sur l'isolement de composés individuels pour comprendre leurs
mécanismes impliqués dans diverses activités pharmacologiques. Cette plante
contient divers composés phytochimiques dont de nombreux monoterpénoides,
triterpénoides, sesquiterpénoides, phytostérols, flavonoides, acides, lignines,

glycosides, alcools et aldéhydes'%.

Les composants chimiques volatils connus et identifiés a partir de 1'huile
essentielles de patchouli sont présentées dans le tableau 3. Les larges fourchettes
de ce tableau donnent une indication sur les composés qui sont des constituants

majeurs, intermédiaires et mineurs.
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Tableau 3 : Variation des composés volatils identifiés a partir de plus de cents

huiles essentielles de Pogostemon Cablin (rapportée dans la littérature)’? :

Composés %
o-Pinéne 0.01-0.3
[-Pinéne 0.02-1
Limonene 0.01-0.3
o-Elémene 0.01-1.9
p-Patchouléne* 0.03-12
S-Elémene 0.18-1.9
Cycloseychelléne 0.02-0.8
(E)-f-Caryophylléne 0.75-6.8
o-Guaiene* 2.9-23
Seychelléne* 2.3-13
o-Humuléne 0.05-2
a-Patchouléne* 1.2-13
Germacrene D 0.0-0.2
Aciphylléne 0.7-4.2
a-Bulneséne* 2.9-23
Norpatchoulénol 0.11-4.0
Caryophyllene oxide 0.0-4.6
Pogostol 0.2-6.2
Patchoulol* 11-72

*Composés majoritaires des huiles essentielles de Pogostemon Cablin

Plus de 100 analyses d'huile provenant de 75 articles ont été évalués et les
résultats exprimés en pourcentage moyen et en fourchettes sont résumés dans le
tableau 3.

On remarque une énorme variation entre les composés des huiles essentielles
identifiées principalement pour le patchoulol (11-72) %, a-Bulnesene (2.9-13) %,
a-Guaieéne (2.9-23) % et a-Patchouléne (1.2-13) %. La composition chimique de
I'huile essentielle de patchouli varie selon les échantillons prélevés dans

1110

différents lieux géographiques. Li et a ont révélé l'effet significatif des
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différentes régions, la période de collecte, et les méthodes d’extractions sur le

rendement en huile essentielle et ses principaux constituants.

L'huile de patchouli est riche en sesquiterpénes, principalement l'alcool de
patchouli (Patchoulol), un tricyclique sesquiterpéne qui est largement utilisé dans

les produits de parfumerie, les savons et autres produits cosmétiques'!!.

Patchoulénes, Guai¢ne, Seychelléne sont quelques autres hydrocarbures
sesquiterpéniques qui caractérisent également I’ardme de I’huile essentielle de
patchouli. Selon de nombreux chercheurs, le Patchoulol et l'a-Patchouléne sont
les principaux constituants qui régulent et contrdlent la qualité de 1'huile de

patchouli'!-113,

Plusieurs autres sesquiterpénes minoritaires comme le
Caryophylléne, le Pogostol, le a-, f-, y- et J-Patchouléne, le Seychelléne, le
Cycloseychelléne, Le a- et f-Bulnéséne, le a-, f-Guaiéne et le Norpatchoulénol

sont également signalés dans I'huile de patchouli.

b. Différentes méthodes réalisées sur I’extraction des huiles essentielles
L’huile essentielle de patchouli peut étre extraite de toutes les sections de plante
(feuilles, tige et racines). Généralement, il est rapporté que la partie aérienne de
la plante enferme la qualité supréme d’huile, et qui peut étre extrait selon quatre
méthodes. Apres séchage des feuilles qui sont par la suite bien conservées, elles

peuvent étre facilement utilisées ou transportées pour le processus de distillation.

Les feuilles séchées peuvent étre conservées pendant 4 a 6 mois pour extraire une
plus grande quantité d'huile essentielle a forte odeur. Classiquement,
I’entrainement a la vapeur est le processus qui est collectivement utilisé pour
extraire l'huile de patchouli!!®. D'autres techniques conventionnelles et non
conventionnelles par lesquelles 1'huile de patchouli a été extraite sont résumées
dans le tableau 4. Ce dernier passe en revue le travail effectué jusqu'a ce jour pour

extraire 1'huile essentielle de la plante de patchouli.

Classiquement, le rendement le plus ¢élevé (1.53 %) était obtenu par

hydrodistillation avec 64.90% de patchoulol''> alors que I'hydrodistillation
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assistée par micro-ondes a fourni de meilleurs résultats (6.01 %) avec une teneur

en patchoulol améliorée dans le cadre d'un concept plus écologique''s.
Cependant, I’entrainement a la vapeur reste la méthode idéale pour extraire huiles

essentielles a partir de matiéres premiéres a 1'échelle industrielle! 4.

Tableau 4 : Différentes méthodes réalisées sur ’extraction des huiles

essentielles de Pogostemon Cablin.

Partie de la | Technique Rendement Patchoulol | Ref
plante d’extraction (%) (%)

Feuilles séchées | Extraction au CO> | 5.07 - 117

supercritique

SD 1.05 -

Extraction au CO> | - - 118

supercritique
HD 1.53 64.90 115
MAE 3.84 - 19
MAHD - 26.32 120
MAE - 25.32
MAE 4.60 - 121
SFME 4.00 -
MAE 6.01 -
Feuilles et SD 2.40 38.24 122
racines séchées | WBD 5.90 61.23

SD : entrainement a la vapeur, MAE : Hydrodistillation assistée par micro-ondes,
MAHD : Hydrodistillation a air micro-ondes, WBD : Distillation a bulles d'eau,

SFME : Extraction par micro-ondes sans solvent - : non rapporté.

c. Activités antimicrobiennes des huiles essentielles
L’activité antimicrobiennes de I'huile essentielle de Pogostemon Cablin a été le
sujet de beaucoup d’auteurs'?® 124, Pour les bactéries de gram-négatives, I’huile

de P. Cablin a donné une faible activité antimicrobienne contre Pseudomonas
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aeruginosa et Salmonella enterica, et une activité modérée contre Yersinia
enterocolitica et Serratia marcescens. Chez les micro-organismes de gram
positifs, une faible activité antimicrobienne a été détectée contre Basillus subtilis
et Staphylococcus aureus, et une activité antimicrobienne modérée a été
démontrée contre Enterecoccus. faecalis et Micrococcus luteus'?®. L'activité
antibactérienne a révélé que I'huile essentielle du Pogostemon Cablin était plus
active contre les bactéries de gram positives que les bactéries de gram négatives.
La plus grande zone d'inhibition était de 35 mm (contre Bacillus cereus)'*.
L'huile a aussi montré une activité antifongique modérée contre Candida albicans

et Saccharomyces cerevisiae'**.

42



CHAPITRE 3 :
MATERIELS & METHODES



I. Récolte du matériel végétal

1. Pituranthos Scoparius

Figure 9 : Pituranthos Scoparius

plante enti¢re

Etude botanique

Nom scientifique : Pituranthos

Scoparius ou Deverra Scoparia

Francais : Fenouil sauvage

Arabe : Guezzah

Tamahagq : Tattayet

Les parties aériennes de l'espece Pituranthos Scoparius (figure 9) ont été

recueillies sur deux saisons (juillet et mars 2012) dans trois stations différentes a

Tamanrasset en Algérie. La localisation a été enregistrée a I'aide du GPS systéme

de positionnement global (tableau 5). La figure 10 montre la Population de

Pituranthos Scoparius étudiée.

Tableau 5: Paramétres géographiques des habitats naturels de Pituranthos

Scoparius en Algérie.

A | Site de Latitude Longitude Altitude | Distance *
récolte (m)

Ou | Oued Iguioui, | 23°04'35,6"N | 5°26'15,2"E | 1600 75 km
Tamanrasset,

Ta | Taessa, 23°05'64,2"N | 05°30"79,7"E | 1748 80 km
Tamanrasset

1 | Illamane, 23°14'17,7"N | 5°30°52,0"E | 2789 140 km
Tamanrasset

Propriétés géographiques des habitats naturels de Pituranthos Scoparius en Algérie

N : direction du nord.

E : direction de l'est.

a : Distance de Tamanrasset.
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Figure 10 : Population de Pituranthos Scoparius (Deverra Scoparia) étudiée.

a. Identification de la plante
L'identification a été faite dans le laboratoire de 1'Institut National de Recherche
Forestiere de la NFRI botanique a Tamanrasset Algérie, la matiére végétale a été

stockée et maintenue dans un endroit frais, sec et sombre.

2. Pogostemon Cablin
La mati¢re végétale séche en provenance de Chine a été achetée dans une
herboristerie de la wilaya de Blida, le nom commun du Pogostemon Cablin est le

Patchouli (figure 11).

Etude botanique
Nom scientifique : Pogostemon
Cablin (figure 11)

Frangais : Patchouli

Figure 11 : Pogostemon Cablin

plante entiére

I1. Extraction des huiles essentielles
1. Extraction des huiles essentielles par hydro-distillation
Au cours de chaque essai, 200 g de la plante séche sont introduit dans un ballon

en pyrex et distillé avec 4L d'eau pendant 4h en utilisant un appareil de type
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Clevenger. Le mélange est chauffé jusqu'a ébullition et la vapeur d'eau entraine
avec elle 1'huile essentielle a travers un tube de condensation. Lorsque la premiére
goutte de distillat apparait a la sortie du tube, I'huile essentielle est collectée!?.
Les huiles essentielles sont recueillies et stockées dans un flacon brun scellé a 4
°C dans 1'obscurité pour d'autres expériences. Nous avons calculé le rendement

basé sur le poids sec de 1'échantillon.

2. Extraction des huiles essentielles par Micro-onde

Cette technique est utilisée dans 1’optique d’évaluer I’influence du micro-onde
sur le rendement d’extraction et la composition chimique des huiles essentielle
(figure 12). Le montage est constitu¢ d’un four a micro-ondes (MW8123ST,
Samsung, United Kingdom) dans lequel est introduit un ballon de 1 L contenant
la matiére premicre 100 g et ’eau distillée 100 ml. Cet ensemble est directement

126 1’ expérimentation est

relié au dispositif Clevenger, situé a I’extérieur du four
menée a une puissance de 850 W, 2450 MHz pendant 50 min. Les huiles

essentielles récoltées sont stockées dans des flacons ambrées a 4°C.

Micro-onde ——p|
ale

Ballon

Matiére végétal

Figure 12 : Le montage expérimental pour l'extraction d'huile essentielle en

utilisant la méthode d'hydrodistillation par micro-ondes

3. Extraction des huiles essentielles par entrainement a vapeur
L'évaporation sélective de la partie volatile d'une plante peut étre réalisée par

I’entrainement a la vapeur d’eau. Dans cette méthode, 200 g de maticre végétale
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est placé dans une ampoule a décanter ou un tube relié¢ a un ballon qui contient 5
L d’eau. La vapeur d'eau est mise en contact avec la matiére végétale finement
divisée et les constituants volatils sont ¢liminés de la plante. Ils sont ensuite

condensés en passant par le condensateur'?’,

Les huiles essentielles sont
recueillies sur de 1'eau et ensuite stockées dans un flacon brun scellé a 4 °© C dans

l'obscurité pour d'autres expériences.

III. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement en huile essentielle (Rug) est défini selon la norme AFNOR (1986)
comme le rapport entre la masse de I'huile essentielle obtenue apres extraction
(MsE) et la masse de la matiére végétale utilisée (My). Il peut étre calculé en

utilisant la formule suivante :

Rue= (Mne/ Mv) *100

Rug : rendement en huile essentielle de Pituranthos Scoparius.
Mse : masse de I’huile essentielle obtenue en gramme.

My : masse de la mati¢re végétale utilisée en gramme.

IV. Extraction des composés phénoliques

1. Sélection du meilleur solvant d’extraction

Une recherche préalable du meilleur solvant d’extraction est menée. La poudre
de feuilles broyées de chacune des espéces étudiées est extraite par une
macération simple (10 g) en utilisant des solvants de nature différente. Quatre
solvants sont sélectionnés a 1’état pur : le méthanol (MeOH), I’éthanol (EtOH),

I’acétate d’éthyle (AcOEt) et I’acétone.

A. Préparation des extraits organiques

La partie aérienne de la plante est broyée et soumise a des extractions utilisant
des solvants organiques de polarité croissante tels que l'acétone, 1'éthanol,
l'acétate d'éthyle et le méthanol. Pour chaque extraction, 10 g de poudre sont

mélangés avec 100 ml de solvant et agités a température ambiante pendant 48
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heures, puis filtrés a l'aide d'un papier Whatman N°1. Le filtrat est ensuite
concentré sous pression a l'aide d'un rotavapeur, et les extraits obtenus sont
stockés a 4°C et a I'abri de la lumiére jusqu'a leur utilisation. Les rendements de
chaque extraction sont calculés en divisant la masse de I'extrait brut par la masse

de la poudre végétale seche introduite.

B. Préparation des extraits aqueux
Parallélement, nous avons préparé des extraits aqueux en utilisant quatre

méthodes différentes :

a. Décoction

10 g de poudre de chaque plante sont soumis a une décoction (10 %
poids/volume, plante : eau) la poudre de plante est mise dans un ballon contenant
100 ml d’eau distillée, le tout est bouilli pendant 15 min a une température
d'environ 100°C. L'extrait aqueux obtenu apres filtration sous vide et

refroidissement est lyophilisé.

b. Infusion
10 g de poudre de chaque plante sont introduit dans un ballon contenant 100 ml
d’eau distillée bouilli. Le mélange est laissé au repos et hors du feu pendant 15

minutes. Le mélange refroidi est filtré sous vide et lyophilisé.

c. Macération a froid

10 g de la poudre végétale est mélangé avec 100 ml d’eau distillée, pendant 48 h
a température ambiante (environ 20°C) en secouant de temps en temps. Apres la
macération du broyat, la suspension obtenue est filtrée a travers un papier filtre
pour séparer le marc du filtrat. Ensuite, 1'extrait aqueux obtenu est soumis a un

processus de lyophilisation afin de le transformer en poudre.
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d. Extraction assistée par ultrasons

L'extraction assistée par ultrasons est appliquée dans cette partie. 10 g de la
poudre végétale est mis dans un ballon et mélangé avec 100 ml d’eau distillée.
Le ballon est immergé dans un bain a ultrason pendant 2 h. Le filtrat est récupéré,

refroidi puis lyophilisé.

V. Etude de la composition chimique

1. Analyse des huiles essentielles

Les huiles essentielles extraites a partir des matrices végétales étudiées sont
analysées qualitativement et semi- quantitativement par chromatographie en
phase gazeuse avec un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID) et par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (GC-

MS).

A. Analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC-FID)

Les huiles essentielles sont analysées en utilisant un chromatographe en phase
gazeuse de la marque Hewlett-Packard 6800. La colonne capillaire utilisée a une
épaisseur de film de 0,25 um, une longueur de 30 m et un diametre de 0,32 mm.
La température du four est initialement maintenue a 60°C pendant 8 minutes
avant d'étre augmentée progressivement a raison de 2°C/min jusqu'a atteindre
250°C. Elle est ensuite maintenue a cette température pendant 20 minutes. Les
températures de l'injecteur et du détecteur sont fixées a 250 °C et 280 °C,
respectivement. L'hélium est utilisé comme gaz porteur a un débit de 1,2 mL/min.
1 uL d'échantillon est injecté en mode fractionné a un rapport de 1 :70 et I'énergie

d'ionisation de détection est de 70 eV.

B. Analyse chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS)

Les analyses GC-MS sont effectuées en utilisant les mémes conditions que pour
la chromatographie en phase gazeuse décrite précédemment. Cependant, la GC

est couplée a un spectrometre de masse de série MSD 5973 C fabriqué par Agilent
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Technologies. Le gaz vecteur utilisé est I'hélium, avec un débit de 1,5 ml/min. La
température de l'injecteur est de 250 °C. Un impact électronique a 70 eV est
utilisé pour ioniser les échantillons. La plage de balayage de masse est de 29 a
550 Uma. La composition en pourcentage des huiles est exprimée en aire de pic
par intégration a partir du courant ionique total. Le pourcentage de chaque
composé est calculé a I'aide de la méthode de normalisation, qui consiste a diviser
l'aire du pic GC par la somme de toutes les aires de pic, et a multiplier le résultat
par 100 pour obtenir la proportion en pourcentage de chaque composé. Cette
méthode est appliquée aprés avoir calculé la valeur moyenne de trois injections

sans utiliser de facteurs de correction.

C. Identification des composés :

L'identification des composés est basée sur la comparaison des indices de
rétention avec ceux rapportés dans la littérature. Les indices de rétention sont
calculés en utilisant 1'équation de Van Den Dool et Kratz. Les séries de n-alcanes
(Cs-Cag) sont injectées dans les mémes conditions. Les spectres de masse EI des
huiles essentielles sont comparés a ceux de la bibliothéque de spectres de masse

(bibliothéque NIST et Wiley 7N) et de la littérature .

Iry = 100 * n + 100(tx-tn) / (tws1 — tn)

Avec :

Irx : Indice de rétention du composé a identifier

n: Nombre de carbone de I’alcane

tx: Temps de rétention du composé a identifier

thet tar1 : Temps de rétention des alcanes

La semi-quantification des composés a identifier a été calculée a partir des

surfaces des pics des chromatogrammes GC.
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2. Analyse des produits lourds

A. Dosage des composés phénoliques totaux

La méthode colorimétrique de Folin Ciocalteu est utilisée pour mesurer les
teneurs en phénols totaux des extraits de P. Scoparia'?®. Le réactif de Folin
Ciocalteu est un mélange d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) et d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) qui ont une couleur jaunatre caractéristique.
Lorsque les phénols présents dans les extraits végétaux sont oxydés, le réactif de
Folin Ciocalteu est réduit et forme un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne. La coloration obtenue est proportionnelle a la quantité de
polyphénols dans les extraits végétaux. 200 ul d'extrait ou d'acide gallique (10-
150 ug/mL) sont mélangés avec 800 ul d'eau distillée et 100 ul du réactif Folin
Ciocalteu, apres 3 min, 300 ul de solution aqueuse de Na,COs3 a 20 % sont ajoutés,
le mélange est incubé a température ambiante pendant 2 h. L'absorbance des
surnageant clairs est mesurée a 765 nm par rapport a un blanc préparé sans extrait.
La teneur totale en composés phénoliques est indiquée en mg d'équivalents
d'acide gallique (GAE)/g de poids sec en utilisant I'équation suivante basée sur la
courbe d'étalonnage : y=0.0343x+0.0058 selon la figure 13. Toutes les

expériences sont réalisées en triplicata.

1,6

y = 0,0343x + 0,0058
1,4 R?=0,9999

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
CONCENTRATION UG/ML

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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B. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides des extraits est déterminée par spectrophotométrie en
utilisant la méthode rapportée par la littérature 1%, 1 mL d'extrait ou de quercétine
(2-40 ug/mL) est mélangé avec 1 mL de solution méthanolique d'AlCl3 (2%)
poids/volume. Le mélange est incubé pendant 10 min a température ambiante.
L'absorbance est mesurée a 440 nm en utilisant un spectrophotometre UV-visible
(OPTIZEN 3220), les teneurs en flavonoides sont exprimées en mg d'équivalents
de quercétine (EQ) par g de poids sec en utilisant I'équation suivante basée sur la

courbe d'étalonnage : y=0.0107x+0.0065 selon la figure 14.

