) Al jRagal) 4 50 Jad) 4y ggeand)
République Algérienne Démocratique et Populaire

alal) Gl g Mall adeil) 3515 9

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

a0 93 -5 A 51 danal dnala
Université M’hamed Bougara de Boumerdes
Faculté des Sciences
Département de Biologie
Mémoire de fin d’études
En vue de ’obtention du diplome de Master en Biologie
Domaine : Science de la Nature et de la Vie
Filiére : Sciences Biologiques

Spécialité : Biochimie Appliquée

Théme

Evaluation de quelques activités biologiques
des huiles essentielles d’une plante meédicinale

\

Présenté par :
M®* BOUANANE Naima M GAMGANI Souad

Soutenu le 29 Juin 2017 devant le jury composé de :

M™ OUKALA.N M.AB (FS/UMBB) Présidente
M™ DAHAK.K M.C.A (FS/UMBB) Examinatrice
M" BOUDJEMA.K M.C.B (FS/UMBB) Promoteur
M™ FAZOUANE.F Professeur (FS/UMBB) Co-promotrice

Année universitaire 2016/2017




Remerciements

Au terme de ce modeste travail, nous tenons a remercier en premier lieu, Dieu
tout Puissant de nous avoir donné la force et le courage a fin de réaliser cette
étude.

Nos vifs remerciements vont en particulier a M BOUDJEMA.K de nous avoir
proposé ce sujet et de diriger notre travail par ses précieux conseils et
encouragements.

Nous exprimons nos respectueuses reconnaissances a M FAZOUANE.F pour
Ses aides techniques et ses orientations.

Nos sinceres remerciements vont aussi aux membres de jury pour I’honneur
qu’ils auront fait en acceptant de juger ce travail;

A M™ OUKALA.N d’avoir accepté de présider ce jury et & M™ DAHAK.K, qui
a consacré leur temps pour [’examination de ce travail.

Que M™ LAOUFLR, trouve ici l'expression de nos profondes gratitudes pour
avoir facilité notre tdche.

Nous adressons nos sinceres remerciements a toutes les techniciennes des
laboratoires pédagogiques M®™ Kamilia, M®™ Dalila et M®™ Safia, pour leurs
orientations et leurs innombrables services.

Nos exprimons nos sinceres gratitudes a M BEN AYAD.T directeur de
laboratoire centrale de la police scientifique, pour le service qu’il nous a rendu.
Nous tenons tout particulierement a remercier [’équipe du laboratoire de
biochimie appliquée pour leurs encouragements et orientations, ainsi que tous
les enseignants de Département de Biologie qui ont contribué a notre formation
universitaire.

C’est avec un réel plaisir que nous adressons nos sincéres reconnaissances et
nos profondes gratitudes a tous ceux qui nous ont aidés de pres ou de loin pour

réaliser cette étude.




DEDICACES

Je dédie ce modeste travail

A mes tres chers parents, mes freres, ma sceur, mes oncles, mon cher cousin et
ma cheére copine qui m’ont donné

la tendresse et le courage pour que je réussisse ;

N

A tous mes amis et collégues

M GAMGANLS




DEDICACES

Je dédie ce modeste travail

A mes tres chers parents, mes freres, mes tantes et mes oncles qui m’ont

donné la tendresse et le courage pour que je réussisse ;

A tous mes amis et collegues

M BOUANANE.N




Table de matiere

Liste des tableaux
Liste des figures
Liste des abréviations

TIEOAUCTION <. e e et e e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e aaaeeeenennas 1

Partie I : Syntheése bibliographique

Chapitre I : Matiére végétale

L.1-Présentation de 1I"€SPECE CUMIEE veerrerereereersesessssesesseseassesssessssssesasnsssssessssnsssssessssesssssnssssness 3

I.1.1- Nomenclature de plante.........c...ceviiuiiiiniiiiiiiiiiiiiiiii e 3
L.1.2- SYSEEMALIQUE ...ceeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeereereeeeeeeeeeeees 3
[.1.3- Culture et répartition ZEOZraphiqUe ........ceeuviuniiniiririniiiiieeirieeii et eeeeneennenes 3
[.1.4- Description DOTANIQUE ......c.uveuneenriuniinrinetieiueitenete e et ea et eretaeeaeseneraeeneennsenes 4
I.1.5- Utilisations traditionnelles de 1a plante...........ceeveuiiniiiiiiiiiiiiiniiiriireiree e eeeene. 5