1,6

1,4

y =0,0107x + 0,0065

12 R?=0,9993

0,8

Absorbance

0,6

0,4

Concentration ug/mL

0,2

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Figure 14 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

C. Evaluation de Dactivité antioxydante

a. Piégeage du radical libre DPPH

L'activit¢ de piégeage des radicaux libres est mesurée en utilisant du 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) selon la littérature '3°. Dans cette expérience,
des solutions diluées de différents composés sont préparées en les mélangeant
avec du méthanol a différentes concentrations (100, 200, 400, 600, 800 et 1000
ng/mL). Ensuite, 1 mL de chaque solution est mélangé avec 1 mL de solution

méthanolique de DPPH (0,0048 %). Apreés 30 minutes dans l'obscurité a
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température ambiante, 1'absorbance de chaque solution est mesurée a une
longueur d'onde de 517 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV-visible
(OPTIZEN 3220). Le méthanol est utilis¢é comme contrdle négatif, le BHT
(butylhydroxytoluéne) et I'acide ascorbique sont utilisés comme controle positif.
Le dosage est réalisé en triplicata et le pourcentage d'inhibition est calculé a I'aide

de la formule suivante :

% d'activité de piégeage des radicaux = [(A controle — A échantillon)

/A contrﬁle] x100

A controle - 1'absorbance de la réaction de contréle (contenant tous les réactifs a
I'exception du composé a tester)

A ¢chantillon €St 1'absorbance du composé a tester.

La valeur ICso est déterminée comme la concentration efficace a laquelle le
radical DPPH a été balay¢ a 50 %. La droite d’équation linéaire y=3.848x +4.595
représente les pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration

en BHT (Figure 15).

120

100

y = 3,848x + 4,595

% D'INHIBITION

0 5 10 15 20 25 30
CONCENTRATION (UG/ML)

Figure 15 : Courbe des pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction de la

concentration en BHT.
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b. Pouvoir de réduction du Fer : FRAP

Le pouvoir réducteur des extraits de P. Scoparia est mesuré par la méthode
rapportée par la littérature !, 2.5 mL de différentes concentrations d'extrait
méthanolique ou BHT (0.05, 0.2, 0.4 0.6, 0.8, 1.4, 1.6 mg/mL) sont mélangés
avec 2,5 mL de tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6) et 2.5 ml de (1%)
(poids/volume) KsFe (CN)g, le mélange est ensuite incubé a 50 °C pendant 20
min. Apres refroidissement, 2.5 mL d'acide trichloracétique (10 %) sont ajoutés
au mélange pour arréter la réaction puis centrifugés a 3000 rpm (rotation par
minute) pendant 10 min. Enfin, 2.5 mL de la solution surnageante est collectée et
mélangée avec 2.5 mL d'eau distillée et 0.5 mL de chlorure ferrique (0.1 %) et
'absorbance est mesurée a 700 nm par rapport a un blanc préparé sans extrait. La
concentration de 1'extrait est calculée en tracant I'absorbance a 700 nm par rapport

a la concentration d'extrait correspondante. Le dosage est réalisé en triplicata.

VI. Activités biologiques

1. Activité antimicrobienne

A. Souches microbiennes

Neuf souches sont utilisées, dont quatre bactéries Gram-positives
Staphylococcus Aureus ATCC 6538/P, Bacillus Subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus Epidermidis ATCC 12228 et Sarcina Lutea, trois bactéries
Gram-négatives : Enterobacter, Pseudomonas Aeruginosa ATCC 27853 et

Escherichia Coli ATCC 11105 et deux levures : Saccharomyces Cerevisiae

ATCC 2601 et Candida Albicans ATCC 10231.

Les souches microbiennes appartenaient a I'American Type Culture Collection
(ATCC) a l'exception d'Enterobacter qui a ét¢ fournie par I'hopital Frantz Fanon
de Blida et I'Institution Pasteur d'Alger. L’activité antimicrobienne est réalisée au

niveau du laboratoire pharmaceutique SAIDAL Antibiotique-Mé¢déa.
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B. Méthode de diffusion sur disque

L'activité antimicrobienne est déterminée en utilisant la méthode de diffusion sur
disque '*2. Le test est réalisé en utilisant le milieu Soja Agar pour les germes
bactériens et le milieu Sabouraud pour les germes fongiques. Les suspensions
microbiennes sont ajustées a 10° UFC/mL (unités formant colonies) dans une
solution saline stérile et sont striées sur la surface des plaques a 1'aide d'un coton-
tige stérile afin d'obtenir une croissance microbienne uniforme sur les plaques de
test. Des disques de papier filtre stérile (6 mm de diameétre) sont ensuite
imprégnés de (10 ul) d'huile essentielle. Les plaques sont incubées a 37°C
pendant 24h pour les souches de bactéries et 48 heures pour les souches de
champignons. La pénicilline G, 'oxaline et 'amoxypen a 200 mg/mL sont utilisés
comme antibiotiques standard. L'activit¢ antimicrobienne est évaluée en
mesurant le diametre d'inhibition en mm (diameétre du disque inclus). Les dosages
sont effectués en triple.

Des controles négatifs sont préparés en utilisant des disques imprégnés des

solvants utilisés pour la dilution des extraits.

C. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les échantillons présentant une activité antibactérienne sont sélectionnés pour la
détermination de la concentration minimale inhibitrice par microdilution en
bouillon conformément aux directives du Comité national de Normalisation des
Laboratoires Cliniques. Des dilutions en série de concentration 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100, 50 uL/mL sont réalisées a partir d'une solution
initiale préalablement préparées dans du DMSO a une concentration de 1000
ug/mL. Chaque solution de I’extrait (0,5 ml) est ajoutée a un milieu d'agar (5 ml)
(Soja Agar ou Sabouraud). Le mélange obtenu est versé dans des boites de Pétri
qui sont inoculées avec des souches d'inocula de 10° CFU.mL™!' et incubé
immédiatement a 37°C pendant 24 heures pour les souches de bactéries et 48
heures pour les souches de champignons. Le DMSO a servi de controle négatif.

Les tests sont effectués en triplicata.
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La concentration minimale d'inhibition (CMI) de la croissance bactérienne est la
concentration la plus faible d'un produit inhibant totalement la croissance

bactérienne. Elle est déterminée a 'aide d'un antibiogramme.

2. Activités pharmacologiques

A. Animaux

Des souches de souris albinos des deux sexes, pesant (20-25 g) sont utilisées pour
les études pharmacologiques. Les animaux ont été obtenus aupres du Service de
Pharmacotoxicologie du laboratoire SAIDAL Antibiotique-Médéa, Algérie. Les
animaux sont logés dans des cages dans des conditions de laboratoire standard
(cycle lumiere/obscurité de 12 heures a 25°C). Les animaux sont divisés en

groupes de cing et ont jeliné pendant 12 heures avant l'expérience.

B. Toxicité aigué

Le test de toxicité aigué est réalisé selon la méthode décrite par la littérature 3.
Les souris sont divisées en plusieurs groupes de cing. 0.5 mL de 2000 mg/kg des
huiles essentielles sont administrés par voie orale. Le groupe témoin est traité de
la méme maniere sans administrer d'huile essentielle. Les souris sont observées
pendant 14 jours. Les souris décédées dans chaque groupe sont comptées pour la

détermination de la dose provoquant 50% de mortalité dans la population (DL50).

C. Activité anti-inflammatoire

Le principe consiste a évaluer I'effet inhibiteur des extraits et de 1'huile essentielle
sur un cedéme provoqué par l'injection de carragénine sur l'aponévrose plantaire
de la patte d'une souris. Les étapes de cette activité sont mentionnées sur la figure
16.

Afin de controler I’activité anti-inflammatoire de 1’huile essentielle extraite par
différentes méthodes, et la comparer avec celle du Clofenac nous nous sommes
référés a la méthode rapportée par les auteurs’’. Cette méthode est adoptée par le
laboratoire de pharmacotoxicologie du centre de développement et de recherche

SAIDAL.
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Apres avoir constitué 14 lots de 5 souris chacun :

- Un lot témoin T1.

- Un lot témoin T2.

- Trois lots essais HD (huile essentielle extraite par hydrodistillation) : HD1,
HD2, HD3.

- Trois lots essais MAE (huile essentielle extraite par micro-onde) : MAEI,
MAE2, MAE3.

- Trois lots essais SD (huile essentielle extraite par entrainement a la vapeur) :
SD1, SD2, SD3.

- Trois lots essais (Clofenac) : C1, C2, C3.

Au temps TO :

Nous avons administré aux souris des 14 lots les suspensions suivantes :

- Lot témoin T1 : chaque souris a recu 0.5 ml d’eau distillée.

- Lot témoin T2 : chaque souris a recu 0.5 ml de solution tween 80 a 1%.

- les lots essais des huiles essentielles : les souris des lots ont regu
respectivement 0.5 ml de I’huile essentielle dilué dans des solutions de tween 80
(1%) aux concentrations suivantes : 50, 100, 150 mg/kg.

- Lot essais C : les souris des lots C1, C2, C3 ont regu respectivement 0.5 ml de
Clofenac dilué dans de I’eau distillée aux concentrations suivante : 50, 100, 150

mg/kg.

Au temps TO + 30min :
Nous avons injecté 0.025 mL de la solution carragénine a 1% (diluée dans de
I’eau physiologique a 0.9%) sous 1’aponévrose plantaire de la patte arriere gauche

de toute les souris mises en expérimentation.

Au temps TO + 4h :
Apres avoir sacrifié les souris, les pattes postérieures ont été coupées a hauteur
de P’articulation puis pesées sur une balance analytique.

Expression des résultats :
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Photographie 1 : Des souches de Photographie 2 : administration des

souris albinos des deux sexes extraits testés

Photographie 3 : I’injection de la | Photographie 4 : les pattes

carragénine sur I’aponévrose postérieures coupées a hauteur de

plantaire de la patte d’une souris I’articulation

Figure 16 : Photographies montrant les étapes expérimentales de 1’activité anti

inflammatoire.

Nous avons calculé la moyenne des poids de pattes gauches et celle des pattes
droites de chaque lot. Ensuite, nous avons calculé le pourcentage d’augmentation

du poids de la patte gauche (% cedéme) par la formule suivante :

% d’cedéme = [(moyenne des poids des pattes gauches-
moyenne des poids des pattes droites) /moyenne des poids des

pattes droites] *100.
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Apres cela, le pourcentage de réduction de 1'eedéme chez les souris traitées est

calculé en utilisant la formule suivante :
Réduction de ’eedéme (%) = [(% de ’eedéme témoin - % de

I’cedéeme essai) / % de I’cedéme témoin] *100.

D. Activité analgésique

Dans cette partie la comparaison de 1’activité antalgique est réalisée sur 1’huile
essentielle extraite par hydrodistillation, I’extrait méthanolique et 1’extrait
aqueux obtenu par décoction. La méthode de Vogel est utilisée pour évaluer
l'activité antalgique'**. L'injection d'acide acétique dans la cavité abdominale
(voie intra péritonéale) de souris provoque une douleur qui se manifeste par des
mouvements de torsion abdominale et d'étirement des pattes postérieures
(crampes). Ces réactions douloureuses peuvent étre réduites par I'administration

d'un produit antalgique.

Dans cette étude, nous avons compar¢ la capacité de réduction du nombre de
crampes induites par l'injection de l'acide acétique chez la souris, apres
administration de doses équivalentes du produit antalgique testé et du produit de
référence. La méthode utilisée consiste a observer et mesurer les mouvements de
torsion de l'abdomen et I'étirement des pattes postérieures, qui sont des

indicateurs de la douleur

Constituer 3 lots de 5 souris chacun

- Lot témoin T1.

- Lot essai 1 : HD (huile essentielle extraite par hydrodistillation).
- Lotessai 2 : EA (extrait aqueux préparé par décoction).

- Lot essai 3 : EM (extrait méthanolique).

- Lotessai 4 : l'acétylsalicylique.

Les souris sont mises a jeun de nourriture la veille du test.

Au temps TO :
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Administrer par voie orale aux quatre lots les suspensions suivantes :

Lot témoin T1 : chaque souris regoit 0.5 ml d’eau physiologique mélangé avec la
solution tween 80 (1%).

Lot essai 1: chaque souris recoit 0.5 ml d’huile essentielle dilué¢ dans des
solutions de tween 80 (1%) aux concentrations suivantes : 50, 150 mg/kg.

Lot essai 2 : chaque souris regoit 0.5 ml de I’extrait méthanolique dilué dans de
I’eau distillée aux concentrations suivantes : 50, 150 mg/kg.

Lot essai 3 : chaque souris recoit 0.5 ml de I’extrait aqueux sous forme de
décoction a 50, 150 mg/kg.

Lot essai 4 : chaque souris recoit 0.5 ml de l'acétylsalicylique a 50 mg/kg.

Au temps TO + 30 min :

Administrer une injection intra-péritonéale d'une solution d'acide acétique a une

concentration de 1% a toutes les souris avec un volume de 0,2 ml par souris.

Au temps TO + 35 min :

Le dénombrement des crampes est effectué¢ en observant directement chaque
souris individuellement dans sa propre cage pendant une période de 10 minutes.
Le syndrome douloureux est caractérisé par un étirement des pattes postérieures

et torsion de la musculature dorso-abdominale.

L'effet des extraits, de l'huile essentielle et de l'acétylsalicylique sur les
contorsions induites par l'acide acétique est observé par rapport au témoin. La
torsion chez les animaux est produite par I’administration solution d'acide
acétique a 1%.

Le pourcentage d'inhibition de la torsion (pourcentage de protection) est calculé

selon la formule suivante :

% de protection = [(% controle moyen-% test moyen) / %

controle moyen| x 100
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VII. Analyses statistiques

Les données collectées sont exprimées en moyenne + écart type. Tous les tests
sont effectués a I'aide d'IBM SPSS v 23. La comparaison entre les compositions
chimiques est effectuée a I'aide d'une analyse de variance multivariée, soutenue
par un test post hoc de Tukey, si elle est significative. L'étude de l'activité
biologique est établie par les tests ANOVA ou Kruskal Wallis, soutenus par les
tests de Tukey ou de Mann Whitney U, si elle est significative. Les différences
sont considérées comme significatives lorsque (p<0.05), hautement significatives

lorsque (p<0.01) et fortement significatives lorsque (p<0.001).
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CHAPITRE 4 :
RESULTATS & DISCUSSIONS



PARTIE 1: COMPARAISON DE
DIFFERENTES METHODES
D’EXTRACTIONS DES  HUILES
ESSENTIELLES DE PITURANTHOS
SCOPARIUS ET POGOSTEMON CABLIN
COMPOSITIONS CHIMIQUES ET
ACTIVITES BIOLOGIQUES.
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I. Pituranthos Scoparius

1. Influence de la méthode d’extraction sur le rendement des huiles
essentielles de P. Scoparius

L'extraction des parties aériennes de P. Scoparius a produit des huiles essentielles
de couleur jaune dont le rendement varie de 0.20 % a 0.53 % en fonction de la
méthode d'extraction. Les résultats ont montré que la méthode d'extraction a une

influence significative sur les rendements en huile essentielle de P. Scoparius (p

<0.05) (figure 17).

L'extraction par HD a fourni le rendement le plus élevé (0.53 %, 4h) par rapport
a celui obtenu par SD (0.33 %, 4h), cependant le rendement le plus faible EST
obtenu en utilisant MAE (0.20 %, 0.5h). Les résultats obtenus concordent avec
ceux rapportés par plusieurs auteurs, les rendements de 1’huile essentielle de P.
Scoparius varient de 0.25 a 0.99 % 87-88.91.93-95_ Par ailleurs, les rendements en
huile les plus élevés ont été obtenus dans différentes régions du Sahara algérien

et qui sont rapportées par d’autres auteurs (1.0 a 2.8 %)%,

0,6

T T T
HD MAE sD
Méthode d'extraction des huiles essentielles

Figure 17 : Influence de la méthode d’extraction sur le rendement de 1’huile

essentielle de P. Scoparius.

2. Influence de la méthode d’extraction sur la composition chimique

des huiles essentielles de P. Scoparius
Les analyses GC et GC-MS ont permis d'identifier soixante-trois composés

représentant 82.45 %, 87.69 % et 88.94 % de la composition totale des huiles

61



essentielles de MAE, HD et SD respectivement. Comme le montre le tableau 6,
une similitude qualitative notable est observée, mais avec des différences dans
I'abondance des principaux composés. Les sesquiterpénes oxygénés sont avérés
étre le principal groupe chimique dans tous les échantillons 32.13 % pour HD,
45.99 % pour SD et 51.41 % pour MAE. La deuxieme classe chimique la plus
fréquemment identifi¢e dans 1'échantillon de HE obtenue par HD est les
monoterpénes hydrocarburés (30.16 %). Cette fraction est présente en quantités
beaucoup plus faibles dans les échantillons obtenus par SD et MAE (13.94 et 3.59
%, respectivement). Les composés monoterpenes oxygénés sont présents en plus
faibles quantités dans tous les échantillons (<10 %). Parmi les trois processus
d'extraction, une observation importante a révélé que la MAE isole la quantité
relative la plus élevée de sesquiterpenes oxygeénés (51.41 %), par rapport a SD

avec 45.99 % et HD avec 32.13 % (figure 18).

Ce résultat, qui indique que les huiles isolées par hydrodistillation assistée par
micro-ondes sont caractérisées par une teneur plus élevée en composés oxygeénés,
a déja été rapporté sur des huiles essentielles de trois especes différentes (Ocimum
basilicum L., Thymus vulgaris L. et Mentha crispa L. )'*. Le méme résultat est
obtenu sur les huiles essentielles rapporté sur Rosmarinus officinalis L.26 136138,
Cela peut étre dii & une augmentation de la température dans les effets
hydrothermaux en HD, par rapport au MAE qui utilise une quantité d'eau plus
faible et qui est rapidement chauffée!>> 1*7. A l'inverse, Lo Presti, M. et al. ont
rapporté dans leur é¢tude sur la méme espéce (Rosmarinus officinalis L.) que les
huiles essentielles produites par MAE et HD ¢étaient caractérisées par des profils

chimiques trés similaires!®.

Alternativement, un résultat différent est précédemment publié, ou la quantité de
composés oxygeénes était plus élevée dans I'huile essentielle hydrodistillée par
rapport a l'huile isolée par hydrodistillation assistée par micro-onde a partir de
Cuminum cyminum L. séché et de Zanthoxylum bungeanum Maxim'®. Cette
contradiction dans les résultats est probablement due au fait que la quantité de

composés oxygénés dans l'huile essentielle ne dépend pas seulement des
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méthodes d'extraction, mais aussi de nombreux autres facteurs dont : les espéces
utilisées, la maturité de la plante, la partie de la plante utilisée et le site de
récolte!#!- 142,

60
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Méthodes d'extractions des huiles enssentielles de P. Scoparius

B Monoterpenes Hydrocarbonés M Monoterpenes oxygénés
M Sesquiterpénes Hydrocarbonés B Sesquiterpénes oxygénés

M Phtalides MW autres

Figure 18 : Influence des méthodes d’extraction sur les classes chimiques des

huiles essentielles de P. Scoparius.

Les principaux composés identifiés dans les trois huiles essentielles sont le
Dillapiol, le f-Eudesmol, la Myristicine, le a-Pinéne et le Butylidéne phtalide Z,
mais avec des différences significatives dans leurs proportions selon la méthode
d'extraction utilisée (figure 19 et figure 20). Le Dillapiol, le composé principal
dans tous les échantillons, est présent a (37.21 %) et (31.95 %), respectivement,
pour MAE et SD, mais seulement a (16.38 %) pour HD. De la méme manicere, la
Mpyristicine, le deuxiéme composé de I'huile obtenue par MAE (9.35 %), s'éleve
a (7.15 %) et (4.21 %) dans les échantillons SD et HD, respectivement. L'huile
hydrodistillée contient la plus grande quantité¢ d'a-Pinene (10.84 %), qui est
présent en quantité beaucoup plus faible dans les autres huiles obtenues par SD
et MAE (3.28 % et 0.48 %), respectivement. Les deux échantillons extraits par
HD et SD contenaient des quantités importantes de Butylidene phtalide Z (7.15
% et 6.65 %, respectivement) et de p-Cymene (4.89 % et 4.02 %), respectivement.
Ces composés ne représentent que (1.23-1.57 %) dans 1’huile obtenue par MAE.
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D'autres composés majeurs sont déterminés avec des quantités équivalentes dans
les huiles extraites par HD, SD et MAE tels que le f-Eudesmol (9.19 %, 7.70 %
et 7.10 %), respectivement, le Spathulénol (4.27, 4.23 et 5.23 %), respectivement
et 3-n-Butyl phtalide (4.46 %, 2.86 % et 3.50 %), respectivement. A notre
connaissance, le 3-n-Butyl phtalide n'a jamais ét¢ identifi¢ dans les huiles

essentielles de P. Scoparius.

Tableau 6 : Variabilité de la composition chimique des huiles essentielles de P.

Scoparius obtenue par différentes méthodes.

No. | Composés? RIP RI¢ | HD MAE | SD
1 a-Thujéne 914 930 |1.94 - 0.49
2 a-Pinéne 925 939 110.84 |0.48 3.28
3 Camphéne 937 953 10.16 - tr

4 Sabinéne 967 976 | 0,88 tr 0.26
5 [-Pinéne 971 979 |2.63 0.27 1.19
6 [-Myrcene 989 990 |0.38 - 0.14
7 I-Phellandréne 1003 | 1005 | 0.39 | tr 0.18
8 A-3-Caréne 1009 | 1011 | 1.08 | tr 0.80
9 a-Terpinéne 1015 | 1017 | 0.28 | tr 0.25
10 | p-Cymene 1025 | 1024 | 4.89 1.57 | 4.02
11 | Limoneéne 1028 | 1029 | 3.16 0.77 1.73
12 | p-OcimeneZ 1039 | 1040 | 2.70 0.32 1.00
13 | p-OcimeéneE 1047 | 1050 | 0.27 - tr
14 | y- Terpinéne 1057 | 1059 | 0.56 0.18 0.60
15 Cis sabinene hydrate 1064 | 1068 | 0.11 tr tr
16 | a-Terpinoléne 1085 | 1088 | 0.24 0.19 0.38
17 Trans sabineéne hydrate 1095 | 1097 | 0.22 - 0.13
18 | p-Thujone 1113 | 1114 | 0.16 - 0.30
19 | a-Campholénal 1117 | 1125 | - 0.65 -

20 | Terpineéne-1-ol 1118 | - 0.15 - -

21 a-Comphoaldehyde 1123 | - 0.37 - 0.53
22 Trans Pinocarvéol 1135 | 1139 | 0.69 0.92 0.57
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23 | Cis Verbénol 1138 | 1140 | 0.11 049 | -

24 | Trans Verbénol 1142 | 1144 | - - 0.27
25 | Penthylbenzéne 1154 | 1156 | 0.14 - 0.27
26 | Pinocarvone 1160 | 1162 | 0.55 0.52 | 0.30
27 | 4-Terpinéol 1176 | 1177 | 1.04 1.10 1.36
28 | Crypton 1179 | - - 0.22 | 0.26
29 | Cymen-8-ol-para 1183 | 1183 | 0.30 0.37 | 0.44
30 | a-Terpinéol 1189 | 1189 | 0.18 - 0.29
31 | (-)Myrtenal 1194 | 1193 | 0.44 037 | 0.24
32 | Myrténol 1200 | 1200 | 0.48 036 | 0.25
33 a-Phellandréne epoxide | 1204 | - - 0.67 0.70
34 | [-Verbénone 1206 | 1205 | 0.21 032 | 0.34
35 Trans Carveol 1218 | 1216 | 0.30 0.56 0.41
36 | Propanal,2-méthyle-3- 1238 | - - - 0.41

phényle

37 | I-Carvone 1241 | 1242 | 0.13 024 | 0.15
38 | Carvotanacétone 1245 | 1247 | tr 0.14 0.12
39 | Phéllandral 1273 | 1271 | 0.10 - 0.20
40 Safranal 1280 | - - 0.68 -

41 | p-Cymén-7-ol 1287 | 1290 | tr 0.18 0.22
42 | Thymol 1289 | 1290 | - - 0.15
43 | Carvacrol 1300 | 1299 | 0.30 0.61 0.73
44 | a-Copaéne 1370 | 1376 | 0.11 0.18 0.22
45 | Methyleugénol 1400 | 1401 | 0.25 0.61 0.37
46 | p-Selinene 1481 | 1485 | 0.21 0.11 0.22
47 | Myristicine 1523 | 1520 | 4.21 9.35 7.15
48 a-Calacoreéne 1533 1545 | tr 0.11 0.18
49 | p-Calacoréne 1549 | - 0.39 - -

50 | Elémicine 1556 | 1554 | 0.14 0.33 0.28
51 1,5-epoxysalvial-4 1560 | - 0.62 0.60 | 0.66

(14)éne

52 | Spathulénol 1575 | 1576 | 4.27 5.23 4.23
53 | Salvia-4 (14)-en-1-one 1586 | - 0.44 0.76 | 0.71
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54 | Caryophyllene oxide 1600 | 1581 | 0.57 - 0.24
55 | Dillapiol 1612 | 1622 | 16.38 | 37.21 | 31.95
56 | Isospathulénol 1634 | - 0.52 0.18 0.22
57 | p-eudesmol 1645 | 1649 | 9.19 7.10 7.70
58 | Butylidene phtalide Z 1668 | 1672 | 7.15 1.23 6.65
59 | Butylidene phtalide £ 1700 | 1718 | 1.86 2.72 2.20
60 | 3-n-Butyl phtalide 1724 | 1739 | 4.46 3.50 2.86
61 Butylidéne dihydro- 1777 | - 0.33 - 0.14
phtalide
62 | Hexahydrofarnesyl 1848 | - - 0.32 -
acétone
63 | Acide palmitique 1947 | - 0.21 0.73 tr
Rendements 0.53 0.20 0.33
Monoterpenes Hydrocarbonés 30.16 | 3.59 13.94
Monoterpéenes oxygénés 6.22 8.59 9.02
Sesquiterpénes Hydrocarbonés 5.17 10.36 | 8.14
Sesquiterpenes oxygénés 32.13 | 51.41 | 45.99
Phtalides 13.8 7.45 11.85
Autres 0.21 1.05 tr
Total 87.69 | 82.45 | 88.94

@ Composés répertoriés selon leurs ordre d'élution sur colonne capillaire apolaire
(HP5MS™). " Indices de rétention sur colonne apolaire (HP5MS). € Indices de rétention
de la littérature sur colonne apolaire rapportés par Adams (2007)*°

— . non détectés, tous les composants ont été identifiés par comparaison de leurs indices
de rétention avec ceux des données publiées (Adams, 2007) et des spectres de masse
avec les données de la littérature, la bibliotheque de MS (bibliotheque NIST et Wiley
’N)

L'analyse multivariée de la variance a montré un fort effet significatif des
méthodes d’extractions sur les principaux composés des huiles essentielles (p <
0.001). La variation de la méthode d'extraction indique un effet significatif sur :
Dillapiol, a-Pinéne, Butylidéne phtalide Z, f-Ociméne Z, f-pinéne, a-Thujene,
Mpyristicine, Limoneéne, p-Cymene, 3-n-Butyl phtalide, p-Eudesmol,
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Spathulénol, 4-3-Caréne et Butylidéne phtalide E (p<0.001). Le 4-Terpinéol
(p=0.002). La comparaison moyenne entre les principaux composé€s est évaluée
afin de choisir la meilleure méthode d'extraction pour chaque substance. Les
résultats illustrés sur la figure 20 montrent une différence considérable entre les
méthodes pour la plupart des composés, a 1'exception du 4-Terpinéol, pour lequel
les résultats n'indiquent aucune différence dans SD vs MAE (p = 0.074), ainsi
que Spathulénol, pour lequel les résultats n'indiquent aucune différence dans SD

vs HD (p = 0.887).
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Figure 19 : Composés majoritaires de P. Scoparius.
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Figure 20 : Comparaison entre les principaux composants des huiles essentielles
de P. Scoparius extraites par hydrodistillation, hydrodistillation assistée par

micro-ondes et entrainement a la vapeur.

3. Influence de la méthode d’extraction sur ’activité antimicrobienne

des huiles essentielles de P. Scoparius

En réponse a la résistance croissante aux antibiotiques de synthése, de nombreux
travaux sont menés pour explorer les propriétés antimicrobiennes des produits
naturels, tels que les huiles essentielles de plantes. Dans cette étude, 1'efficacité

antimicrobienne de I'huile essentielle de P. Scoparius est évaluée.

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles est déterminée contre sept
souches bactériennes et deux levures en utilisant la méthode de diffusion sur

disque. Cette activité est estimée a partir du diametre des zones d'inhibition.

Les résultats sont présentés dans tableau 7 pour différentes méthodes d'extraction.
Nos données ont montré que les huiles essentielles de P. Scoparius possédaient

généralement une activité faible & modérée contre les levures (zone d'inhibition
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de 7.1£0,1 a 13.6+£0.4 mm) ainsi que les bactéries a Gram positif (zone

d'inhibition de 8.2+0,1 a 21.8+0.3 mm).

Tableau 7 : Activité antimicrobienne de P. Scoparius des huiles essentielles

extraites par trois méthodes différentes.

Microorganismes Zone d’inhibition (mm)
Huiles essentielles Antibiotiques
standards

HD MAE SD Pen | Oxa | Am
Bactérie Gram
S. aureus 8.2+0.1>F | 8.2+0.1>P | 11.1+0.1*8 40 | 40.6 | 38
S. lutea 21.8+0.3%4 | 19.8+£0.7%A | 14.7+0.6> >45 | >45 | >45
B. subtilus 11.2+0.2*2 | 9.1+0.6°P 9.5+0.1%C 35 40 34
S. epidermidis 12.4£0.3%C | 10.4£0.2*C | 12.1£0.6> | 14.6 | 21.8 | 17.6
Bactérie Gram -
Enterobacter - - - 12 25 26
P. aeruginosa - - - - 17 19
E. coli - - - 31 | 16.9 | 40
Levures
S. cerevisiae 13.6£0.4%C | 7.1+0.1>E 12.0£0.1%4 - - -
C. albicans 11.5£0.3>P | 11.3+0.2°8 | 13.4+0.2%4 - - -

Pen: Pénicilline G, Oxa : Oxaline, Am : Amoxypéne.

Les valeurs sont des moyennes + écart type, zone d'inhibition en mm + écart type, le

diametre du disk est compris (6 mm), les données dans la méme colonne ayant des lettres

majuscules différentes sont significativement différentes (P < 0.05) parmi les différents

micro-organismes, les données dans le la méme rangée ayant des lettres minuscules

différentes sont significativement différentes (P < 0.05) parmi les différentes méthodes

d'extraction d'huiles essentielles, les résultats sont classés par ordre croissant ; a>b ;

A>B>C>D>E>F, - : pas d'action.

S. lutea est la plus touchée par les huiles essentielles de P. Scoparius ; 1'huile

essentielle extraite par HD a montré la plus grande zone d'inhibition (zone

d'inhibition = 21.8 £ 0.3 mm) par rapport a celles obtenues par MAE (zone
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d'inhibition = 19.8 £ 0.7 mm) et par SD (zone d'inhibition = 14.7 + 0.6 mm). De
méme, les huiles essentielles testées présentent une faible activité contre S.
aureus (zone d'inhibition : 8.2+0.1-11.0+0.1 mm) et B. subtilus (zone d'inhibition
:9.1£0.6-11.2+0.2 mm), tandis que S. epidermidis est plus affectée par les huiles
obtenues par HD et SD (zone d'inhibition = 12.7 mm).

Le Dillapiol n'a eu aucun effet contre S. aureus'®. Dans une autre étude le
Dillapiol n'a eu aucun effet contre les bactéries de gram-négatives et un faible
effet contre les bactéries de gram-positives'*. Cet effet limité des huiles
essentielles de P. Scoparius contre S. aureus pourrait étre da alors a leur teneur
¢levée en Dillapiol. Ces résultats sont précédemment rapportés par Ksouri, A. et
al. sur B. bastilus qui était tres résistante a I’huile essentielle de P. Scoparius
(zone d'inhibition = 8.3 + 1.1 mm) tandis que S. aureus était moins résistante a
cette huile (zone d'inhibition = 20.0 + 3.0 mm)°®*. Kiram, A. et al. P. Scoparius
de Biskra (Sud-Est d’Algérie) a aussi rapporté une forte activité de 1’huile

essentielle de P. Scoparius contre S. aureus'.

Alternativement, les huiles essentielles de P. scoparius n'ont montré aucune
activité (zone d'inhibition = 0 mm) contre les bactéries de gram-négatives :
Enterobacter, E. coli et P. aeruginosa. Contrairement aux bactéries de gram-
positives, il est connu que les bactéries de gram-négatives ont une trés haute
résistance aux huiles essentielles du fait que leurs paroi soit constituée d'une
seconde barriére externe?® %%, Les mémes résultats sont obtenus par d'autres
auteurs qui ont rapporté que les huiles essentielles de P. Scoparius présentaient

généralement une activité limitée contre P. aeruginosa, E. coli et Enterobacter

94, 143

Nos résultats ont montré une différence fortement significative contre S. aureus
et S. cerevisiae pour les huiles essentielles obtenues par MEA et SD (p<0.001),
et aucune différence significative entre HD et MEA contre toutes les souches
(p>0.05), a I'exception de B. subtilus et S. cerevisiae. La comparaison de HD vs

SD a montré que la méthode d'extraction influence I'activité antimicrobienne sauf
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pour S. epidermidis et S. cerevisiae (p < 0.05). Cela pourrait étre di a la teneur
¢levée en monoterpene hydrocarboné puisque I'activité antimicrobienne de 1'huile
essentielle pourrait étre liée a la présence de a-pinéne!*’"1%°) bien que des
composés minoritaires puissent également produire une activité antibactérienne,

contribuant a l'activité des huiles essentielles°.

4. Concentration minimale inhibitrice de DI’huile essentielle de P.
Scoparius extraite par HD

Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice de 1’huile essentielle de P.
Scoparius extraite par hydrodistillation (CMI) pour les bactéries et champignons
varient de 100 a 900 uL/mL (tableau 8). S. lutea est I’espece la plus sensible a
I'huile essentielle de P. Scoparius avec une CMI de 200 uL/mL. De méme pour
S. cerevisiae avec une CMI de 200 uL/mL. Suivi par S. aureus avec une CMI
moyenne de 900 uL/mL, par ailleurs les especes les plus résistantes a I’huile
essentielle de P. Scoparius sont P. aeruginosa, Enterobacter et E.coli dont ’huile
n’a montré aucune activité contre elles. Une faible valeur de la CMI correspond

a une forte activité antimicrobienne'°,

Tableau 8 : Concentration minimale inhibitrice de 1’huile essentielle de P.

Scoparius extraite par hydrodistillation (CMI).

Microorganismes Huile essentielle (HD)

Zone d’inhibition CMI

(mm) ul./mL

S. aureus 8.2+0.1 900
S. épidermidis 12.4+0.3 100
S. lutea 21.8+0.3 200
B. subtilus 11.2+0.2 300
Enterobacter - -
E. coli - -
P. aeruginosa - -
C. albicans 11.5+0.3 600
S. cerevisiae 13.6+0.4 200
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5. Activité antimicrobienne des extraits de P. Scoparius

L’extrait méthanolique et 1’extrait aqueux obtenu par décoction sont étudiées
pour évaluer leur activité antibactérienne contre les bactéries, quatre souches de
bactéries de gram positives (S. aureus, S. épidermidis, S. lutea, B. subtilus), trois
souches de bactéries de gram négatives (Enterobacter, E.coli, P. aeruginosa) et
deux levures (C. albicans, S. cerevisiae) sont utilisés. L’activité antibactérienne
est estimée a partir du diameétre des zones d'inhibitions a 1'aide de méthode de
diffusion sur disque. L’évaluation de l'activité antimicrobienne de cette plante est
enregistrée dans le tableau 9. Les résultats ont révélé que tous les extraits
n’étaient pas efficaces contre les souches utilisées a I’exception de ’extrait
obtenu par décoction qui était potentiellement efficace contre S. lutea avec une

zone d’inhibition de 414+0.00 mm et une CMI de 4 ug/ml.

Tableau 9 : Activité antimicrobienne de P. Scoparius de I’extrait méthanolique

et de I’extrait aqueux obtenu par décoction.

Microorganismes dDécoction PExtrait Méthanol
10mg/ml méthanolique
200mg/ml
Zone CMI Zone Zone
d’inhibiti | ug/ml | d’inhibition d’inhibition
on (mm) (mm) (mm)
S. aureus - - 6.96+0.07 7
S. épidermidis - - 7.1£0.14 -
S. lutea 41+0.00 4 n.t n.t
B. subtilus - - 7.7 8.5
E.coli - - - 7.3
P. aeruginosa - - - -
Enterobacter - - - -
C. albicans - - - 7
S. cerevisiae - - - 7

a % (v/v) eau distillée
b (p/v) méthanol
n.t : n’'a pas éte testé (zone d’inhibition trés grande)
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Une puissance antibactérienne limitée de certaines plantes suggere qu'il n'y a pas
d'accord complet entre les utilisations traditionnelles des plantes médicinales
sous forme brute pour le reméde des maladies infectieuses. Cependant une étude
plus approfondie est toujours justifiée pour explorer leur efficacité a inhiber la
croissance des parasites, des virus et/ou des champignons. Une autre possibilité
de la puissance antibactérienne limitée de certaines plantes peut étre due a la

méthode d'extraction par percolation a froid et a 1'utilisation d'extraits bruts.

6. Test de toxicité aigué

L'administration orale des huiles essentielles de P. Scoparius a des doses de 2000
mg/kg (dose limitée) n'a entrainé aucune mortalité chez les souris traitées pendant
14 jours. Selon I'échelle de Hodge et Sterner!3?, I'huile essentielle de P. Scoparius
peut étre classée comme non toxique.

Pactivité anti-

7. Influence de la méthode d’extraction sur

inflammatoire des huiles essentielles de P. Scoparius

Dans la présente étude, l'activité anti-inflammatoire de Diclofénac et des huiles
essentielles de P. Scoparius extraites par HD, MAE et SD est déterminée sur la
base du test d'cedéme induit par la carraghénine. Les résultats obtenus sont

exprimés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Effets des huiles essentielles de P. Scoparius sur I’cedéme induit

par la carraghénine.

Doses Inhibition (%)
(mg/kg)

HD MAE SD Diclofenac
150 55.68+1.30%4A | 48.15+2.82%A | 51.09+3.68°4 69.01+1.00% 4
100 27.75+0.53>B | 44.36+2.30%* | 33.76+4.33>B 63.32+1.83%B
50 25.31£0.85%¢ | 40.64+2.36%* | 31.37+3.38>B 42.69+3.04% ¢

Les valeurs sont des moyennes + écart type.
Les données dans la méme colonne ayant des lettres majuscules différentes sont

significativement différentes (P < 0.05) entre les différentes concentrations.
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Les données de la méme ligne ayant des lettres minuscules différentes sont
significativement différentes (P < 0.05) entre les différentes méthodes d'extraction

d'huile essentielle.