Chapitre II : Métabolites secondaires

L1 1= DIEFINIEION c.vtvvvvveeeeeeeeeeeeeiittraeeeeeeeeeeeeeeetssreeeeeeeeeeeeeeiassssesseeeeeeeeeasssssseaeeeeeeeeeaans 6
| 5 (o ] [N 6
I1.3- ClaSSIHICATION .eeeeeeeeieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeees 6
I1.3.1- 1S AlCALOTARS .vvvvrreeeeeeeeeeiiiireeeeeeeeeeeeeitarrreeeeeeeeeeeseassaseeeeeeeeeeeeannssssaeaeeeeeeesaans 6
I1.3.1.1- DEFINION ..cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereereeeeeereeeeees 6
TL.3.1.2- SEIUCHULE ©vuuuneeeeeeeeiietiiiieeeeeeeeeeettatt e eeeeeeeeeeeessssnnnaaeeeassesssssnnnnaseeeaesssssssnnnnnns 7
T1.3.1.3- LOCAISATION «..eeeeeervviiiiieeeeeeeeeeeeetiteeeeeeeeeeesessstsaaeeeeeeessessssnnnnaeeeeeeessssssrnnnnnns 7
T1.3.1.4- ClasSifiCAtION .....eeeevviiiiiieeeeeeeeeeeiiitcieeeeeeeeeeeeeasateaeeeeeeeesessssnanaaeeeeeeessssssnnnnnns 7
I1.3.1.5- ROIE €t PIOPIIBLES..ceeiiieeeieiieeeeieeeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseesesereeeeens 7
I1.3.2- Les compos€s PhenOoliqUES.......ccuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 8
I1.3.2.1- DEFINITION ...ceeeeeeiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeereereessrerereeees 8
I1.3.2.2- Structure chimique et classifiCation .........c.eeuiiuiiiniiiiiiiiiiiieiie e eeaene. 8

Chapitre III : Les huiles essentielles

TIL 1= HASTOTIQUE . .eeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeessseeassssesesesssreeseereeseeeeens 13



TTL. 2= DIEEINIEION ¢ eeene et e et et e et e eee e e e et e e eeeaeeaneenastaeeeanesannsennestnsenneenneseneennesennns 13

I11.3- Répartition et I0CAlISAtION .........ceeeeeeieeieieeeieieeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 13
II1.4- Propriétés phySiCO-ChIMIQUES .........ceevvieiieeeieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 14
|11 BT o) (PPN PPPRRPPPPI 15
IIL.6- CompOoSItion CHIMIQUE.........cceeeeieeieeieeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeees 15
II1.6.1-Les cCOMPOSES tEIPENIQUES ..evueernrrnrennrrneenrinrenetieenreneenrtneenreneeneseneesesensensennens 15
II1.6.1.1-1eS MONOLEIPRIIES ¢eeeeeeeeeeerrrrrreeeeeeeesanannrrrereeeeeeesssssssnsrsreeeeessesssnnsnsssseeeeeees 16
II1.6.1.2-1S SESQUILETPRIES ...ceeeeerrrrrrrrreeeeeeeeeeeirsrrreeeeeeeeeeeeesissssreesseeeeeseemsinssssseseeens 16
II1.6.2-Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane...........ccceevevviniinniinninnnannen. 17
II1.6.3-Les composés d’Origines dIVEIES cuueuuerueeunirnreuerieenrineeneeeeueeeenereeeneeenseneseneees 17

II1.7-Les facteurs influencant de la variabilité de la composition chimiques des huiles

ESSEIEIEIIES 1eerireeeiuiiiirieeeeeeeeeeeieietrtreeeeeeeeeaseattrateeeeeeeeeessssnsssssreeeeeseeessnnsssssnaeaeaaaeanns 18
TIL.8- BIOSYNNESE .eeeeieieeieieeieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesseeeeeeeeeeseeseeseseeens 19
|00 BT Y T T 1 g0 5 1) U L= S 19
I11.8.2- Voie des phenyl-propanoides.............cc.ceeeverieveuieereueerereeeseeeeseseeeeseeeseseesesesesesesenens 19
II1.9- Toxicité des huiles eSSENtEIIES ...evvrrriiriiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e 20
II1.10- Procedes d’€XIrACtION ..eeeuuvvrvrrreeeeeeeeeeeeiiirrereeeeeeeesesesassrsseeeeeeeeeesssnnnssssseeeeens 20
IL10.1-HydrodiStillation ......cceeieeeeeieiieeeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 21
I11.10.2- Entrainement & 1a VAPEUT d’€aU.........cceecuvrrrrieeeeeeeeeeeeiiirrreeeeeeeeeeeeeennsnneeeeeeess 21
L 10.3-HydrodiffuSiOn .....ccceeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeees 21
I 10.4- AUreS METNOES. c.eeeiieeeeiieiiiieeeeeeeeeresiiirtrreeeeeeeeessasnnrrereeeeeeeeesssssssssseeeeeeens 21
II1.10.4.1-EXtraction Par SOIVANL............ceeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeees 21
I11.10.4.2-Extraction par micro-onde SOU VIAE .........cceeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 22
I11.10.4.3-Extraction par CO2 SUPET-CIILIQUE ....uvvvvvvrrrrrereeeeereeeiirrrreeeeeeeeeeseesnnnssseeeeeeens 22
II1.11-Méthodes d’identifiCation...........eeeeeeeeeereeiiiiirieeeeeeeeeeeeinrrrreeeeeeeeeeeeeennnrreeeeeaeas 22
II1.11.1- Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) ........ccevvveeeeeiieeieieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 22