Nos résultats ont montré que tous les échantillons étudiés présentent une activité
anti-inflammatoire de manicre dose-dépendante. En effet, la concentration a eu
un effet significatif sur les méthodes d'extractions (p<0.05) a I'exception de
I’huile essentielle obtenue MAE (p = 0.308). Les groupes traités avec des huiles
essentielles a la dose de 50 mg/kg ont montré les plus faibles pourcentages
d'inhibition de l'cedéme induit par la carraghénine (25.31 & 0.85-40.64 + 2.36 %)
par rapport aux groupes traités avec des doses de 100 mg/kg (27.75 + 0.53-44.36
+2.30 %).

L'activité maximale est observée a 150 mg/kg pour tous les échantillons (48.15 +
2.82-55.68 + 1.30%). Le pourcentage d'inhibition du Diclofénac (50, 100 et 150
mg/kg) pris comme médicament standard, est également passé de 42.69 + 3.04
% a69.01 = 1.00 %, avec l'augmentation de la dose. A la dose de 50 mg/kg, HD
est moins efficace que 1'échantillon obtenu par SD (25.31 +0.85 vs 31.37 + 3.38
%). Cependant, en utilisant MAE, l'huile essentielle a montré le pourcentage
d'inhibition le plus ¢élevé (40.64 + 2.36 %). La derniére valeur est comparable a
celle obtenue avec le Diclofénac (42.69 £+ 3.04 %) et n'a pas de différence
significative avec le médicament standard (p = 0.743). Le méme ordre est observé
en utilisant des échantillons a la dose de 100 mg/kg (27.75 + 0.53, 33.76 + 4.33
% et 4436 + 2.30 %) pour HD, SD et MAE respectivement (figure 21). Les
résultats ont montré que l'activité anti-inflammatoire de HD vs SD a la dose de
100 mg/kg n'a montré aucune différence significative (p = 0.66). Il en est de
méme pour le MEA et le Diclofénac (p = 0.099). En revanche, a la dose de 150
mg/kg, l'activité maximale est obtenue avec HD (55.68 + 1.30%) et n'a présenté

aucune différence significative par rapport a SD (p=0.147).
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Figure 21 : Activité anti-inflammatoire de Diclofénac et des huiles essentielles

et de P. Scoparius extraites par HD, MAE et SD

Sur la base de ces résultats, on peut affirmer que les huiles essentielles de P.
Scoparius ont une activité¢ anti-inflammatoire, avec une différence significative
selon la méthode d'extraction utilisée. Cette importante activité anti-
inflammatoire des huiles essentielles de P. Scoparius peut étre attribuée a leur
teneur en Dillapiol, f-Eudesmol, Myristicine, Butylidéne phtalide Z et a-Pinéne.
Ces résultats valident l'utilisation de P. Scoparius comme anti-inflammatoire en

médecine traditionnelle algérienne.

8. Activité analgésique

Le tableau 11 a montré que le pourcentage de protection augmente avec
I'augmentation des concentrations pour les tous les échantillons : 1'extrait aqueux
obtenu par décoction, l'extrait de méthanol, l'huile essentielle et l'acide
acétylsalicylique (médicament de référence). A la concentration de 50 mg / kg,
nous avons remarqué qu'il y avait une différence significative entre les trois

échantillons par rapport a l'acétylsalicylique (p < 0.05).
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Tableau 11 : Activité analgésique de I’huile essentielle et des extraits de P.

Scoparius
Extraits Concentrations Activité Analgésique
(% de Protection)
Extrait méthanolique 50 mg/Kg 33.33+0.90°
150 mg/ Kg 62..28+2.36°
HD 50 mg/ Kg 55.26+2.00°
150 mg/ Kg 66.66+2.90°
Extrait aqueux 50 mg/ Kg 78.00+4.05%
150 mg/ Kg 100.00+0.00?
Acide Acétylsalicylique 80 mg/ Kg 82.45+3.254

Moyennes + écart-type (n=35).

Les données dans la méme colonne ayant des lettres différentes sont significativement
différentes (P < 0.05).

De plus, aucune différence significative entre I'extrait aqueux et
l'acétylsalicylique n'est indiquée, le pourcentage de protection de I'animal avec
l'extrait aqueux a 150 mg / kg était de 100%. Les souris n'ont montré aucune
torsion causée par une injection intra-péritonéale de 1'acide acétique au cours de
cette expérience (figure 22). Cet extrait offre une meilleure protection que le
médicament de référence (acétylsalicylique) avec un Pourcentage d'inhibition des
spasmes a 82.45 + 3.25 %, ce qui confirme ce que Hammich V. et al. ont rapporté
sur l'infusion et la décoction des parties aériennes de P. Scoparius qui sont
utilisées dans le traitement contre les difficultés digestives'®!. Les différentes
concentrations de 1'huile essentielle et de 1'extrait méthanolique ont une activité
analgésique minimale car elle est inférieure a 70%'*. La douleur causée par
l'acide acétique est due a la libération de médiateurs, ces médiateurs induisent
une perméabilité vasculaire. L'activité analgésique peut €tre liée a la présence de
certains composés chimiques tels que les flavonoides, les saponines ou les

composés phénoliques dans l'extrait!>?,
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Les colonnes ayant des lettres différentes sont significativement différentes a (p <0.05)
Figure 22 : Pourcentage d'inhibition des spasmes de 'huile essentielle et des

extraits de P. Scoparius.

I1. Pogostemon Cablin

1. Influence de la méthode d’extraction sur le rendement et la
composition des huiles essentielles de P. Cablin

L'extraction des parties aériennes de P. Cablin a produit des huiles essentielles
de couleur jaune foncé. Cette huile a une odeur distincte de camphre qui vient
principalement du composé majoritaire de cette plante le Patchouli alcohol
« patchoulol »'>*. Le rendement varie en fonction de la technique d’extraction.
0.50+0.12 % pour D’extraction par micro-onde (MAE), 0.77+0.02 % pour
I’extraction par entrainement a la vapeur (SD) et 0.70+0.01 % pour 1’extraction
par hydrodistillation (HD) (figure 23). Nous remarquons que le rendement le plus
¢levé est celui obtenu par SD. Selon la littérature méme s’il y a de nombreuses
techniques d’extractions, ’entrainement a la vapeur reste la technique la plus

utilisée par les fabricants pour extraire ’huile essentielle de patchouli!®.
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Figure 23 : Influence de la méthode d’extraction sur le rendement de 1’huile

essentielle de P. Cablin

Le pourcentage moyen d'huile dans les feuilles séchées de P. cablin, tel que
rapporté par plusieurs auteurs varie entre 0,54 — 5,2 %!%. Ce chiffre n'est pas
précis car il dépend du matériel végétal exact utilisé (cultivation, age, sol et
conditions de croissance), du pourcentage de tiges ainsi que des matiéres
étrangéres (sol, autres espéces végétales comme les mauvaises herbes)'*®, du
séchage et/ou de la fermentation, le stockage, le pourcentage final d'eau et la

technique d’extraction (les conditions et la durée).

2. Influence de la méthode d’extraction sur la composition chimique
des huiles essentielles de P. Cablin

L'huile essentielle de la partie aérienne de Pogostemon cablin, est extraite par
trois méthodes : hydrodistillation (HD), hydrodistillation assistée par micro-
ondes (MAE) et entrainement a la vapeur (SD) et analysée par chromatographie
en phase gazeuse (GC) et chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométriec de masse (GC-MS). Quarante-huit composés sont identifiés
représentant environ 87.71 %, 75.53 % et 86.20 % des huiles essentielles
obtenues par HD, MAE et SD respectivement (tableau 12). Quel que soit la
méthode d’extraction utilisée de 1'huile essentielle de patchouli, la répartition des
classes terpéniques a montré une forte prédominance de sesquiterpénes oxygénés
66.91 %, 56.95 % et 61.52 % pour HD, MAE et SD respectivement suivis par les
sesquiterpénes hydrocarbonés 12.74 %, 15.79 % et 16.57 % pour HD, MAE et
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SD respectivement, contrairement aux monoterpénes hydrocarbonés et oxygénés
qui étaient relativement en minorité par rapport aux sesquiterpene oxygénés

(figure 24).
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Figure 24 : Influence des méthodes d’extraction sur les classes chimiques des

huiles essentielles de P. Cablin.

Les substances sesquiterpéniques ont moins de solubilité et un point d'ébullition
plus élevé par rapport aux composés monoterpenes, comme c'est le cas des
substances présentes dans les huiles de P. cablin. Par conséquent, il est possible
de favoriser une augmentation de la teneur en matiere de substances volatiles
(monoterpénes) en début d’extraction et de substances moins volatiles
(sesquiterpenes) en fin d'extraction. Un autre facteur pouvant affecter les
concentrations des composés volatils est 1'hydrodiffusion, c'est-a-dire une plus
grande solubilité de certaines molécules dans I'eau, favorisant le plus grand
pouvoir d'extraction des composés oxygénés et enrichissement conséquent de ces

cOmposes.

Les résultats obtenus ici montrent I'influence des méthodes d’extractions sur la
composition chimique. Bien que les huiles essentielles de P. Cablin aient
I'apparition simultanée des principaux composants : Patchouli alcohol (38.10-

52.71) %, Pogostone (1.71-10.64 %), a-Curcumeéne (5.76-6.62 %), Pogostol (0-
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6.45 %), Caryophylléne oxide (3.90-4.14 %), Norpatchoulénol (0.58-4.03 %) et
a-guaiene (1.02-3.42 %) (figure 25), ces quantités varient selon la technique
d'extraction utilisée (dans des proportions raisonnables), selon le tableau. Pour
les huiles essentielles obtenues par HD, nous avons trouvé que cette extraction
fournit une plus grande quantité de monoterpenes hydrocarbonés 6.33% contre
2.29 % pour MAE. En général, dans l'extraction des huiles essentielles, la
technique de I'hydrodistillation privilégie I'enrichissement des composés
monoterpéniques, tandis que la méthode de d’entrainement a la vapeur fournit
une augmentation dans la teneur en sesquiterpénes. Dans notre cas I’extraction
par SD nous a donné 61.52 % de sesquiterpéne oxygénés et 16.57 % de
sesquiterpénes hydrocarbonés contre 56.95 % et 15.79 % pour MAE

respectivement.
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Figure 25 : Comparaison entre les principaux composants des huiles essentielles
de P. Cablin extraites par hydrodistillation, hydrodistillation assistée par micro-

ondes et entrainement a la vapeur.

Dans cette étude nous avons remarqué que la plante étudiée a donné une huile
essentielle riche en composés oxygénés 66.91 % pour HD et 57.14 % pour MAE
et des composés hydrocarbonés en faible quantité 19.07 % pour HD et 18.24 %

pour MAE. Et ce a cause de la forte prédominance du patchouli alcohol
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(sesquiterpene oxygéné) présent en 66.91 % et 56.95 % des huiles extraites par
HD et MAE respectivement. Des résultats similaires sont obtenus dans 1’huile
essentielle de P. Cablin extraite par HD ou le pourcentage des composés
oxygénés était plus important que celui des hydrocarbonés!>’. Dautres ont trouvé
le contraire'*® %, Les auteurs ont rapporté que le pourcentage du Patchouli
alcohol seul peut varier de 11 % a 72 % en conséquent le rapport entre les
composés oxygénés et hydrocarbonés peut dépendre du pourcentage de Patchouli

alcohol 19,

Une importante variation des composés Pogostol et Pogostone a été mise en
¢vidence dans la comparaison des méthodes, celles-ci étant de 0 %/1.59 % / 6.45
%et1.71 %/ 10.64 %/ 6.68 %, par HD/MAE/SD, respectivement. Une variation
similaire a été rapporté dans la littérature concernant le Pogostol (0.2-6.2) % et

Pogostone (0.1-27.7) %'%.

Tableau 12 : Variabilité de la composition chimique des huiles essentielles de P.

Cablin obtenue par différentes méthodes.

N° | Noms? RI¢ RI® | HD % MAE % | SD %
1 | a-Thujene 930 948 0.18 0.17 0.17
2 | a-Pinéne 939 951 2.13 1.15 0.77
3 Camphéne 954 960 - 0.08 -

4 | Sabinéne 976 977 0.20 0.11 0.17
5 | p-Pinéne 979 979 0.37 0.24 0.35
6 | f-Myrcéne 989 992 0.13 0.12
7 | 4-3-Carene 1011 1008 | 1.15 0.08 1.09
8 | p-Cymene 1024 1021 | 0.95 0.15 0.97
9 | Limonene 1029 1025 | 0.88 0.19 0.68
10 | 1,8-cinéole 1030 1031 | - - 0.55
11 | f-Ociméne Z 1037 1037 | 0.34 0.12 0.35
12 | p-Ocimeéne E 1042 | - - 0.09
13 | a-Terpinoléne 1088 1075 | - - 0.10
14 | Linalool 1090 1087 | - - 0.05
15 | a-Thujone 1102 1100 | - - 0.29
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16 | Camphor 1146 1143 | - - 0.73
17 | 4-Terpinéol 1163 1158 | - - 0.14
18 | p-methylacétophénone | 1170 1162 | - 0.13 0.08
19 | Naphtaléne 1181 1172 | 0.15 0.18 -

20 | Pulegone 1237 1230 | - 0.08 -

21 | Carvone 1243 1239 | - 0.06 -

22 | Carvacrol 1299 1292 | - 0.05 -

23 | p-Patchouléne 1381 1373 | 0.41 0.37 0.34
24 | f-Elemene 1390 1389 | - 0.11 0.11
25 | y-Curcumene 1405 1394 | 0.18 0.26 0.17
26 | Cycloseychellelle 1407 1396 | 0.22 - 0.25
27 | p-Caryophylléne 1419 1408 | 0.68 0.96 0.75
28 | a-Guaiene 1439 | 1426 | 1.02 3.42 2.51
29 | Seychelléne 1446 1430 | 2.46 1.00 2.36
30 | a-Patchoulene 1456 1440 | 0.94 1.21 1.14
31 | - Guaiene - 1443 | 0.57 0.65 0.62
32 | a-Curcumeéne 1480 | 1475 | 6.26 5.76 6.62
33 | 4- Guaiene - 1482 | - 2.05 1.70
34 | Asaricin 1495 1492 | - - 0.62
35 | Aciphyllene 1501 1486 | 0.32 - 0.30
36 | a-Bulnésene 1509 1492 | 1.26 - 0.14
37 | Italicene ether 1536 1525 | 0.43 0.43 2.94
38 | Pogostol 1553 1578 | 1.59 - 6.45
39 | Norpatchoulenol 1555 | 1541 | 4.03 3.17 0.58
40 | Caryophylléne oxide | 1583 1573 | 3.90 3.68 4.14
41 | ar-Turmérol 1583 1581 | 1.36 - 1.00
42 | humuléne 1,2-epoxide | 1608 1599 | 0.53 0.51
43 | Caryophylla- 1640 1630 | 0.35 - 0.33

4(12),8(13)-dien-5 « -
ol

44 | Veridiflorol - 1635 | - - 0.36
45 | Patchouli alcohol 1658 1647 | 52.71 38.63 38.10
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46 | 1,4-cis-1,7-trans- - 1667 | 0.30 0.40 0.23
acorenone

47 | Pogostone - 1711 | 1.71 10.64 6.68

48 | Iso-alpha-cedren-15-al | - 1734 | - - 0.20
Rendements 0.70+£0.01 | 0.50+0.12 | 0.77+0.02
Monoterpenes Hydrocarbonés 6.33 2.29 4.86
Monoterpenes oxygénés - 0.19 1.76
Sesquiterpénes Hydrocarbonés 12.74 15.79 16.57
Sesquiterpéenes oxygénés 66.91 56.95 61.52
Autres 0.15 0.31 0.70
Total 87.71 75.53 86.2

@ Composés répertoriés selon leur ordre d'élution sur colonne capillaire apolaire
(HP5SMS™). " Indices de rétention sur colonne apolaire (HP5MS). € Indices de rétention
de la littérature sur colonne apolaire rapportés par Adams (2007)*°,

— . non détectés, tous les composants ont été identifiés par comparaison de leurs indices
de rétention avec ceux des données publiées (Adams, 2007) et des spectres de masse

avec les données de la littérature, la bibliotheque MS (bibliotheque NIST et Wiley 7N)

3. Influence de la méthode d’extraction sur I’activité antimicrobienne
des huiles essentielles de P. Cablin

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles est déterminée sur sept souches
bactériennes et deux levures en utilisant la méthode de diffusion sur disque. Cette
activité est estimée a partir du diametre des zones d'inhibition. Les résultats sont

présentés dans le tableau 13 pour différentes méthodes d'extraction.

Nos données ont montré que les huiles essentielles de P. Cablin possédent
généralement une activité faible a modérée contre les levures (zone d'inhibition
de 9.66+0.28 a 22.5+£3.53 mm) ainsi que les bactéries de gram positif (zone
d'inhibition de 10.86+0.32 a 21+0.00 mm).
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essentielles extraites par trois méthodes différentes.

Tableau 13 : Activité antimicrobienne de Pogostemon Cablin des huiles

Microorganismes Zone d’inhibition (mm)
Huiles essentielles

HD MAE SD
Bactérie Gram +
S. aureus 17+0.00 18.95+1.48 | 16.95+0.07
S. epidermidis 13.75£0.68 | 19.75+£1.06 | 16.95+0.63
S. lutea 21+0.00 18.2+0.91 17.05+0.07
B. subtilus n.t 10.86+0.32 | 17.4+0.14
Bactérie Gram -
Enterobacter - - -
E. coli - - 9.9+1.27
P. aeruginosa - - -
Levures
C. albicans 9.66+0.28 19.9+1.27 22.5+3.53
S. cerevisiae 9.66+0.28 12.75+1.06 124+1.00

n.t: n’a pas été testé

- : pas d'action

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de P. Cablin varie en fonction
des méthodes d’extraction et des souches testées, 1'huile essentielle de patchouli
est inhibitrice pour les bactéries a gram positif et levures mais pas pour les
bactéries a gram négatif, C. albicans est le microorganisme le plus sensible vis-
a-vis de 1’huile obtenue par SD avec une zone d’inhibition estimé a 22.5+3.53.
Trois microorganismes c’est-a-dire : S. epidermidis, C. albicans, S. cerevisiae
sont plus sensibles au MAE et SD qu'au HD, S. aureus, est plus sensible au MAE
et HD qu’au SD. S. lutea est sensible a toutes les huiles quel que soit la méthode

d’extraction. La zone d’inhibition la plus important que nous avons obtenue est

celle de HD 21+0.00 (figure 26).
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Bacillus Subtilis Candida Albicans

Figure 26 : Photographies montrant les zones d’inhibitions des huiles

essentielles de P. Cablin extraites par trois méthodes différentes.

I1 a été signalé que les composés phénoliques de I'huile essentielle ont le plus fort
pouvoir antimicrobien suivi des aldéhydes, des cétones et des alcools. Les
propriétés antibactériennes des huiles essentielles extraites par différentes
procédures pourraient conduire a l'obtention d'huiles essentielles avec des
caractéristiques sensorielles différentes et aussi des activités antimicrobiennes

différentes, qui sont étroitement liées a la composition du produit final'®’.

La composition chimique des huiles essentielles de cette plante a montré qu'elle
contient des composés oxygénés tels que le Patchouli alcohol et Pogostone
comme composants majeurs. Ces composés sont connus pour posséder de

161

puissantes propriétés antibactériennes . Ceci suggere que le l'activité des huiles

peut €tre attribuée a la teneur principalement en Patchouli alcohol et Pogostone.
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Dans cette étude, le composant majeur Patchouli alcohol est observé en plus
grande quantit¢ dans HD que dans le MAE et SD. Par contre une forte teneur de
pogostone est observée dans MAE principalement suivi par SD. Cela pourrait
étre la raison pour laquelle I'huile obtenue par MAE est plus active que celle
obtenue par HD contre la majorité des microorganismes testés, mais pour d’autres
microorganisme HD est meilleur. En conclusion il est tres difficile d'attribuer
l'activité antibactérienne d'une huile essentielle totale & un ou quelques principes
actifs, car une huile essentielle contient toujours un mélange de différents
composés. En plus des composés majeurs, des molécules mineures peuvent avoir
une contribution importante a l'activité biologique. Par conséquent, l'activité
antibactérienne des huiles de cette plante pourraient étre dues aux activités

combinées des divers composés principaux et mineurs des huiles essentielles'®?.

4. Activité antimicrobienne des extraits de P. Cablin

Les zones d’inhibitions des extraits méthanoliques et aqueux contre S. aureus, S.
epidermidis, S. lutea, B. subtilus, Enterobacter, E. coli, P. aeruginosa, C.
albicans, C. albicans et S. cerevisiae sont présentées dans le tableau 14. Les
extraits méthanoliques et aqueux (obtenu par décoction) n’ont montré aucune
activité antimicrobienne pour toutes les souches testées a I’exception de S. lutea
qui a montré une forte sensibilité a 1’extrait obtenue par décoction avec une zone
de diamétre 39+0.00 mm. Les auteurs ont rapporté que I’extrait éthanolique de
P. cablin présentait une faible activité contre S. aureus. Les extraits aqueux et
éthanolique n’ont montré aucune activité contre P. aeruginosa et C. albicans'®.
Dans un autre rapport S. aureus, B. subtilus, E. coli, Enterobacter aerogenes
n’ont montré aucune sensibilité aux extraits aqueux et méthanoliques'®.
Plusieurs classes de métabolites secondaires telles que les alcaloides, les
polyphénols, les flavonoides, les anthraguinones, les coumarines, les saponines,
les tanins, les triterpeénes et les stéroides sont actives sur les microorganismes

pathogénes!®> 166,

Tous les extraits sont riches en métabolites secondaires ; cependant, l'activité
antimicrobienne ne dépend pas seulement de l'existence de métabolites
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secondaires dans les extraits de plantes, mais aussi de leur concentration et de

l'interaction possible avec d'autres composants'®’.

Tableau 14 : Activité antimicrobienne de P. Cablin de 1’extrait méthanolique et

de I’extrait aqueux obtenu par décoction.

Microorganismes Zone d’inhibition (mm)

PExtrait 9Décoction
méthanolique | 10mg/ml

200mg/ml

Bactérie Gram +

S. aureus - -

S. epidermidis - -
S. lutea - 39+0.00

B. subtilus - -

Bactérie Gram -

Enterobacter - -

E. coli - -

P. aeruginosa - -

Levures

C. albicans - -

S. cerevisiae - -

a % (v/v) eau distillée, b (p/v) méthanol, a % (p/v) eau distillée, - : pas d'action
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PARTIE 2: VARIABILITE DE LA
COMPOSITION CHIMIQUE DES
HUILES ESSENTIELLES ET DES
ACTIVITES ANTIMICROBIENNES DE
PITURANTHOS SCOPARIUS
COLLECTEE DANS DIFFERENTES
REGIONS ET SAISONS

nalyses GC/MC




I. Etude des composés volatiles

1. Composition chimique des huiles essentielles de P. Scoparius
collectée dans différentes régions et saisons

Les huiles essentielles de l'espece Pituranthos Scoparius recueillies dans trois
stations Oued iguioui (Ou), Taessa (Ta) et [llamane (I1) et durant deux saison (été
et printemps) sont étudiées. La composition chimique des huiles essentielles de
Pituranthos Scoparius est établie dans le tableau 15. Les rendements obtenus par
hydrodistillation sont aussi mentionnés sur le tableau 15 et sont compris entre
(0.53-0.85 %). Le meilleur rendement calculé est obtenu a partir de la région
Oued Iguioui au printemps et la région Illamane en été. Cependant, dans les
rapports précédents, les rendements en huiles essentielles chez P. Scoparius de
différentes régions sont rapportés dans une fourchette de 1.0 a 3.5 %. Le
pourcentage minimum en huile essentielle est trouvé dans 1'échantillon Ta* tandis
que le contenu en huile essentielle le plus €levé est trouvé dans Ou*. La région
de Ou a présenté un rendement plus important au printemps contrairement a Il
qui a présenté un rendement plus élevé en été. La région de Ta a pratiquement
donné un rendement similaire dans les deux saisons (figure 27). Cette différence
s'explique principalement par l'influence des conditions climatiques de la saison

estivale et printaniére mais aussi de la zone de récolte.

Tableau 15 : Rendements des huiles essentielles de P. Scoparius récoltée dans

différentes régions et durant deux saisons (printemps et été).

Saisons Rendement (%)
Mars Ou* Ta* n*
0.85 0.53-0.53 0.63%
Juillet Ou Ta Il
0.56-0.53-0.64 0.55-0.62 0.78-0.80

Ou : Région de Oued Iguioui.
Ta : Région de Taissa.
1l : Région d’llamane.

* : Echantillons récoltés au printemps.
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La GC/MS a montré une variation marquée dans les principaux ingrédients des
huiles obtenues a partir de ces trois régions et saisons, en été et au printemps,
respectivement.

Un total de 68 composés volatils sont identifi¢ par GC-MS et leurs pourcentages
correspond a 91.91 % pour Ta, 81.25 % pour I, 83.93 % pour Ou, 92.04 % pour
Ta*, 85.27 % pour II* et enfin 83.23 % pour Ou*. Les échantillons avec la
mention « * » représentent les échantillons récoltés en mois de mars 2012. Les
¢échantillons sans la mention « * » représentent les échantillons récoltés en mois

de juillet 2012 (Figure 27).

Rendement

0,9
0,8
0,7

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

0

Ou* Ta* I* Ou Ta Il

Facteur (régions, saisons)

%

* représentent les échantillons récoltés en mois de mars 2012
Figure 27 : Rendements des huiles essentielles de P. Scoparius récoltée dans

différentes régions et durant deux saisons.

La composition des huiles essentielles différait quantitativement selon le moment
et la région de la collecte. Une analyse comparative détaillée de toutes les huiles
avec différentes régions a été enregistrée dans le tableau 16.

La composition quantitative des trois échantillons prélevés en juillet et mars a
prouvé que la région, le climat et la température ont une influence sur la

composition chimique des huiles essentielles.

Les différents échantillons n'ont pas la méme teneur en classe chimique. Les
monoterpénes hydrocarbonés (4.19-41.57 %), les sesquiterpénes hydrocarbonés

(5.18-15.84 %), les sesquiterpénes oxygénés (19.23-49.70 %) et les phtalides
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(1,19-13,81 %) voir la figure 28. Quel que soit la région ou la saison de récolte,
le composé majoritaire de la plupart des huiles essentielles est le Dillapiol (44.79)
%, sauf pour la région de Oued iguioui ou le pourcentage du Dillapiol est 4.02%
durant la saison estivale. Le Dillapiol est le composé majoritaire identifi¢ dans
I'huile essentielle P. Scoparius de la région Djelfa 47 %*° et de dans I’huile
essentielle des graines de P. Scoparius récoltées a Ghardaia 12.2 % °'. L'huile
essentielle contient également des monoterpenes oxygénés (6.60-12.51 %) et des
hydrocarbures sesquiterpéniques (5.18-15.84 %). Les composés prédominants
sont le a-Pinéne (0.1-15.47 %), la Myristicine (4.21-15.33) %, le f-Eudesmol
(2.52-9.15) %, le p-Cymene (1.77-8.35 %), le Butylidene phtalide (0.89-7.15 %),
le f-Pinéne (0.12-5.04) %, le 3-n-Butyl phtalide (0-4.46 %), le Limonéne (0.67-
4.37 %), le Spathulénol (1.45-4.27 %), le 4-3-Carene (0.13-3.64 %). Voir la
figure 29. La variation saisonni¢re de la composition chimique des huiles
essentielles pourrait étre due aux différentes altitudes, les conditions
environnementales et le stade/saison du développement des matiéres végétales,

ce qui est en accord avec les résultats rapportés précédemment 8170,

60
50
40
X 30
20 I I
10 I
0 - = i i — - -
Ta Il Ou Ta* I* Ou*
Juillet Juillet Jullet Mars Mars Mars

Facteurs (régions, saisons)

B Monoterpénes Hydrocarbonés B Monoterpénes oxygénés
Sesquiterpénes Hydrocarbonés i Sesquiterpénes oxygénés

M Phtalides W Autres

Figure 28 : Comparaison entre les classes chimiques des huiles essentielles de

P. Scoparius récoltée dans différentes régions et durant deux saisons.

La variation des pourcentages des principaux composés d’huile essentielle des

¢chantillons de P. Scoparius étudiés a confirmé la présence de deux chémotypes
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(Dillapiol et a-Pinéne). Des résultats similaires sont rapportés par les auteurs 5%
% Les métabolites secondaires des plantes, comme les métabolites des huiles
essentielles, sont connus pour jouer un rdle clé dans l'adaptation de la plante a
son environnement. Ils sont impliqués dans des fonctions essentielles de
résistance aux facteurs biotiques et abiotiques tels que les phytopathogenes, les
herbivores, les UV, la température, etc. Lorsque la plante est soumise a des
conditions de stress hydrique et de température élevée, les terpenes s'évaporent
et provoquent un flux d'air qui refroidit la plante et réduit sa transpiration. Cela
entraine une production accrue de terpenes et d'huiles essentielles. Les conditions
climatiques telles que la température et lI'humidité ainsi que les facteurs
¢daphiques tels que l'altitude et les caractéristiques du sol peuvent également

affecter la composition et le rendement en huile essentielle.

Les principaux constituants de I'huile essentielle étaient la Myristicine (24.1%),
le a-Pinéne (17.4%), le Phellandréne (15.6%) et le Sabinéne (7.5%)°" . Les
auteurs ont rapporté que les différences constatées entre la composition des huiles
essentielles d'une méme espece peuvent étre attribuées a la variation de certains
facteurs climatiques tels que la température et les précipitations’’ 146, 11 est
important de souligner que nos résultats ont montré la présence de 3-n-butyl
phtalide dans certains échantillons, un composé qui n'est pas rapporté dans les

travaux antérieurs menés sur les huiles de P. Scoparius.

Tableau 16 : Variabilité de la composition chimique des huiles essentielles de P.

Scoparius obtenue a partir de différentes régions et saisons.

Juillet Mars
Ne. - RI® |RI°

Composés Ta |1l |Ou |Ta* |II* | Ou*
a-Thujéne 914 [930 |1.94 [0.05 |2.54 |0.63 |2.90 | 3.66
a-Pinéne 925 1939 |10.84|0.10 |13.42|7.79 | 12.80] 15.46
Thuja-24(10) 1 | 0.04 0.02 |- ] 0.11 | 0.11
diene

Camphéne 937 1953 [0.16 |- 027 1024 [029 | 029
Verbeneéne 943 967 0.06 |0.06 |- 012 1020 | 020
Sabinéne 967 1976 1088 |0.13 [1.79 |0.72 |039 | 0.83
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7 | -Pinéne 971 979 |2.63 |0.17 |4.86 |2.36 |5.05 | 4.50
8 | f-Myrcene 989 990 [0.38 [0.08 [0.72 |032 [0.60 | 0.42
9 | I-Phellandréne | 1003 | 1005 |0.39 |0.08 |0.11 |0.18 |021 | 0.26
10 | A-3-caréne 1009 | 1011 | 1.08 |0.13 [1.33 |023 |3.64 | 2.25
11 | a-Terpinéne 1015 | 1017 [0.28 |0.08 |- 0.17 |036 | 0.23
12 | p-Cymeéne 1025 | 1024 [4.89 |1.77 |5.81 |7.61 |835 | 527
13 | Limonene 1028 | 1029 [3.16 |0.67 |437 |3.06 |3.82 | 3.08
Y s ocimenez | 1039|1040 [2.70 {081 |3.85 |1.08 |1.57 | 1.70
15 .
B-Ociméne E | 1047 | 1050 |0.27 |0.07 {1.20 [034 [0.44 | 032
16 | y- Terpinene | 1057 | 1059 [ 0.56 | - 0.19 |032 |0.82 |0.51
17-| Cis sabinéne 1, o | 0.11 [0.05 [0.12 |- 0.23 [0.10
hydrate
18 | o-Terpinoléne | 1085 | 1088 [0.24 |- 0.09 |0.11 |025 |0.17
19} Trans sabinéne | | 05| 022 [0.08 [0.26 |- 0.27
hydrate
20 | 3-Methylene-
3,5-hepten-2- | 1102 |- 0.10 [0.12 |- 0.14 |- 0.15
one
21 | f-Thujone 1113 | 1114 [0.16 |0.14 |0.17 |- 0.05 |0.41
22 | Terpinene-1-ol | 1118 |- 0.15 |- 0.14 |- 0.30
23 | Alpha
comphoaldéhyde| 1123 | 1125 [037 |- 035 |0.66 |- 0.66
24 | 2.3.3-trimethyl-
3-cyclopentene- | 1130 |- - 0.33 |- - 091 |-
2-2one
25 | Pinocarveol 1135 [ 1139 | 0.69 |0.45 |0.42 [0.63 [1.07 |0.92
(trans)
26 | verbenol 1138 [ 1140 [0.11 {042 036 [0.51 [0.55 [0.35
27 | Ethanone-1-
(1,4-trimethyl-3- | 1147 | 1157 [0.16 |0.11 |0.09 |- ] ;
cyclohexen-1-yl
28 | Penthylbenzéne | 1154 | 1156 |0.14 |0.04 |0.04 |0.05 |0.11 |0.04
29 | Pinocarvone 1160 | 1162 [0.55 |0.10 |0.18 |0.26 |0.74
30 ﬁleMnegtEf'ls 1165 | - ; ; ; 051 |- |-
31 | 4-Terpinéol 1176 [ 1177 | 1.02 [1.90 |1.25 [0.95 [1.91 [1.17
32 | p-Cymen-8-ol | 1183 | 1183 [0.30 |0.58 [0.32 |- 0.55 |0.44
33 | a-Terpinéol 1189 | 1189 [0.18 029 023 |- 039 031
34 | (-Myrténal 1194 [ 1193 |0.44 |0.30 021 |0.27 |0.42 [0.37
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35 | Myrténol 1200 | 1200 | 0.48 |0.14 |0.12 |028 |0.48 |0.49
36 | L-verbénone 1206 | 1205 |0.21 0.19 |0.13 |0.16 |0.68 |0.59
37 | Carvéol (trans) | 1218 | 1216 |0.30 |0.40 |0.25 |0.40 |0.84 |0.59
38 | Carvéol cis 1220 | - - - - - 0.16 |-
39 | p-Citronellol | 1229 | 1228 |0.14 |- 018 |- - -
40 | I-Carvone 1241 | 1242 |0.13 |0.15 |0.09 {020 029 |0.11
4 Carvotanacétone | 1245|1247 10.05 |0.18 |- 0.06 10.11 |-
42 | Phéllandral 1273 [ 1271 | 0.10 0.09 |- - 0.16 |-
43

p-Cyméne-7-ol | 1287 | 1290 |0.09 |- ] 006 021 |-
44 | Carvacrol 1300 | 1299 |0.30 |0.67 041 |0.74 |0.81 |0.49
45 | 1.4-p-

et [1325 1333 0.0 |- i _ 0.05 |-
46 | Acétophénone | 1351 | 1348 |0.10 |- 019 |- 0.06 |-
47 | a-copacne 1370 [ 1376 | 0.11 ]0.09 |0.10 |0.05 |0.07 |0.05
48

Methyleugénol | 1400 | 1401 |0.25 |0.25 [0.90 034 [0.73 |0.22
49 | a-Amorphene | 1472 | 1484 | 0.08 |0.05 |- - - -
S0 D-Germacréne 1476 | 1485 [ 0.05 |- - 0.07 |- -
51 | f-sclinenc 1481 | 1485 |0.21 |0.18 |0.09 |0.04 |0.04 |-
52 | o-Murolene 1496 | 1500 | 0.02 |- - - - -
53 | Myristicine 1523 | 1520 |4.21 |1533|9.83 |8.70 |7.41 |13.76
54 | g-Calacoréne 1533 11545 [{0.09 [0.06 |- - 0.05 |-
55 | p-Calacoréne 1549 | - 0.39 |- - - - -
56 | Elémicine 1556 | 1554 | 0.14 022 |- 0.13 0.06 [0.08
57 | 1.5

Epoxysalvial- | 1560 | - 062 072 041 |0.14 |0.19 |-

4(14)ene
58 | Spathulénol 1575 | 1576 | 4.27 |3.81 |4.06 |2.11 |2.34 |1.45
39 a-2(14)-on-

Salvia-4(14)-en- || ool 044 044 029 |0.14 {029 |0.15

1-one
60

Caryophyllene 1 ¢35 11581 {057 {0.50 N

oxide
61 | Dillapiol 1612 | 1622 | 16.38 | 32.88 [4.02 |44.79 [ 12.00 | 16.43
62 | Isospathulenol |1634 |- 0.52 10.15 [0.23 |- 0.14 |-
63 | f-cudesmol 1645 | 1649 |9.19 |8.75 |7.81 |2.52 |4.28 |3.66
64 e

Butylidéne 1668 | 1672 | 7.15 |4.82 |4.98 |0.81 |2.88 [1.33

phtalide Z
65 e

Butylidéne 1700 | 1718 [ 1.86 [0.94 [0.96 [0.14 |0.46 |0.28

phtalide E
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66 -n-
3nButyl 1724 11739 |4.46 |- 4.19 10.24 |1.01 |-
phtalide
67 | Butylidéne
1777 0.33 | 1.11 |- - - -
dihydro-phtalide
68 i
Acide 1947 021 | 007 |- ]0.09 {0.06 |0.07
palmitique
Monoterpenes Hydrocarbonés 30.62 | 4.24 | 40.68|25.27|42.04 (39.34
Monoterpeénes oxygénés 6.00 | 6.07 [5.07 (5.71 |10.05]|6.90
Sesquiterpenes Hydrocarbonés 5.08 [15.66(10.02(8.86 |7.56 |[13.85
Sesquiterpenes oxygénés 31.98|47.24(16.8249.70 | 19.23 | 21.68
Phtalides 13.81| 6.86 [10.13(1.19 [4.34 |1.60
Autres 1.18 | 1.18 [1.22 (0.74 |1.92 |0.57
Total 88.67 | 81.25|83.94 | 91.46 | 85.16 | 83.91

“Composés répertoriés selon leur ordre d'élution sur colonne capillaire apolaire
(HP5SMS™). " Indices de rétention sur colonne apolaire (HP5MS). € Indices de rétention
de la littérature sur colonne apolaire rapportés par Adams (2007)%°. * échantillon du
mois de mars (printemps)

— . non détectés. Tous les composants ont été identifiés par comparaison de leurs
indices de rétention avec ceux des données publiées (Adams. 2007) et des spectres de
masse avec les données de la littérature. La bibliotheque MS (bibliotheque NIST 11 et
Wiley 7N)

Il existe une différence fortement significative pour tous les principaux composés
de T'huile essentielle de pituranthos scoparius selon les saisons (P <0.001) a
I'exception de la Myristicine (P = 0.12). Ainsi qu'une différence fortement
significative entre les différentes régions sélectionnées pour cette étude.
L’interaction entre les deux saisons et les trois régions est trés significative (P
<0.001) sauf pour le 4-Terpinéol ou il existe une interaction significative (P =

0.25).
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Figure 29 : Comparaison entre les principaux composants des huiles

essentielles de P. Scoparius récoltée dans différentes régions et deux saisons.