III.11.2- Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse/Spectrométrie de Masse (CPG/SM)



Chapitre I'V: Les activités biologiques

IV.1- ACtivité antimiCTODIENNE. ......ceeevereeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeees 24
| AV B B D S5 i3 T 1) TR 24
IV.1.2- Principales substances antibaCtéri€NNEs ..............ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeess 24
TV.1.2.1- LeS antiDIOTIQUES ...eeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessseessesseseseeseeseeeeens 24
IV.1.2.2- Les huiles €SSENHELIES ......ceeveeiiiiiieiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
IV.1.3-Mode d’action des huiles essentielles sur les miCroorganismes .........cceeeeeeueeenennen. 24
IV.1.3.1- Mode d'action contre 1€S BACLEIIES ......eeeveeeerireeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 24
IV.1.3.2 Mode d’action contre le Champignon .............ccceveeeeieeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 25
IV.1.4 - Les méthodes d’évaluation de I’activité antimiCrobienne.........cccceveueenrennennennen. 25
IV.1.4.1 - Méthode de cONACt AITECT.......evvvrrueiieeeeeeeeerrriiiiieeeeeeeeeerrarriieeeeeeeeeereerrnnnnnns 26
IV.1.4.2- Méthode de diffusion SUr ElOSE ...cvuviuniinrinniiiiiiiiiniiieieeie et et e et eneeeneens 26
IV.1.4.3- Méthode de dilution sur milieu iquide.........cceuveuiiniiniriiiiiiiiiiiriieeieie e 26
IV.1.4.4- MACTO QMOSPRETE......ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e eee e e e e e e e e eeeeeeeeereeeeeeees 26
IV.2- ACtiVité aNtIOXYAANTE ....eeeeeeeeeieieeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeens 27
TV.2.1- DEFINITION c.ceeeieiiieiiiiiiieceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e eeeeeees 27
IV.2.2- Stress oxydatif et Tadicaux HDIES .......ccevvviiiiieiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
TV.2.3- Les aNtiOXYAANLS ..eeeeeieieieieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeessesssessssseeseseeens 28
) VAR08 T BB 1< i 52§ 15 () o AN 28
IV.2.3.2- Types d’antioXYAANES .....ceeeeeeeeeeeieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeees 28
IV.2.4-Mécanisme d’action des antioXYdants ...........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeess 30

Partie 11 : Partie expérimentale

Chapitre I : Matériel et méthodes

| I8 Y 17 3 1) DU U U 31
LI.1.1- Matériel non biolOZIQUE......cceeiiiiiieeeiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 31
L.1.2- Matériel DiOlOZIQUE........ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeees 31
I.1.2.1- Souches microbiennes et Milieux de CUItUTE .....eeeeeeeeeeeeeeriiiieeeeeeeeeeeeiiaerreeeeeens. 31
L.1.2.2- Matérie] VEZELAl...cceeeieiireiiiiiiiiieeeeeeeeesiiiieteeeeeeeeeeessianrtreeeeeeeeessssnnnnnsreeeaeeeas 32

Lo 2o IVIEEROAES ... oo e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaae e e e aaaeaaae e s aaesaneeneeannns 33



.2.1- Screening pPhytOChIMIQUE ....ceevvriiiieeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeees 34

1.2.2- Détermination de 1a tENEUT €N €AU ..........ceeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 36
1.2.3- Extraction des huiles esSentielles ........ccoeeuiririiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeiie et ee e 37
[.2.3.1- Extraction par hydrodistillation ...........cccveiuiiiiniiiiiiiiiiiniiin e, 37
1.2.3.2- Conservation des huiles €SSENHEllES...........ceevereeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 38
1.2.3.3- Détermination du reNdEmMENL..........cceereeeieiieeirieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 38

la Spectrométrie de Masse GC/MS ......ociiviiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeee e e e ee e e e e e e e e e e e eeeeeeees 39
1.2.5- Evaluation des activités biOlOZIQUES ..........ceeereeeeeeereeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 40
1.2.5.1- Etude de I’activité antioXydante .............cceeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 40
1.2.5.2- ACtivités antimiCTODIENNES ..........ccceereieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 42

I1- RESUILALS €1 AISCUSSION.....ceeieieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeees 48
I1.1- Screening phytOChIMIQUE ......cceeeveiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e 48
I1.2- Détermination de 1a tENEUT €N EAU........uvuuuneeeeeeerrrrrrrriiieeeeeeeerrrrrrrnneeeeeeeesesesssnnnnnns 51
I1.3- HUILES €SSENUELIES ....eeeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeees 51
I1.3.1- Propriétés OrganolePliqUeES......c.uveureunerueiunrinrenetieeneteenrteenertneenreneenstneensenens 51
I1.3.2- Rendement d’€XITACHION .uuuuueeeeeeeereririiieeeeeeeeereretssieeeeeeeesserrsnsnnaeeeseessssesssnnnnnns 52
I1.4- Analyse de la composition chimique de 1’huile essentielle par GC/ MS...................... 53
I1.5- Evaluation des activités biOlOZIQUES........cceeeurrrrrrreeeeeeeeeeeiiirrrreeeeeeeeeeeeennnsrreeeeeeess 56
I1.5.1- ACHVItE ANtOXYAANLE ...ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeees 56
I1.5.2- ACtiVité antiMiCTODIENNE «...uvvvvvrrreeeeeeeeeeiitrrrrreeeeeeeeeeeesisrrrrereeeeeeeeeesesnrrrereseeess 58
I1.5.2.1- ACtiVité antiDACLETIENNE ...vvveeeeeeerririiiieeeeeeeeerrrtriieeeeeeeeererrarrnaeeeeeeesssesrrnnnnnns 58
I1.5.2.2- ACtivité antifONZIQUE.........ceeviieieeiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e ee e e e e e e e e e e e eeeeeeees 60
Conclusion et PErSPECLIVES ..........oiuuiiiiiiiiiiiiiieiiieie et e et e re et eane et erneeanaenns 63

Références bibliographique
Annexes
Glossaire

Résumés






[ Liste des tableaux J

Tableau I: Les différents composés des métabolites Secondaires ............occeeevveeerveeenveennneenns 6
Tableau II: Principales classes des flavonoides ............ccooueiiiiiiiiiiiniiiiieiieeeeeceeeseeeeee 9
Tableau III: Caractéristiques générales des microorganismes UtiliSés..........coocueeevueernveennneen. 31
Tableau IV: Résultats de screening phytochimique de la plante S.calamintha ....................... 48

Tableau V: Résultats d’analyses chromatographiques (GC/MS) des fractions volatiles de
SeCALAMUENIAG ..ottt ettt e e e e et e e st e e e sbe e e sbeeessseeesbeeesseeensseeennseeas 53

Tableau VI: Activité antibactérienne de I’huile essentielle de S.calamintha et antibiogramme.

Tableau VII: Activité antifongique de 1’huile essentielle de S.calamintha et de Fongenal
(ANTCANAIAA) .ovviiiiiiiiiiiieeeeec et e e e e e et e e e e e eeeeabaaeeeeeeeessessssrareeeeeeeeeanaanes 61
Tableau VIII: Activité antifongique de I’huile essentielle de S.calamintha et de la nystatine

(AN 318 B 5 T0) B T 11 (<) F R SR 62



[ Liste des figures J

Figure 1 : Photo des parties aériennes de la plante Satureja calamintha.................................. 4
Figure 2 : Structure des flavonoides. .........coueiueiriiiiiiiiiiiieiieeeceeeeee e 9
Figure 3 : Structure de base des COUMATINES .........cueeeiureeeiiieeriiieenieeerieeesreeenreeeseveeeereeeaaeeas 11
Figure 4 : Glande sécrétrice avec cuticule dans la face inferieure de la feuille ...................... 14
Figure 5 : Formule développée de I'i1SOPIéne...........covvuieiiiiieniieiniiiiiieeieeeiee e 16
Figure 6 : Structure de quelques composés rencontrés dans les huiles essentielle. ................. 18
Figure 7 : Biosynthese des constituants chimiques des huiles essentielles...........c.ccceuveeenneenn. 20
Figure 8 : Sites d'action antibactérienne des huiles essentielles............cooceeeviiiniiiinniennnneen. 25
Figure 9 : Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR.................. 28
Figure 10: Photo de la plante fraiche, seche et broy€e..........ccocvveviiiiniiiiiniiieiiieciieeiee e 32

Figure 11: Diagramme représentant les différentes étapes de I’extraction ainsi que les
analyses effectuées sur I’huile essentielle de S.calamintha ...............cccoceeveiniieniniinnnennen. 33
Figure 12: Dispositif de I’hydrodistillation a I’échelle de laboratoire ............cccceeveeeneennennee. 37

Figure 13: Diagramme représentant les différentes étapes de 1’extraction des huiles

essentielles de 1a plante S.calamintia ..............ccooeeveeeiiiieiiieeiieeeie e e 38
Figure 14: Réduction du radical libre DPPH (Molyneux ,2004) ........cccccoviiiiniiinnieennieeneeen. 41
Figure 15: Photo des souches bactériennes revivifiées dans le BN ........c.ccccooviiviiiinncnnnneen. 43
Figure 16: Photo de la préparation de 1I’inoculum............ccccoeeriiiiiniiiiniiieiniieeieeeiee e 43