2. Activité Antimicrobienne des huiles essentielles de P. Scoparius
collectés dans différentes régions et saisons

L'activité antimicrobienne in vitro des huiles de P. Scoparius estimées par le
diameétre des zones d'inhibition varie selon le site de collecte, saisons et les
souches utilisées (tableau 17). L'évaluation antibactérienne des huiles essentielles
a illustré une activité inhibitrice modérée contre les souches bactériennes a gram-
positives et des levures tandis que les bactéries a gram négative se sont avérées

résistantes (figure 30).

En se basant sur les valeurs du diamétre des zones d'inhibition. Ta, Ta*, 11, 11*,
Ou, Ou* ont montré une faible activité (zone d'inhibition < 10 mm) contre S.
aureus. S. epidermidis, B. subtilus, C. albican et S. cerevisiae ont montré une
faible sensibilit¢ pour Ta* (10.1+0.28 mm) mais présentent une sensibilité

modérée pour Ta, I, II*, Ou, Ou* (15 mm >zone d'inhibition > 11 mm).

La souche S. lutea est inhibée par les huiles essentielles de toutes les régions du
mois de juillet. Les échantillons de la saison estivale ont montré une activité

antibactérienne plus élevée pour S. lutea, par rapport a la saison du printemps.
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Indépendamment de l'effet inhibiteur des huiles essentielles, une seule souche, a
savoir E. coli est marquée comme sensible a I'échantillon de la saison du
printemps de la région de Illamane, mettant en évidence une zone d’inhibition de
10.4+0.55 mm. Ta* est I’échantillon le moins efficace contre les souches testées

probablement a cause de sa teneur élevée de sesquiterpénes oxygéneés.

Tableau 17 : Activité Antimicrobienne des huiles essentielles de Pituranthos

Scoparius collectés dans différentes régions et saisons.

Souches Juillet Mars

Ou Ta 11 Ou* Ta* 1I*

Bactérie Gram +

S. aureus 8.7+0.84 | 8.3£1.00 | 9.75+0.35 | 10.7£0.35 | 7.6+0.90 | 10.9+1.27

S.epidermidis | 12.6£0.26 | 12.7+0.60 | 13.13+1.05 | 13.7+1.38 | 10.1+£0.28 | 14.2+1.83

S. lutea 22.5+0.70 | 22+2.82 25+1.35 14.1£1.26 | 17+1.05 12.5+1.00

B. subtilus 13.8£1.46 | 11+1.41 12.10£0.52 | 11.5+£0.70 | 9.5+£0.95 | 13.7+=0.10

Bactérie Gram -

Enterobacter | 7.7£0.91 - - - - -

E. coli - - - 8.1£1.55 - 10.4+0.55

P.aeruginosa - - - - - -

Levures

C. albicans 15.1£1.00 | 11.5+£1.40 | 12+1.41 13.3£0.35 | 9.65+0.21 | 15.2+1.62

S. cerevisiae | 11.6£1.41 | 13.8+1.54 | 11.8£1.06 | 16.8+1.13 | 9+£1.32 15.2+1.62

Les valeurs sont des moyennes + écart type, zone d'inhibition en mm + écart type au-

dela du diametre du disk (6 mm), - : pas d'action.
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Escherichia Coli Bacillus Subtilis

Candida Albicans

Bacillus Subtilis Staphylococcus Epidermidis

* échantillon du mois de mars
Figure 30 : Photographies montrant les zones d’inhibitions des huiles essentielles

de P. Scoparius collectés dans différentes régions et saisons.
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I1. Etude des composés lourds

1. Influence des solvants sur ’activité antioxydante et les teneurs en
polyphénols et flavonoides des extraits de P. Scoparius

A. Activité antioxydante

L'effet des différents extraits organiques de P. Scoparius sur la capacité¢ de
piégeage des radicaux DPPH est évalué par la détermination des valeurs ICso puis
comparé a BHT et l'acide ascorbique utilisés comme témoins positifs. Les
propriétés d'élimination des radicaux DPPH de différentes extractions par solvant

de P. Scoparius sont présentées dans le tableau 18.

Tableau 18 : Dosage antioxydant des extraits de Pituranthos Scoparius.

Extraits ICso (ng/ml) DPPH
Extrait méthanolique 142.77+1.41
Acétone 83.14+1.01
Extrait éthanolique 119.95+1.79
Extrait d’ Acétate d’éthyl 155.00+£2.26
Infusion 81.19+1.03
Décoction 90.09+1.06
Macération avec Ultrason 89.70+1.59
Maceration a froid 69.73+0.61
BHT 9.14+1
Ascorbic acid 1.16+0.02

ICso : concentration minimale de l'échantillon qui réduit l'absorbance de 50 %.

Moyenne = SD (n = 3).

Les résultats ont indiqué I'influence possible du solvant d'extraction sur l'activité
antioxydante totale. La valeur de concentration en BHT et en acide ascorbique
pour 50% d'inhibition est respectivement de 9.14 = 1 ug/ mlet 1.16 + 0.02 ug /
ml. L'extrait aqueux (macération) a donné l'activité antioxydante totale la plus
¢levée avec ICso = 69.73 £ 0.61 ug / ml. Ce résultat correspond a celui trouvé par
H. Adida et al qui ont trouvé que l'extrait aqueux de la partie aérienne de P.

Scoparius présentait la meilleure activité antiradicalaire avec une ICso = 45 ng /
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ml. Les ICso des différentes extractions par solvant de la plante et le standard ont
diminué dans 1'ordre suivant : (macération a froid 69.73 pg / m)> (infusion 81.19
ng / ml)> (acétone 83.14 pg / ml)> (macération avec ultrason 89.70 ug / ml) >
(décoction 90.09 pg / ml)> (extrait éthanolique 119.95 pg / ml)> (extrait
méthanolique 142.77 npg / ml)> (acétate d'é¢thyle 155.00 pg / ml).
Comparativement. L’activité d'élimination des radicaux DPPH est inférieure a

celle des antioxydants synthétiques comme 1’acide ascorbique et le BHT.

B. Teneur totale en phénols et flavonoides

L'influence des différents extraits organiques de P. Scoparius sur Teneur totale
en phénols et flavonoides est évaluée. L'estimation quantitative des CPT des
extraits de P. Scoparius (tableau 19) a montré qu'ils sont supérieurs a leurs
teneurs en CFT. La teneur de ces métabolites secondaires dépend du type de

solvant utilisé pour l'extraction avec une polarité variable.

Le contenu total des composés phénoliques dans différents extraits est déterminé
a partir de 1'équation de régression de la courbe d'étalonnage (y = 0.107x +
0.0065) en utilisant I'essai de Folin-Ciocalteu et exprimé en équivalents d'acide
gallique GAE. L'extrait qui a donné une meilleure teneur en polyphénols est
(extrait d'acétone 157.93 mg d'acide gallique / g)> (décoction 108.23 mg d'acide
gallique / g)> (infusion 104.52 mg d'acide gallique / g)> (macération avec
ultrason 96.45 mg d'acide gallique / g)> (macération a froid 96.40 mg d'acide
gallique / g)> (éthanol 95.43 mg d'acide gallique / g)> (acétate 93.62 mg d'acide
gallique / g)> (extrait méthanolique 63.77 mg d'acide gallique / g) (Tableau 19).

Tableau 19 : Teneur totale en phénols et flavonoides des extraits de P. Scoparius.

Extraits CPT CFT
mg Gallic Acid/g mg Quercetin/g

Extrait méthanolique 67.77£1.55 8.54+0.42
Acétone 157.93+1.42 14.75+0.57

Extrait éthanolique 95.43+1.18 10.04+0.10
Extrait d’Acétate d’éthyl 93.62+0.08 7.40+0.10
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Infusion 104.52+1.72 5.54+0.66

Décoction 108.23+1.64 4.38+0.06
Macération avec ultrason 96.45+1.16 5.93+0.34
Maceration a froid 96.40+1.66 5.16+0.85

Moyenne = SD (n = 3).

Le contenu total des composés flavonoides dans différents extraits est déterminé
a partir de I'équation de régression de la courbe d'étalonnage y = 33.73x + 0.009
et exprimé en équivalents de quercétine QE. La quantité de contenu total en
flavonoides varie de (4.38-14.75) en équivalent quercétine (QE mg / g)
respectivement (tableau 19). En comparant tous les extraits de P. Scoparius.
L’extrait qui a donné une teneur plus élevée en polyphénol et en flavonoides est
I’extrait d’acétone 157.93 mg Acide gallique / g et 14.75 mg de quercétine / g

respectivement.

Discussion

Les antioxydants sont des éléments essentiels pour protéger 1'organisme contre
les effets du stress oxydatif causé par les radicaux libres. L'étude menée sur la
fraction non volatile a permis de mettre en évidence I'impact des solvants et des
méthodes d'extraction sur la quantité totale de composés phénoliques et de

flavonoides, ainsi que sur l'activité antioxydante de P. Scoparius (figure 31).
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Figure 31 : Influence des solvants et des techniques d’extraction sur la teneur en
composés phénoliques totaux et flavonoides totaux et 1’activité antioxydante de

P. Scoparius.

Les différents extraits utilisés dans cette étude n’ont montré aucune corrélation
entre la méthode du piégeage des radicaux libres DPPH et la teneur en
polyphénols et flavonoides totaux. Il est connu que différents composés
phénoliques ont des réponses différentes dans la méthode de Folin-Ciocalteu. De
méme, la réponse antioxydante des composés phénoliques varie

172

remarquablement en fonction de leur structure chimique'’s. De plus, il peut y

avoir des interférences provenant d'autres composants chimiques présents dans

I'extrait, tels que les sucres ou l'acide ascorbique!”>.

2. Influence de la région et période de récolte sur IPactivité
antioxydante et les teneurs en polyphénols et flavonoides des extraits
de P. Scoparius

A. Activité antioxydante

Les résultats de l'activité de piégeage des radicaux DPPH ainsi que les
rendements des extrait méthanoliques de différentes régions et saisons sont

présentés dans le tableau 20.
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Les valeurs ICso variaient entre 66.89+0.56 et 327.72+2.10 pg/ml, et la
meilleure activité est observée dans I’extrait méthanolique de la région d’Ilamane
du mois de juillet avec un ICso= 66.89+0.56 (Il). L'activité de piégeage la plus
faible est enregistrée dans 1’extrait de la région de Oued iguioui du mois de juillet
avec un ICso= 327.7242.10 pg/ml (Ou). Tous les extraits de P. Scoparius ont
donné une activité¢ antioxydante plus faible que celle de I’acide ascorbique et le

BHT avec un ICso 1.16+0.02 et 9.14+0.50 respectivement.

Tableau 20 : Activité antioxydante et teneur des extraits méthanoliques de P.

Scoparius obtenus a partir de différentes régions et saisons.

Saisons (%) | Sites | ICso (ng/ml)
DPPH
Juillet 11.8 | Ou 327.72+2.10
5.8 Ta 142.77+1.41
4.1 Il 66.89+0.56
Mars 7.2 Ou* 206.56+2.36

4.4 Ta* 310.4+3.71
8 I* 150.62+1.66
Control BHT 9.14+0.50
positif A 1.16+£0.02

A : Acide ascorbique

B. Teneur totale en phénols et flavonoides

Comme on peut l'observer, les quantités de phénols totaux varient entre les
especes de 38.70+1.01 a 119.61+0.15 Gallic Acid/g. L'échantillon ayant la valeur
totale de phénol la plus élevée est Ou suivit par Il. D'autre part, I'échantillon ayant
la plus faible teneur totale en phénols était Ta* suivi de Ou*. Les extraits
méthanoliques obtenus durant la saison estivale ont donné une meilleure teneur

en polyphénols que les extraits obtenus durant la saison printaniere.
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Tableau 21 : Teneur en polyphénols et flavonoides des extraits méthanoliques

de P. Scoparius obtenues a partir de différentes régions et saisons.

Saisons | Sites | CPT mg Gallic | CFT mg
Acid/g Quercetin/g
Juillet | Ou 119.61+0.15 12.2+0.23
Ta 67.77+2.55 8.54+0.42
Il 113.2+0.2 11.93+0.6
Mars Ou* | 38.73+0.19 8.65+0.13
Ta* 38.70+1.01 8.49+0.31
I1* 82.84+0.71 9.41+0.5

Moyenne = SD (n = 3).

Chez les plantes, les principaux composé€s a activité antioxydante sont les
phénols, car ils possedent un cycle aromatique qui permet la stabilisation et la
relocalisation des électrons non appariés de leur structure, facilitant ainsi le don
d'atomes d'hydrogéne et d'électrons a partir de leurs groupes hydroxyle!’. La
teneur totale en phénol varie en fonction de I'espéce végétale, du tissu végétal, du
stade de développement et des facteurs environnementaux, tels que le stress

hydrique, la température et les conditions d'éclairage!”.

C. Dosage du pouvoir réducteur ferrique

Dans le dosage du pouvoir réducteur, la couleur jaune de la solution d'essai passe
au vert en fonction du pouvoir réducteur de I'échantillon d'essai (figure 32). La
figure 33 montre les courbes dose-réponse pour les pouvoirs réducteurs de tous
les extraits de P. Scoparius (0- 1.6 mg/mL). Nous avons constaté que le pouvoir
réducteur augmente avec la concentration de chaque échantillon. L'ordre de
classement pour la réduction de puissance était Ta* > I1* > Ou* > Ta > [I> Ou.
Un pouvoir réducteur plus élevé (1,11 £ 0,14 a 1.6 mg/mL) est évident dans la
fraction Ta*. Les extraits méthanoliques obtenus durant la saison printaniére ont
donné un meilleur pouvoir réducteur ferrique que les extraits obtenus durant la

saison estivale.
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Figure 32 : La couleur jaune de la solution d’essai qui passe au vert en fonction

du pouvoir réducteur de I'échantillon.
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comme témoin positif. (n = 3. Valeur = moyenne = SD).*: Mars
Figure 33 : Pouvoir réducteur ferrique des extraits méthanoliques de P. Scoparia

obtenus a partir de trois zones et deux saisons.

La présence des réducteurs dans la solution provoque la réduction du complexe
Fe*"ferricyanure a la forme ferreuse. Par conséquent, Fe* peut étre contrdlé par
mesure d'absorbance a 700 nm. Des rapports antérieurs ont suggéré que les
propriétés réductrices exercaient une action antioxydante en donnant un atome
d'hydrogéne pour briser la chaine des radicaux libres!’®. L'augmentation de
I'absorbance a 700 nm indique une augmentation de la capacité de réduction. Les

antioxydants présents dans les fractions de P. Scoparius ont provoqué leur
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réduction du complexe Fe3+/ferricyanure a la forme ferreuse, et ont ainsi prouvé

le pouvoir réducteur.

Discussion

Les résultats obtenus dans les tests ont clairement démontré que l'interaction d'un
antioxydant avec le DPPH dépend non seulement de la concentration, mais
¢galement de la structure et de la nature des antioxydants. Il existe des composés
qui réagissent rapidement avec le radical DPPH, tandis que d'autres ne le font
pas. Athaména et al. ont également trouvé une différence selon le test utilisé!”’.
Ce qui peut expliquer la différence de résultats obtenus. En outre, il convient de
noter que dans le test FRAP, toutes les substances réduites, et pas seulement les

composés phénoliques, réagissent dans le milieu réactionnel'®,

Le niveau de corrélation entre la teneur en phénols et l'activité antioxydante sont
intéressants, mais il faut prendre en compte le fait que les composés phénoliques
peuvent réagir différemment selon leur nombre de groupes phénoliques, et que la
teneur totale en phénols ne prend pas nécessairement en compte tous les
antioxydants présents dans un extrait. Malgré les différentes combinaisons
réalisées dans cette étude, il a été observé une absence de corrélation entre les
deux techniques, ce qui est également un résultat communément rapporté dans la
littérature scientifique!”. Il est largement admis que ce n'est pas nécessairement
la teneur ¢levée en polyphénols qui présente une puissante activité

antioxydante!'®?,
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La recherche des activités biologiques dans les huiles essentielles a connu un
essor considérable ces derniéres années. Les populations se tournent vers les
solutions naturelles en matiere de santé et de beauté. Cette thése a pour objectif
de valoriser les plantes médicinales Pituranthos Scoparius et Pogostemon

Cablin, en étudiant leurs effets thérapeutiques.

En raison des inconvénients que représentent les méthodes d'extraction
traditionnelles comme [I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur,
I’extraction par microonde a été utilisée. Cette alternative aux procédures
d'extraction conventionnelles peut augmenter I'efficacité de la production et
contribuer a la protection de I'environnement en réduisant l'utilisation de solvants

et d'énergie.

Les effets des méthodes d'extractions sur les compositions d'huiles essentielles
de P. Scoparius et P. Cablin et leurs activités biologiques sont étudiés ici. Les
compositions chimiques des huiles essentielles obtenues sont qualitativement
similaires, mais avec des différences significatives dans l'abondance des
composés majeurs. Les huiles essentielles de P. Scoparius sont non toxiques et
présentent une activité anti-inflammatoire importante et une faible activité
antibactérienne. La méthode d'extraction a affecté de maniere significative les
activités anti-inflammatoires et antibactériennes. Dans cette étude, nous nous
sommes aussi concentrés sur l'activité analgésique de P. Scoparius. Nos résultats
ont montré que la décoction de cette plante souvent utilisée dans le sud avait un
excellent effet analgésique. Ces données pharmacologiques montrent la place que
pourrait occuper cette plante dans la consolidation de notre santé, en particulier

dans la prise en charge de de I’inflammation et la douleur.

Les huiles essentielles de P. Cablin ont montré une forte prédominance de
sesquiterpenes oxygénés pour toutes les méthodes utilisées suivis par les

sesquiterpénes hydrocarbonés, contrairement aux monoterpeénes hydrocarbonés
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et oxygénés qui €taient relativement en minorité par rapport aux sesquiterpene

oxygeénes

Plusieurs facteurs dont le moment de la récolte de la plante aromatique, les
conditions climatiques et agronomiques, le développement végétatif de la plante,
la partie végétale utilisée, le type d'extraction utilis€ peuvent étre considérés
comme responsables des fluctuations de leurs compositions chimiques. C’est la
raison pour laquelle nous avons choisi d’étudier I’influence des méthodes
d’extractions, de la période et région de récolte et des solvants utilisés sur les
compositions des extraits volatiles et non volatiles ainsi que leurs activités
biologiques. Il est trés important de continuer cette recherche afin de trouver une
corrélation entre les techniques d'extraction, période, zone de la collecte et leurs
effets sur la composition chimique et les activités biologiques. En outre, cette
these vise a attirer l'attention de la communauté scientifique sur le large éventail
d'applications des huiles essentielles et des extraits. Ils peuvent fournir pour
développer de nouveaux médicaments a partir de produits naturels. Ainsi, les
huiles essentielles et leurs constituants peuvent, espérons-le, étre pris en compte

a l'avenir pour davantage d'évaluations cliniques et d'éventuelles applications.