Figure 17: Illustration de la méthode des antibiogrammes sur boite de pétri (Pibiri, 2005).... 44

Figure 18: Schéma simplifier du principe de la méthode de I’antibiogramme......................... 45
Figure 19: Photo originale des souches fongiques (IMOiSISSUIES).......cccueeeruveerriveenniveennireennneeen. 46
Figure 20: Photo originale de I’huile essentielle de la plante S.calamintha..............ccccccceee. 52
Figure 21: Rendement d’extraction en huile essentielle ..........ccccoccvveeriieeriieeniiieerieeeiee e 52
Figure 22: Chromatogramme de I’huile essentielle de S.calamintha................ccocceniinieen. 53
Figure 23: Composition chimique de I’huile essentielle de S.calamintha ............c.ccccceeeeenee. 54

Figure 24: Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations de
| N SIS 118 (S S ) T PPN 56
Figure 25: Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations de
1’acide aSCOTDIQUE (20)....veeeueieiiiieiiite ettt et ettt e et e s ateesbbeesaaee s 57
Figure 26: Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations du

BHT €11 (70) .o 57



[ Liste des abréviations ]

AFNOR : Association Francaise de Normalisation.
AFSSAPS : Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des produits de santé
ATCC : American Type Culture Collection

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

S.calamintha : Satureja calamintha

HE : Huiles essentielles

ATB : Antibiotique

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CMB : Concentration minimale bactéricide

DPPH : 2, 2-diphényl -1- picrylhydrazyl.

GC/MS: Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
BHT: Hydroxytoluene butylé

AA : Acide ascorbique

MH : Muller Hinton

GN : Gélose Nutritive

BN : Bouillon Nutritif

GS : Gélose Sabouraud

pH : Potentiel hydrogene

UV : Ultra-Violet

DO : Densité optique

Nm : Nanometre

Rd : Rendement de la plante en huile essentielles

Rda : Rendement de la plante séché a I’air libre

Rde : Rendement de la plante séché dans 1’étuve

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
Cp: Chloramphénicol

Ax: Amoxicilline

HS: Hospital Strain

DIV: Division



0

Introduction




Introduction

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I’homme puisqu’il

s’en sert pour se nourrir, se soigner et par fois dans ses rites religieux.

L’utilisation des plantes pour leurs vertus médicinales est une pratique treés ancienne.
Elle trouve ses origines dans les plus grandes civilisations de I’orient et de I’occident. Comme
témoignent les textes rédigés plusieurs millénaires avant notre époque, les sumériens, les
égyptiens, les chinois et les indous, possédaient toute une panoplie de remedes a base de
plantes (Clement, 2005).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments
.Elles sont considérées comme une source de matiere premiere essentielle pour la découverte
de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice,
1997).

De nombreux composés naturels isolés a partir de plantes ont démontré un large
spectre d’activités biologiques. Parmi eux, les huiles essentielles des plantes aromatiques et
médicinales qui se sont avérées avoir divers effets pharmacologiques: comme
antispasmodiques, carminatives, hépato-protecteurs, antiviraux, anticancéreux et antioxydants
(Viuda-Martos et al, 2011). En outre, les huiles essentielles ont recu une attention
particuliere comme agents naturels a grand potentiel pour la conservation des aliments
(Lahlou, 2004).

L’ Algérie, pays connu par sa biodiversité, dispose d’une flore particulierement riche et
variée. Nous comptons environ 3000 especes de plantes dont 15% sont endémiques et
appartenant a plusieurs familles botaniques. Ce potentiel floristique constitué de plantes
médicinales, toxiques et condimentaires, est peu exploré du point de vue chimique et
pharmacologique (Labiod, 2016).

Parmi ces plantes, nous citons 1’espece Satureja calamintha qui appartient a la famille
de lamiacée qui se trouve au Nord-Est d’Algérie.

Durant ce travail nous nous sommes intéressé d’une part a la recherche des substances
naturelles volatiles et d’autre part a 1’étude de leur activités biologiques (antioxydante et

antimicrobienne). Dans cette optique, notre étude est organisée en deux parties :

e La premicre partie visera la synthese bibliographique en résumant les
principales caractéristiques de I’espece sélectionnée, ainsi que les huiles

essentielles et leurs activités biologiques ;
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e La deuxieme partie consistera a une étude expérimentale, elle comporte :

X/
£ X4

Un screening phytochimique de la partie aérienne de 1’espece étudiée

Détermination du taux d’humidité de la plante

Extraction des huiles essentielles et détermination de leur rendement.
Analyse de la composition chimique des huiles essentielles par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
GC/MS.

L’évaluation in vitro de leurs activités biologiques (antioxydante et

antimicrobienne).
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Chapitre I :

Matiere végétale

(Satureja calamintha)




Chapitre I: Matiere végétale Synthese bibliographique

I.1-Présentation de I’espece étudiée
Le nom Satureja dérive du latin « saturare = nourrir » ou « satura= pot a fleurs ». Il
existe plusieurs especes, toutes sont remarquables par leur odeur forte et aromatique, qui
rappelle a celle de la menthe (Varban et al., 2009).
I.1.1- Nomenclature de plante
Nom commun : Sarriette, baume sauvage, pouliot de montagne.
Nom botanique : Satureja calamintha (subsp. nepeta.)
Nom italien : La nepitella.
Nom vernaculaire : Nabta, tourte, menta.
1.1.2- Systématique
La classification botanique de Satureja calamintha selon Quezel et Santa (1963) est :
Régne : Plantea
Sous regne : Plantes vasculaires
Embranchement : Magnoliophyta
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Gamopétales
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Satureja
Espece : S.calamintha
1.1.3- Culture et répartition géographique

Le genre Satureja appartient a la famille des lamiacées. 1l regroupe plus de 30 especes
qui se distribuent dans le pourtour méditerranéen et se développent dans des régions arides,

chaudes et rocheuses (Slavkovska et al., 2001).

La sarriette pousse dans les lieux ensoleillés et bien drainés. Elle est souvent cultivée
comme plante d'agrément (Iserin, 2001) et elle se rencontre dans les sous-bois mais aussi sur

les terrains incultes, le bord des routes et dans le tell, surtout en montagne, jusqu’a 1500

-



Chapitre I: Matiére végétale Synthese bibliographique

metres d’altitude (Quezel et Santa, 1963). Elle est originaire d’Afrique du Nord (Algérie,
Maroc et Tunisie), Asie tempérée : Ouest Asiatico (Turquie), du Caucase (Arménie
Azerbaidjan, Géorgie, Russie, Cis Caucasie, Daghestan) et en Europe (Royaume-Uni,
Angleterre, Autriche, Hongrie, Suisse, Moldavie, Ukraine, Albanie, Bulgarie, Grece, Italie,
Yougoslavie, France, et Espagne) (Quezel et Santa, 1963).

1.1.4- Description botanique

C’est une petite plante vivace qui ne dépasse pas 40 cm de haut au parfum mentholé.
Les tiges sont molles et velues, elles portent des feuilles opposées, a pétiole moyen,
légerement dentées. Les fleurs, visibles de juillet a octobre, d'un joli rose ou pourpre, sont
groupées sur un pédoncule commun par deux ou trois (figure 1). Le fruit est formé de quatre
akenes ovales et lisses (Baba Aissa, 2000).

Les inflorescences sont en cymes laches et pédonculées. Le calice reste tubuleux a
maturité. Les corolles roses ou violacées sont bien plus longues que le calice. Ce dernier est
de 6-7 mm, a dents subégales, les inférieures a peine plus longues que les supérieures. La
corolle est violet pale et celle des fleurs hermaphrodites, est longue de 7-10 mm (Quezel et

Santa, 1963).

Figure 1: Photo des parties aériennes de la plante Satureja calamintha

(Labiod, 2016)
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I.1.5- Utilisations traditionnelles de la plante

Satureja calamintha est une plante considérablement utilisée en phytothérapie. En
effet, une infusion des extrémités fleuries de cette plante est indiquée en cas de douleurs
gastriques d'origine nerveuse, de diarrhée, de crampes abdominales et de toux (Padrini et

Lucheroni, 1996).

Elle est utilisée aussi comme antifongique, antibactérien et antiviral quelques fois.
Ainsi, elle possede des propriétés antiseptique et convient également dans l'anémie et dans
l'atonie intestinale, c'est un bon antispasmodique (Garnier et al., 1961).

De plus, cette plante est préconisée pour traiter la fatigue psychique, asthénie, manque
de concentration, arthrite, douleurs, problemes de la libido, rhumatismes, cystite et stresse

(Buronzo, 2008).

)
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I1.1- Définition

Le terme métabolite secondaire est utilisé pour décrire une vaste gamme de
composés chimiques dans les plantes, qui sont responsables des fonctions périphérique
indirectement essentielles a la vie des plantes. Ils sont des molécules organiques complexes
synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (qui ne sont pas
produits directement lors de la photosynthése mais résultant de réactions chimiques
ultérieures) (Laurent, 2012).
I1.2- Role

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui intervient dans
I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres
interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogenes, comme
agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la
dissémination des fruits. Certains assurent une protection contre les radiations solaires (Judd
etal., 2002).
I1.3- Classification

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires (Vigeau, 1985). Ils sont classés en
trois grands groupes : les composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides (Tableau I).
Chacun de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possedent une tres

large gamme d’activités en biologie humaine (Vigneau, 1985)

Tableau I : Les différents composés des métabolites secondaires (krief, 2003)

Classe Origine Nombre de structure
Les terpenes Isopentenyldiphosphate, une 25000
molécule a 5C (IPP)
Les alcaloides Acides aminés 12000
Les composés Voie de I’acide shikimique et
phénoliques acétate/malonate 8000