Les résultats obtenus sur P. Scoparius sont encourageants mais beaucoup reste a

faire en Algérie pour développer cette filiére vue la diversité de la flore.
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ABSTRACT

The essential oils of Pituranthos Scoparius obtained by hydrodistillation
(HD), microwave assisted extraction (MAE) and steam distillation (SD)
were investigated for their chemical components, oil yield diversity and
microbial activity. As a result of this investigation, the anti-inflammatory
activity of the essential oils is reported here for the first time. The essential
oils extracted from P. Scoparius were analyzed by GC/MS. Sixty-three
compounds were identified, representing (87.69 %) in HD, (82.45 %) in
MAE, and (88.94 %) in SD of the essential oils’ total compositions. The
predominant compounds identified were Dillapiol (16.38-37.21%), a-
Pinene (0.48-10.84%) and Mpyristicin (4.21-9.37%). The antimicrobial
activity of the essential oils was Identified using the disk diffusion method
against seven bacteria strains and two yeasts. An appreciable antimicrobial
activity was observed against sarcina lutea, and weak activity was observed
against staphylococcus epidermidis, saccharomyces cerevisiae and candida
albicans. The anti-inflammatory activity of the essential oils was Identified
using the carrageenan induced edema method. The essential oils extracted
by HD, MEA and SD showed an anti-inflammatory activity comparable to
Diclofenac. The results reveal that the method of extraction of P. scoparius
influences the chemical composition and anti-inflammatory activity of the
essential oils.

1. Introduction

The genus Pituranthos is a member of the
Apiaceaes family and consists of more than 20
species (Ozenda, 2004). P. Scoparius (Coss &
Dur) Benth & Hook is a plant endemic to the
Saharan region of North Africa (Quezel and
Santa, 1962) known as “Tattayet” in Tamahaq
(Tuareg language) and “Guezzah” in Arabic.

P. Scoparius is a perennial aphyllous plant.
The stems are 40-80 cm tall. The flowers, often
with peduncle, white petals and marrow veins,
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are bunched in lateral umbels that are fairly
spread out. However, due to the high
temperature of the Central Sahara from which
the plants used in this experiment were obtained,
the species used did not contain leaves, flowers,
or seeds (Quezel and Santa, 1962). P. Scoparius
is used in traditional Algerian medicine for
many purposes. In infusion, the aerial part is
used as a remedy for digestive difficulties,
diabetes, hepatitis, asthma and rheumatic
diseases (Ould el hadj et al., 2003; (Hammiche



Hebbache et al./ Carpathian Journal of Food Science and Technology, 2021, 13(3), 158-172

and Maiza, 2006) and also as an additive
flavoring (Boukef, 1986; Benchelah et al, 2000).
The powdered stems are used against reptile
bites (Benchelah et al., 2000; Abdellah and
Sahki, 2004).

Previous research has shown that P.
Scoparius 1s an important source of essential
oils, with a considerable variation in major
compounds depending on the part used, the plant
maturity, the climate conditions and the
extraction methods employed (Vernin et al.,
1999; Vérité and Nacer, 2003; Smaili et al.,
2011; Gourine et al., 2011; Lograda et al., 2013;
Hammoudi et al., 2015; Belkacemi et al., 2015;
Chikhoune et al., 2016; Ksouri et al., 2017,
Malti et al., 2018, Attia et al., 2011). In addition,
Sabinene and a-pinene were identified as major
compounds of most of P. Scoparius essential
oils (Smaili et al, 2011; Lograda et al, 2013;
Chikhoune ef al., 2016; Malti et al., 2018; Attia
et al, 2011). However, oa-pinene was not
identified in samples from some Algerian
Saharan regions (Ghardaia, Bechar and
Tamenrasset) (Belkacemi et al., 2015; Ksouri et
al., 2017; Malti et al., 2018) and Sabinene had
not been reported in other studies on the same
species (Vernin et al., 1999; Vérité and Nacer,
2003; Gourine et al., 2011; Hammoudi et al.,
2015; Belkacemi et al., 2015; Ksouri et al.,
2017). Alternatively, samples from Ghardaia,
Laghouat, Bechar, Tamenrasset and Batna were
characterized by very high contents of limonene
(Gourine et al., 2011; Ksouri et al., 2017; Malti
et al., 2018). Bornyl Acetate was the dominant
component of P. Scoparius essential oils from
the Oum El Bouaghi and Tamenrasset regions
(Vernin et al., 1999; Hammoudi et al., 2015).
Other compounds were reported only in some
samples and with appreciable amounts, such as:
7-methoxy-3-methyl-1-H-isichromen-1-one and
methyl propene in P. Scoparius from Ghardaia
(Belkacemi et al., 2015), 6- methoxyelemicine
in samples from Ghardaia, Bechar and Batna
(Malti et al., 2018), Apiol in samples from Oum
El Bouaghi (Vernin ef al., 1999) and A-3-Carene
only in the Tunisian essential oil (Attia et al,
2011). Other essential oils were also
characterized by a high presence of Myristicin
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(Vérité and Nacer, 2003; Smaili et al., 2011;
Gourine et al., 2011; Malti et al., 2018). These
reported results confirmed the existence of
different chemotypes in P. Scoparius essential
oils.

Several studies reported the significant
effect of the extraction methods on the yields
and the chemical compositions of essential oils
(Lucchesi et al., 2004: Elyemni et al., 2019; Lo
Presti et al., 2005). Our work was based on the
chemical variability of P. Scoparius essential oil
as well as the antimicrobial and the anti-
inflammatory activities depending on the
extraction methods. To the best of our
knowledge, this is the first study Dedicated to
extractions using the microwave assisted
hydrodistillation is reported here for the first
time. In addition, no pharmacological studies on
the anti-inflammatory activity of essential oils
were previously conducted. The aim of our work
is to check the variation of the chemical

composition, antimicrobial and anti-
inflammatory activities of the essential oils
using three extraction methods
(hydrodistillation, micro-wave and steam
distillation).

2. Materials and methods
2.1. Samples

The aerial parts of P. Scoparius were
collected from the Algerian Sahara (Taessa,
Tamanrasset) in July of 2012. The harvested
plants were washed and then allowed to dry in
the shade in a dry and ventilated place. Global
Positioning System (GPS) technology was used
to record the location: latitude (23°05'64” N),
longitude (5°30'79,7" E) and altitude (1748 m).
Identification of plant was performed in the
Botany laboratory of the National Forest
Research Institute in Tamanrasset (NFRI).

2.2. Essential oils
2.2.1. Hydro-distillation (HD)

(200 g) of plant were placed in a flask. The
flask was then filled with (4L) of water. The
flask containing the plant and water was brought
to a boil for 4hours using Clevenger-type
apparatus (Council of Europe, 2010). The
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essential oil-laden water vapors then passed
through the refrigerant, condensed and fell into
a separating funnel. The water and oil separated
by density difference. All samples were
collected and subsequently stored (sealed brown
vial) at 4°C in the dark for further
experimentation. The yield, based on the dry
weight of the sample, was calculated.

2.2.2. Microwave-assisted extraction (MAE)

Microwave-assisted extraction was used at
atmospheric pressure at (850 W, 2450 MHz)
power for 50 minutes (Beoletto et al., 2016),
using a laboratory microwave for extracting the
essential oil (M937, Samsung, United
Kingdom). (100 g) of aerial part was placed in a
(1L) flask with (100 ml) of water and connected
to the Clevenger-type apparatus located outside
the microwave. The essential oil was collected
in the same way as mentioned in the HD process.
The yield, based on dry weight of the sample,
was calculated.

2.2.3. Steam distillation (SD)

The steam was passed through a (5L) flask
containing (200 g) of plant for 4 h. The steam
was then passed through a coiled tube where it
was condensed. The distillate was collected.
Finally, the essential oil obtained was separated
through decantation using a separating funnel
(Pushpangadan et al., 2012). The essential oil
was collected in the same way as mentioned in
the HD process. The yield, based on dry weight
of the sample, was calculated.

2.3. Gas chromatography (GC) and Gas
chromatography-Mass spectrometry (GC-
MS) analysis

Analyses of the essential oils were carried
out using a Hewlett-Packard 6800 GC equipped
with an HP5-MS capillary column (30m x
0.32mm x 0.25 m) film thickness. The oven
temperature was kept at 60°C for 8 min initially,
then gradually increased to 250°C at 2°C/ min
and kept again at 250°C for 20 min. The injector
and detector temperature were 250 °C and 280
°C, respectively. The carrier gas was helium
used at flow rate of 1.2 mL/min. 1ul of sample
was injected in split mode at a ratio of 1:70,
where the detection ionization energy was 70
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eV. For GC-MS analysis, the same above-
mentioned conditions for GC were applied. The
mass scan range was 29-550 Uma. The
percentage composition of the oils was
expressed as peak area by integration from the
total ion current. The percentage of each
compound was computed using the
normalization method from the GC peak area,
calculated as mean value of three injections,
without using correction factors. The
identification of the compounds was based on
the comparison of retention indices with those
reported in the literature. Retention indices were
calculated using the Van Den Dool and Kratz
equation. The series of n-alkanes (Cs-Cag) were
injected in the same conditions. The El-mass
spectra of essential oils were compared with
those of mass spectra library (NIST and Wiley
7N library) and the literature (Adams, 2007).

2.4. Pharmacological activities
2.4.1. Animals

Strains of albino mice of both sexes,
weighing  (20-25g)  were  used  for
pharmacological studies. The animals were
obtained  from  the  Department  of
Pharmacotoxicology, SAIDAL Antibiotical-
Medea, Algeria. The animals were housed in
cages under standard laboratory conditions (12-
hour light/dark cycle at 25°C). The animals were
divided into groups of five and fasted for 12
hours before the experiment.
2.4.2. Acute toxicity assay

The acute toxicity test was performed using
the Lorke method (Lorke, 1983). Mice were
divided into several groups of five. (0.5 mL) of
(2000 mg / kg) of essential oils were
administered orally. The control group was
treated in the same manner without
administering essential oil. The mice were
observed for 14 days. The mice that died in each
group were counted for lethal dose (LD50)
determination.
2.4.3. Anti-inflammatory activity

The anti-inflammatory  activity = was
determined based on the carrageenan induced
edema test (Levy, 1969). Groups of five mice
each were treated orally with (0.5 mL) of
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essential oils (50 mg/kg, 100 mg/kg and 150
mg/kg). After 30 minutes, (0.025 mL) of (1%)
carrageenan solution (diluted with 0.9%
physiological water) was injected into the right
hind paw planter surface of the mice. Positive
control received (50 mg/kg, 100 mg/kg and 150
mg/kg) of Diclofenac. After 3.30 hours, the
animal suffers euthanasia and their right and left
paws were removed and weighed with a
precision scale. The percentage of edema was
calculated according to the following equation:

% Edema = 100 x (Average weight of left
paws - average weight of right paws) + Average
weight of left paws.

The percentage reduction of edema in the
treated mice relative to the control was
calculated according to the following equation:

% Reduction of edema= 100 % (% Edema
control - % Edema test) + % Edema control.

2.4.4. Antimicrobial activity
2.4.4.1. Microbial strains

Nine stains were used, including five Gram-
positive bacteria: Staphylococcus Aureus ATCC
6538/P, Staphylococcus Epidermidis ATCC
12228, Enterobacter Faecalis, Bacillus Subtilis
ATCC 6633 and Sarcina Lutea, two Gram-
negative bacteria: Escherichia Coli ATCC
11105 and Pseudomonas Aeruginosa ATCC
27853 and two yeasts: Candida Albicans ATCC
10231 and Saccharomyces Cerevisiae ATCC
2601.
The microbial strains belonged to the American
Type  Culture Collection, except for
Enterobacter Faecalis, and were supplied from
Frantz Fanon Hospital in Blida, Algeria and
Pastor Institution in Algiers, Algeria.
2.4.4.2. Agar disk diffusion method

The antimicrobial activity was determined
using the disk diffusion method (National
Committee for Clinical Laboratory Standards,
1997).The test was performed using the Soja
Agar medium for bacterial germs and Sabouraud
medium for fungal germs. The microbial
suspensions were adjusted to 10° CFU/ml
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(Colony Forming Units) in a sterile saline
solution and were streaked over the surface of
the plates using a sterile cotton swab in order to
get a uniform microbial growth on the test
plates. Sterile filter paper disks (6 mm in
diameter) were then permeated with (10 uL) of
essential oil. Plates were incubated at 37°C for
24h. Penicillin G, Oxalin and Amoxypen (200
mg/mL) were used as standard antibiotics. The
antimicrobial activity was evaluated by
measuring the diameter of inhibition in mm
(diameter of the disc included). Assays were
performed in triplicate.

2.5. Statistical analysis

Collected data are expressed as mean =+
standard deviation. All tests were performed
using IBM SPSS v 23. The comparison between
chemical compositions was performed using a
multivariate analysis of variance, sustained by a
Tukey post hoc test, if significant. The study of
biological activity was established by the
ANOVA or Kruskal Wallis tests, sustained by
Tukey or Mann Whitney U tests, if significant.
Differences are considered as significant when
(p<0.05), highly significant when (p<0.01) or
strongly significant when (p<0.001).

3. Results and discussions
3.1. Yields and chemical composition of
essential oils

The extraction of the aerial parts of P.
Scoparius produced yellow essential oils
ranging in yield from 0.20% to 0.53% (w/w) as
a function of the extraction method (Table 1).
The results showed that the extraction method
had a significant influence on essential oil yields
of P. Scoparius (p <0.05). The extraction by HD
provided the highest yield (0.53%, 4h)
compared to that obtained by SD (0.33 %, 4h),
however the lowest yield was obtained using
MAE (0.20 %, 0.5h). The results obtained
agreed with those reported by several authors
(0.25-0.99 %) (Vérit¢ and Nacer, 2003; Lograda
et al., 2013; Hammoudi et al., 2015; Ksouri et
al., 2017; Malti et al, 2018, Attia et al., 2011).
However higher oil yields were obtained from
some different Algerian Saharan regions in
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others studies (1.0-2.8%) (Gourine et al., 2011;

Lograda et al., 2013).

Table 1. Variability in the chemical composition of P. Scoparius essential oil obtained by

different methods

No. Compounds? RIP RI¢ HD MAE SD
1 a-Thujene 914 930 1.94 - 0.49
2 a-Pinene 925 939 10.84 0.48 3.28
3 Camphene 937 953 0.16 - tr
4 Sabinene 967 976 0,88 tr 0.26
5 f-Pinene 971 979 2.63 0.27 1.19
6 S-Myrcene 989 990 0.38 - 0.14
7 I-Phellandrene 1003 1005 0.39 tr 0.18
8 A-3-Carene 1009 1011 1.08 tr 0.80
9 a-Terpinene 1015 1017 0.28 tr 0.25
10 p-Cymene 1025 1024 4.89 1.57 4.02
11 Limonene 1028 1029 3.16 0.77 1.73
12 S-OcimeneZ 1039 1040 2.70 0.32 1.00
13 S-OcimeneE 1047 1050 0.27 - tr
14 y- Terpinene 1057 1059 0.56 0.18 0.60
15 Cissabinene hydrate 1064 1068 0.11 tr tr
16 a-Terpinolene 1085 1088 0.24 0.19 0.38
17 Transsabinene 1095 1097 0.22 - 0.13

hydrate
18 S-Thujone 1113 1114 0.16 - 0.30
19 a-Campholenal 1117 1125 - 0.65 -
20 Terpinene-1-ol 1118 - 0.15 - -
21 a-Comphoaldehyde 1123 - 0.37 - 0.53
22 Pinocarveol (trans) 1135 1139 0.69 0.92 0.57
23 Cis Verbenol 1138 1140 0.11 0.49 -
24 Trans Verbenol 1142 1144 - - 0.27
25 Penthylbenzene 1154 1156 0.14 - 0.27
26 Pinocarvone 1160 1162 0.55 0.52 0.30
27 4-Terpineol 1176 1177 1.04 1.10 1.36
28 Crypton 1179 - - 0.22 0.26
29 Cymen-8-ol-para 1183 1183 0.30 0.37 0.44
30 a-Terpineol 1189 1189 0.18 - 0.29
31 (-)Myrtenal 1194 1193 0.44 0.37 0.24
32 Myrtenol 1200 1200 0.48 0.36 0.25
33 o-Phellandrene 1204 - - 0.67 0.70

epoxide
34 I-Verbenone 1206 1205 0.21 0.32 0.34
35 TransCarveol 1218 1216 0.30 0.56 0.41
36 Propanal,2-methyl-3- 1238 - - - 0.41

phenyl
37 I-Carvone 1241 1242 0.13 0.24 0.15
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38 Carvotanacetone 1245 1247 tr 0.14 0.12
39 Phellandral 1273 1271 0.10 - 0.20
40 Safranal 1280 - - 0.68 -
41 p-Cymen-7-ol 1287 1290 tr 0.18 0.22
42 Thymol 1289 1290 - - 0.15
43 Carvacrol 1300 1299 0.30 0.61 0.73
44 a-Copaene 1370 1376 0.11 0.18 0.22
45 Methyleugenol 1400 1401 0.25 0.61 0.37
46 f-Selinene 1481 1485 0.21 0.11 0.22
47 Myristicin 1523 1520 4.21 9.35 7.15
48 a-Calacorene 1533 1545 tr 0.11 0.18
49 S-Calacorene 1549 - 0.39 - -
50 Elémicine 1556 1554 0.14 0.33 0.28
51 1,5-epoxysalvial-4 1560 - 0.62 0.60 0.66
(14) ene
52 Spathulenol 1575 1576 4.27 5.23 4.23
53 Salvia-4 (14)-en-1- 1586 - 0.44 0.76 0.71
one
54 Caryophyllene oxide 1600 1581 0.57 - 0.24
55 Dillapiol 1612 1622 16.38 37.21 31.95
56 Isospathulenol 1634 - 0.52 0.18 0.22
57 fS-eudesmol 1645 1649 9.19 7.10 7.70
58 ButylidenephtalideZ 1668 1672 7.15 1.23 6.65
59 Butylidenephtalide £ 1700 1718 1.86 2.72 2.20
60 3-N-Butyl phtalide 1724 1739 4.46 3.50 2.86
61 Butylidenedihydro- 1777 - 0.33 - 0.14
phtalide
62 Hexahydrofarnesyl 1848 - - 0.32 -
acetone
63 Acidepalmitique 1947 - 0.21 0.73 tr
Yield 0.53 0.20 0.33
Monoterpene Hydrocarbons 30.16 3.59 13.94
Oxygenated Monoterpenes 6.22 8.59 9.02
Sesquiterpene Hydrocarbons 5.17 10.36 8.14
Oxygenated Sesquiterpenes 32.13 5141 45.99
Phtalides 13.8 7.45 11.85
Others 0.21 1.05 tr
Total 87.69 82.45 88.94

 Compounds listed according to their elution order on apolar HPSMS ™ capillary,”Retention Indices on apolar
column (HP5SMS), © Retention indices of literature on apolar column reported by Adams (2007), tr: trace (<0.1%),
—: Not detected, all components were identified by comparison of their retention indices with those of
published data (Adams, 2007) and mass spectra with literature data, the MS library (NIST and Wiley 7N library)

GC and GC-MS analyses resulted in the
identification of  sixty-three = compounds
representing  (82.45-88.94%) of the total
composition of the essential oils. As shown in
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(Table 1), a noteworthy qualitative similarity
was observed, but with differences in the
abundance of major compounds. The
oxygenated sesquiterpenes were found to be the
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main chemical group in all samples (32.13-
51.41%). The second most frequently identified
chemical class in the hydrodistillated sample
was monoterpene hydrocarbons (30.16%). This
fraction was present in much lower amounts in
the samples obtained by SD and MAE (13.94
and 3.59%, respectively). The oxygenated
monoterpene compounds were present in lower
amounts in all samples (<10%). Among the
three extractive processes, an important
observation revealed that MAE isolated the
highest relative amount of oxygenated
sesquiterpenes (51.41%), as compared to SD
with (45.99%) and HD with (32.13%). This
result, which indicates that oils isolated by
Microwave-assisted ~ hydrodistillation  are
characterized by a higher content of oxygenated
compounds, was previously reported on
essential oils of three different species (Ocimum
basilicum L., Mentha crispa L. and Thymus
vulgaris L.) (Lucchesi et al., 2004). The same
finding was obtained on Rosmarinus officinalis
L. essential oils by (Elyemni et al, 2019;
Karakayat et al, 2014; Okoh et al, 2010;
Moradi et al., 2018).This may be due to an
increase in hydrothermal effects in HD,
compared to MAE which uses a lower quantity
of water, that is rapidly heated [20,
30].Conversely, Lo Presti, M.et al. reported in
their study on the same species (Rosmarinus
officinalis L.) that the essential oils produced by
MAE and HD were characterized by very
similar chemical profiles (Lo Presti et al., 2005).
Alternatively, a different result was previously
published, where the amount of the oxygenated
compounds was higher in the hydrodistillated
essential oil compared with the oil isolated by
microwave distillation from dried Cuminum
cyminum L., and Zanthoxylum bungeanum
Maxim (Wang et al., 2006). This contradiction
in results is probably due to the fact that the
amount of oxygenated compounds in essential
oil is not dependent only on extraction methods,
but also on many other factors including: species
used, plant maturity, plant part used and harvest
site (Mohammedi et al., 2015; Mohammedi et
al., 2019).
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The major compounds identified in the three
essential oils were Dillapiol, p-eudesmol,
Myristicin, a-Pinene and Butylidene phtalide Z,
but with significant differences in their
proportions depending on the extraction method
used. Dillapiol, the major compound in all
samples, was present at (37.21%) and (31.95%),
respectively, for MAE and SD, but only at
(16.38%) for HD. In the same way, Myristicin,
the second compound in MAE oil (9.35%),
amounted to (7.15%) and (4.21%) in the SD and
HD samples, respectively. The hydrodistillated
oil contained the highest amount of a-Pinene
(10.84%), which is present in much lower
amount in the other oils obtained by SD and
MAE (3.28% and 0.48%, respectively). Both
samples extracted by HD and SD contained
important amounts of Butylidene phtalide Z
(7.15% and 6.65%, respectively) and p-cymene
(4.89% and 4.02%, respectively).These
compounds account for only (1.23-1.57%) in the
oil obtained by MAE. Other major compounds
were determined with equivalent amounts in the
oils extracted by HD, SD and MAE such as f3-
eudesmol  (9.19%, 7.70% and 7.10%,
respectively), Spathulenol (4.27%, 4.23% and
5.23%, respectively) and 3-N-Butyl phtalide
(4.46%, 2.86% and 3.50%, respectively). To the
best of our knowledge, 3-N-Butyl phtalide has
never been identified in P. Scoparius essential
oils.