I1.3.1- Les alcaloides
I1.3.1.1- Définition

Les alcaloides sont des substances azotées, basiques, d’origine naturelle et de
distribution restreinte. Ils ont une structure complexe et leur atome d’azote est inclus dans un

systeme hétérocyclique. Ils posseédent aussi une activité pharmacologique significative (krief,

2003).
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I1.3.1.2- Structure
La plupart des alcaloides sont des dérivés d’acides aminés tels que le tryptophane,
I’ornithine, la lysine, 1’aspartate, I’anthranilate, la phénylalanine, et la tyrosine. Ces acides
sont décarboxylés en amines et couplés a d’autres squelettes carbonés (Cyril, 2001).
I1.3.1.3- Localisation
Les alcaloides sont stockés dans les cellules végétales aux niveaux de vacuole. Ils
possedent de nombreuses propriétés soit pour la plante, soit pour I’homme (Bruneton, 2009).
I1.3.1.4- Classification
Il existe plus de six mille alcaloides mais ce chiffre est en constante augmentation
(Judd et al., 2002), ils sont divisés en trois groupes:
e Les alcaloides vrais
Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides, sont
toxiques et disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides
aminés et comportent un atome d’azote dans un systeme hétérocyclique. Ils sont
présents dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-
Oxyde (Badiaga, 2011).
e Les pseudo-alcaloides
Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques
des alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés (Badiaga, 2011).
Dans la majorité des cas connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides
(alcaloides terpéniques) et du métabolisme de 1’acétate (Rakotonanahary, 2012).
e Les proto-alcaloides
Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus
dans un hétérocycle, ils ont un caractere basique et sont €laborés in vivo a partir
d’acide aminé. Ils sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans
I’eau (Badiaga ; 2011). En pratique, il est admis que ne sont pas des alcaloides : les
amines simples, les bétalaines, les peptides, les acides aminés, les amino-sucres, les
porphyrines, les alkylamines et les arylakylamines (Rakotonanahary, 2012).
I1.3.1.5- Role et propriétés
Les alcaloides ont un rdle important dans la défense de la plante contre les herbivores
et les prédateurs. Ils agissent au niveau du systeme nerveux central comme dépresseur et

antalgique (morphine), comme stimulant (caféine), certains jouent un role d’anesthésique
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local (cocaine) et d’autres antipaludiques (quinine) et certains (scopolamines) sont utilisés
aussi pour prévenir les nausées et les vomissements.

D’autres effets pharmacologiques sont attribués €galement aux alcaloides tels que
I’effet analgésique (cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), anti-
hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine), dépressant
cardiaque et diurétique narcotique (morphine), anti-tumeur et sympathomimétique (éphédrine)
(Badiaga, 2011). IIs sont aussi utilisés comme médicaments relaxants musculaires (Hopkins,
2003).
I1.3.2- Les composés phénoliques
I1.3.2.1- Définition

Les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques
connues. IIs sont des molécules hydrosolubles présentes partout dans les racines, les tiges, les
fleurs et les feuilles de tous les végétaux. Ils résultent biogénétiquement de deux voies
synthétiques principales : shikimate et acétate (Lugasi et al., 2003).
I1.3.2.2- Structure chimique et classification

La structure chimique des polyphénols est comparable a tous les polyphénols. Ils sont
caractérisés par un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont classés
en différents groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des
substitutions qui les relient (Manallah, 2012).

Selon leurs structures, les composés phénoliques sont divisés en deux classes : simples
et complexes
a- Polyphénols simples
1- Les flavonoides

e Définition
Le terme flavonoide (de flavus, <jaune>> en latin) désigne une tres large gamme de

composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). Les flavonoides
constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents
organes végétaux (Havasteen, 2002).1ls existent le plus souvent a I’état naturel sous forme
d’hétérosides. Ils sont aussi tres largement répandus dans le regne végétal (les fruits, les

légumes, les graines, ou encore les racines des plantes) (Fiorucci, 2006).

-
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e Structure
Les flavonoide possedent un squelette carboné a 15 atomes de carbones constitués de
deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliées entre eux par une chaine en C; en formant

ainsi I’hétérocycle (C) (W-Erdman et al., 2007) (Figure 2).

Figure 2: Structure des flavonoides (Tringali, 2001)
¢ C(lassification
La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui different par leurs

structures chimiques (Tableau II).

Tableau II: Principales classes des flavonoides (Medic Sanic et al., 2004)

Classes Structures chimiques

Rz
R4

Flavonols ©‘| o

R4

Flavones ©‘| e

Flavanones

]
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Isoflavones @‘I

Flavanols ©‘ RS’

e Role

De nos jours, les propriétés pharmacologiques des flavonoides sont largement
étudiées. L’activité la plus remarquable c’est qu’ils sont thermodynamiquement capables de
réduire les radicaux libres oxydants, effets antiallergiques, antivirales, anti- tumorales, anti-
inflammatoires, antioxydantes et anticancéreuses (Meddleton et Kardasnami, 1993).