The multivariate analysis of variance
showed a strong significant effect of methods on
major essential oil compounds.
(p<0.001).Extraction method variation indicates
a significant effect on: Dillapiol (p<0.001); a-
Pinene (p<0.001); Butylidene phtalide Z
(p<0.001); P-Ocimene Z (p<0.001); B-Pinene
(p<0.001); a-Thujene (p<0.001); Myristicin
(p<0.001); Limonene (p<0.001); p-Cymene
(p<0.001); 3-N-Butyl phtalide (p<0.001); B-
eudesmol (p<0.001); Spathulenol (p<0.001); A-
3-carene (p<0.001); Butylidene phtalide E
(p<0.001); 4-terpineol (p=0.002). The mean
comparison between major compounds was
assessed to choose the best extraction method
for each Substance. Results show a considerable
difference  between methods for most
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compounds, except for 4-terpineol, for which results indicate no difference in SD vs HD
results indicate no difference in SD vs MAE (p=0.887).
(p=0.074), as well as Spathulenol, for which

Table 2. Major compounds of P. Scoparius essential oils from different origins previously reported.

Country / Main constituents (%)
Region e = o
S 0 = =X -
o| & e 5 g S g 2 &
Q1 Q o = @ o = 8
@ = g o — < o 0
= | & 5 g == = g
3 N — = [ o o
OumEl | S 34 - - - - Apiol (15.0)
Bouaghi | d 11 - - - - Apiol (52.8); o
Bornyl acetate %
(21%). %
S
Ghardaia | S 6.8 - 9.8 7.2 - Germacrene D
(12.7);

a-Phellandrene
(7.1); Methyl
eugenol (5.9).
d 8.2 - 11.2 11.1 - Caryophyllene
oxide (12.2); p-
Cymene (7.5);
Thymol (5.9).

Vérité and Nacer, 2003 | Vernin et

M’sila F 17.4 7.5 - 24.1 - a-Phellandrene 5 —
(15.6). = o
® 5 N
£ &3
=1
<| Ghardaia | P 4.4- - 32.7- < <23.0 | o-Phellandrene (<
11.2 66.5 31.1 6.4); Germacrene D | =
(£6.3). S
Djelfa | P | 23.7- - 1.0-7.8 | < | <473 | Bomylacetate (< | 3
27.0 18.2 9.6); Y
p-Cymene (2-6.7); | &
B-Pinene (<5.3). | §
Laghouat | P | 35.1- - 7.0- - 9.9- | Bornyl acetate (3.0- S
35.8 30.0 25.7 | 9.5); p-Pinene (5.2).
M’sila P 16.4 14.8 - - - Caryophyllene n
oxide (9.7); a- §
Farnesene (7.7); %
a-Terpinene (5.8). | S
Batna P| 233 18.6 - - - a-Terpinene (7.7); | o
S-Ocimene-E (7.6). 'g
Biskra P 8.3- 18.9- - 7.6 6.6- - &
134 | 248 16.8 =
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Tamenra | P 12.1 - -

-set

Bornyl acetate (32);
Epi-
Bicycle
sesquiphellandrene
(8.4); Eremophilene
(8.2);
y-Cadinéne (6.3).

Hammoudi et al.,
2015

Ghardaia | P - - -

12.1 -

7-Methoxy-3-
methyl-1-H-
isichromen-1-one
(10.6); Methyl
propene (9.9).

Belkacemi
etal., 2015

Souk P
Ahras

16.3-
26.5

23.6- -
344

p-Cymene (8.6-
10.1);
Terpinen-4-ol (4.1 -
9.7); a-Thujene
(5.3-5.7);
[-Pinene (<5.5).

al., 2016

Chikhoune et

Tamenra | P - - 46.9

S -set

1.8-Cineol (7.6).

Ksouri et
al., 2017

Batna P| <112 <10.5 <224

6-
Methoxyelemicine
(£58.2).

Biskra P 7.2-

. 19.9- -
11.2

28.0

Elemicine (< 29.1).

Bechar 324 19.1

6-
Methoxyelemicine
(27.4).

Ghardaia | P 2.8-

. <313
17.1

9.2-
26.7

- 6-

6 Methoxyelemicine
(£29.4); a-
Phellandrene (<
15.4); p-
Phellandrene (<
7.9); p-Pinene (<
7.1).

Malti et al., 2018

Tunisia P 32.0 17.2 -

A-3-Carene (16.9);
a-Thujene (13.7);
Ocimene (9.8).

Attia et
al., 2011

P: Aerial parts; S: Stems; F: Flowers; d: seeds; n.r: not reported.

Previous research on the chemical
composition of P. Scoparius essential oils
obtained by HD and SD from different origins is
summarized in (Table 2). It is noted that no
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study on the essential oil of P. Scoparius as a
function of extraction method has been
performed to-date. As mentioned above, a
significant  qualitative =~ and  quantitative
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difference in the chemical compositions was
observed. As shown in (Table 2), most samples,
whether from Tunisia or from different Algerian
regions (M’sila, Batna, Beskra and Souk Ahras)
were characterized by a high amount a-Pinene
(8.3-35.8%) and Sabinene (14.8-34.4 %)
(Lograda et al., 2013; Chikhoune et al., 2016;
Attia et al., 2011). Otherwise, essential oils
obtained from seeds and stems essential oils
from Oum EI Bouaghi were dominated by apiol
(52.8% and 15%, respectively) and a-pinene
(11% and 34%, respectively). Bornyl acetate
was present with large amount only in the seeds
0il (21%) (Vernin et al., 1999). Limonene (32.7-
66.5%), Myristicin (up to 31.1%), dillapiol (up
to 23%) and o-pinene (4.4-11.2%) were the
main compounds of the aerial part essential oil
from Ghardaia (Gourine et al, 2011), while,
Germacrene D (12.7%) was the major
compound of the stems oil and Caryophyllene
oxide (12.2%) the major compound of the seeds
from same region (Ghardaia). These two
samples were also characterized by similar
amounts of limonene, myristicin and a-pinene
(6.8-9.8% and 8.2-11.2%, respectively for stems
and seeds oils) (Vérit¢ and Nacer, 2003).
Samples from Djelfa and Laghouat showed
similar chemical profiles, dominated by a-
pinene (23.7-35.8%), dillapiol (9.9-47.3%),
Limonene (up to 30.0%), bornyl acetate (3.0-
9.6%) and B-Pinene (up to 5.3%). However,
myristicin was present in high amounts only in
the oil obtained from Djelfa (up to 18.2%)
(Gourine et al., 2011). Myristicin 24.1 % and a-
pinene (14.4 %) were also the primary
compounds in the flours oil from M’sila,
followed by a-Phellandrene (15.6 %) (Smaili et
al., 2011). The essential oils of P. Scoparius,
isolated from Batna, Bechar and Ghardaia,
contained the same dominant compounds: 6-
Methoxyelemicine (0.0-59.6%), sabinene (0.8—
55.6%), limonene (0.3—44.0%), myristicin (0.0—
32.4%) and oa-pinene (0.7 —31.0%). Dillapiol
was found as a principal compound only in the
oil from Batna (up to 16.8%) (Malti et al., 2018).
6-methoxyelemicine was identified neither in
our work, nor in other reports. In the same study,
the samples coming from Biskra were
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dominated by sabinene (19.9-28.0%), elemicine
(up to 29.1%) and myristicin (up to 20.1%),
while dillapiol and a-pinene were also present
with appreciable percentages (1.4-18% and 7.2-
11.2%, respectively) (Malti et al., 2018).
Limonene (46.9%) was the predominant
compound in the sample from Tamenrasset,
followed by 1.8-Cineol (7.6) (Ksouri et al.,
2017). In contrast, o-pinene (12.1%), Epi-

Bicyclosesqui phellandrene (8.4%),
Eremophilene (8.2%) and y-Cadinene (6.3%)
were the main components of the

hydrodistillated oil from the same region
(Tamenrasset) (Hammoudi et al., 2015).
Furthermore, 7-Methoxy-3-methyl-1-H-
isichromen-1-one and methyl propene were
identified, along with myristicin, in appreciable
amounts only in the oil obtained by SD from
Ghardaia  (10.6%, 9.9% and 12.1%,
respectively) (Chikhoune et al., 2016).

3.2. Acute Toxicity Test

The oral administration of P. Scoparius
essential oils in doses of 2000 mg/kg (limited
dose) did not cause any mortality in treated mice
for 14 days following the oral administration.
According to Hodge and Sterner scale (Hodge,
1943), P. Scoparius essential oil can be
classified as non-toxic.

3.3. Anti-inflammatory activity

In the present investigation, the anti-
inflammatory activity of Diclofenac and P.
Scoparius essential oils extracted by HD, MAE
and SD was determined based on the
carrageenan induced edema test. The results
obtained are expressed in triplicate in (Table 3).

Our results showed that all the studied
samples exhibited anti-inflammatory activity in
a dose-dependent manner. In fact, the
concentration had a significant effect on the
extraction methods (p<0.05) with the exception
of MAE (p = 0.308). The groups treated with
essential oils at a dose of 50 mg / kg showed the
lowest inhibition percentages of carrageenan-
induced edema (25.31 + 0.85-40.64 + 2.36%)
compared to the groups treated with doses of
100 mg / kg (27.75 + 0.53-44.36 = 2.30 %).
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Table 3. Effects of P. Scoparius essential oils and Diclofenac on carrageenan-induced
hind paw edema in mice

Doses (mg/kg) Inhibition (%)

HD MAE SD Diclofenac
50 25.31+0.85%¢ 40.644+2.36%4 | 31.37+3.38™8 | 42.69+3.04% €
100 27.754+0.53% B 44.36+2.30%4 | 33.76+4.33%B | 63.32+1.83%B
150 55.68+1.30>4 48.1542.82%4 | 51.09+3.684 | 69.01+1.00% 4

Values are averages =+ standard deviation of triplicate analysis.
Data in the same column having different capital letters are significantly different (P < 0.05) among different

concentrations.

Data in the same row having different lower-case letters are significantly different (P < 0.05) among different

essential oil extraction method.

Results are ranked in ascending order; a>b>c; A>B>C.

The maximum activity was observed at 150
mg / kg for all samples (48.15 + 2.82-55.68 +
1.30%). The percentage of inhibition of
Diclofenac (50, 100 and 150 mg / kg), taken as
a standard drug, also increased from (42.69 +
3.04%) to (69.01 = 1.00%), with increasing
dose. At a dose of 50 mg / kg, HD was less
effective than the sample obtained by SD (25.31
+ 0.85 vs 31.37 + 3.38%). However, using
MAE, the essential oil showed the highest
inhibition percentage (40.64 + 2.36%). The last
value was comparable to that obtained with
Diclofenac (42.69 + 3.04%) and had no
significant difference with the standard drug (p
= 0.743). The same order was observed using
samples at a dose of 100 mg / kg (27.75 + 0.53,
33.76 + 4.33% and 44.36 + 2.30%, respectively
for HD, SD and MAE). The results showed that
the anti-inflammatory activity of HD vs SD at
the dose of 100 mg / kg has no significant
difference (p =0.667). The same is true for MEA
and Diclofenac (p = 0.099). In contrast, at a dose
of 150 mg / kg, the maximum activity was
obtained in HD (55.68 + 1.30%) and presented
no significantly difference from SD (p=0.147).

Based on these results, it can be asserted that

P.  Scoparius essential oils have anti-
inflammatory  activity, with  significant
difference depending on the method of
extraction used. This important anti-

inflammatory activity of P. Scoparius essential
oils can be attributed to their content of dillapiol,
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B-eudesmol, myristicin, Butylidene phtalide Z
and o-Pinene. These results validate the use of
P. Scoparius as an anti-inflammatory in
traditional Algerian medicine.

3.4. Antibacterial assays

The antimicrobial activity of essential oils
was determined against seven bacteria strains
and two yeasts using the disk diffusion method.
This activity is estimated based on the diameter
of inhibition zones. Results are presented in
(Table 4) for different extraction methods.

Our data showed that P. Scoparius essential
oils generally possessed a weak to moderate
activity against yeasts (inhibition zone from
7.140.1 to 13.6£0.4 mm) as well as gram-
positive bacteria (inhibition zone from 8.2+0.1
to 21.8+0.3 mm).

S. lutea was the most affected by P.
Scoparius essential oils; the oil extracted by HD
showed the largest zone of inhibition (inhibition
zone = 21.840.3 mm) as compared to those
obtained by MAE (inhibition zone = 19.8+0.7
mm) and by SD (inhibition zone = 14.7+0.6
mm). Similarly, the tested oils exhibited weak
activity against S. aureus (inhibition zone:
8.2+0.1-11.0£0.1 mm) and B. subtilus
(inhibition zone: 9.14+0.6-11.2+0.2 mm), while
S. epidermidis was more affected by the oils
obtained by HD and SD (inhibition zone = 12.7
mm). Dillapiol had no effect against S. aureus
(Ferreira et al, 2016). In another study;
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Dillapiol had no effect against gram-negative
bacteria and weak effect against gram-positive
bacteria (Eftekhar er al., 2014). This limited
effect of P. Scoparius essential oils against S.
aureus could be due to their high content of
dillapiol.

These results were previously reported by
Ksouri, A. et al. on B. bastilus (inhibition zone

8.3+t1.1 mm) while S. aureus was more
resistant to P. scoparius essential oil (inhibition
zone = 20.0+3.0 mm) (Ksouri et al., 2017).
Kiram, A. et al. who worked on P. scoparius
from Biskra (Southeast Algeria) reported
stronger oil activity against the same bacterial
strain, S. aureus [Kiram et al., 2013).

Table 4. Antimicrobial activity of P. Scoparius of essential oils used three different methods extractions.

Microorga Inhibition zone (mm)
nisms Essential oil Standard antibiotics
HD MAE SD Penicillin | Oxalin | Amoxypen
G

Gram- positive bacteria
S. aureus 8.2+0.15F 8.2+0.15P 11.1+0.1%8 40 40.6 38
S. epidermidis | 12.4+0.3%C | 10.4+0.2%C | 12.1+0.6>AB 14.6 21.8 17.6
S. lutea 21.840.3%A | 19.840.7%A | 14.7+0.6>" >45 >45 >45
B. subtilus 11.240.2*P | 9.1+0.6°P 9.540.15C 35 40 34
Gram-negative bacteria
E. faecalis - - 12 25 26
E. coli - - 31 16.9 40
P. aeruginosa - - - 17 19
Yeast
C. albicans 11.540.3>P | 11.3+0.2°8 | 13.440.234 - - -
S. cerevisiae 13.6+£0.4%C | 7.1£0.1*F | 12.0+0.1*A - - -

Values are averages + standard deviation of triplicate analysis, zone of inhibition in mm =+ standard deviation
beyond well diameter (6 mm), data in the same column having different capital letters are significantly different
(P <0.05) among different microorganisms, data in the same row having different lower case letters are
significantly different (P < 0.05) among different essential oil extraction method, results are ranked in ascending

order; a>b; A>B>C>D>E>F, -: not action

Alternatively, P. scoparius essential oils
showed no activity (inhibition zone = 0 mm)
against gram-negative bacteria E. faecalis, E.
coli and P. aeruginosa. Unlike gram-positive
bacteria, it is known that gram-negative bacteria
have a very high resistance to essential oils due
to their wall made up of a second external barrier
(Okoh et al., 2010; Dhouioui et al., 2016). The
same results were obtained by other authors who
reported that P. Scoparius essential oils
generally showed limited activity against P.
aeruginosa, E coli and E. faecalis (Ksouri et al.,
2017; Ferreira et al., 2017).

Our findings displayed a strong significant
difference against S. aureus and S. cerevisiae
between MEA and SD (p<0.001), and no
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significant difference between HD and MEA
against strains (p>0.05), except for B. subtilus
and S. cerevisiae. The comparison of HD vs SD
showed that the extraction method influenced
the antimicrobial activity except for .
epidermidis and S. cerevisiae (p <0.05).This
could be due to the high content of hydrocarbon
monoterpene since the antimicrobial activity of
the essential oil could be linked to the presence
of a-pinene (Bourkhiss ef al., 2007; Abi-ayada
et al, 2011; Amarti et al., 2011)); although
minor molecules can also produce antibacterial
activity, contributing to the activity of essential
oils (Okoh et al., 2010).
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4. Conclusions

The effects of extraction methods on P.
Scoparius essential oil compositions and their
anti-inflammatory and antimicrobial activities
are investigated here for the first time. The
chemical compositions of the essential oils
obtained are qualitatively similar, but with
significant differences in the abundance of
major compounds. P. Scoparius essential oils
are non-toxic and exhibit important anti-
inflammatory activity and weak antibacterial
activity. The extraction method significantly
affected the anti-inflammatory and antibacterial
activities. It is very important to continue this
research and find a correlation between the
extraction techniques and their effects on the
chemical composition and biological activities.
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