Les flavonoides préviennent le diabete en inhibant 1’aldose réductase (Tringali, 2001)
et possedent aussi des propriétés préventives sur les neurones (Chen et al., 2008), et sur les
maladies cardiovasculaires dont leurs capacités de diminuer la perméabilité des capillaires et
de renforcer leurs résistances (Lahlah, 2008).

2- Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2 pyrone (Iwueke, 2008). Ils existent différents types qui se trouvent dans de
nombreuses especes végétales et possedent des propriétés tres diverses. Ils sont capables de
prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles,
superoxydes et peroxyles (Madhavi, 1996).

Les coumarines ont un squelette en C6-C3 et ils possedent un atome d’oxygene
hétérocycle dans le cadre de 1’unité C3 (Vermerris et Nicholson., 2006) (Figure 3). Ils sont
aussi cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices,

anticoagulantes...
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Figure 3: Structure de base des coumarines (Lesley, 1996).

b- Polyphénols complexes
1- Les tanins

Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire qui sont des
molécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont
associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité
des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose et a de nombreux éléments minéraux (Alkurd,
2008).

Les tanins sont d’origine organique que nous les trouvons pratiquement dans tous les
végétaux et dans toutes leurs parties (Hemingway, 1992). Leur structure complexe est formée
d’unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques et leur degré
d’oxydation (Lo Cantore et al., 2004). En plus, ils favorisent la régénération des tissus et la
régulation de la circulation veineuse ...etc. (Kansole, 2009).
2-Autres substances

e Les quinones

Les quinones peuvent étre combinées a des sucres (anthroquinones). Elles se réparties
chez les végétaux supérieurs et proviennent de nombreux processus par différentes voies de
biosynthese. Le potentiel redox du couple quinone-hydroquinone est trés important dans de
nombreux systemes biologiques. Les polyprénylquinones (quinones terpénoides) dérivent de
I’acide 4-hydroxybenzoique, leur noyau benzoquinone porte des chaines polyisopréniques.
Certains dérivés comme la plastoquinone et 1’ubiquinone sont des transporteurs d’électrons.
En plus de fournir une source de radicaux libres stables, les quinones sont connues pour

complexer irréversiblement avec certains acides aminés, des protéines qu’elles inactivent ou
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rendent inutilisables. Ceci explique la variété d’effets antimicrobiens potentiels des quinones
(Sasaki et al., 1989).
e Les saponines

Les saponosides constituent un vaste groupe d'hétérosides tres fréquents chez les
végétaux. Ils se caractérisent par des effets tensio-actifs leur conférant la propriété de former
des solutions moussantes lorsqu'ils sont dissous dans l'eau. Ils peuvent étre classés en deux
groupes selon la nature de leur génine qui peut étre stéroidique ou triterpénique.

Il semble que les saponosides jouent un rdle de défense du végétal contre les
pathogenes microbiens. Les interactions mises en jeu avec les stérols de la membrane ont pour
conséquence des propriétés hémolytiques et une activité spermicide de certaines molécules
(Clark et Russel Masson, 1987).

e Les lignanes

Les lignanes sont les dimeres des unités de phenylpropane (Cs-C4) (Benarous, 2009).
Ils constituent une classe importante de métabolites secondaire dans le régne végétal. La
distribution botanique des lignanes est large: plusieurs centaine des composés ont €té isolés
dans environ soixante-dix familles .Chez les gymnospermes, les lignanes sont surtout
rencontrés dans les bois alors que chez les Angiospermes, ils ont été identifiés dans tout les
tissus et ont été découvert dans toutes les parties des plantes : les racines, les feuilles, les

fruites et les graines (Midoun, 2011).




0

S)

Chapitre 111 :

Les huiles essentielles




Chapitre 111 : Les huiles essentielles Synthese bibliographique

I11.1- Historique

Les huiles essentielles sont connues depuis des millénaires pour leur action bénéfique
sur I’homme .Quatre mille ans avant J.C, Les égyptiens utilisaient déja les huiles essentielles
comme parfum dans les momifications des corps (Lamaty et al., 1997).

Selon Ntezurubanza (2000), I’histoire de 1’aromathérapie, qui est celle des huiles
essentielles, peut se résumer en quatre époques suivantes :

o L’époque au cours de laquelle étaient utilisées des plantes aromatiques
telles quelles ou sous forme d’infusion ou de décoction.

o Celle dans laquelle les plantes aromatiques étaient briilées ou mises a
infuser ou a macérer dans une huile végétale .A cette époque, intervient la notion
d’activité li€e a la substance odorante.

o La troisieme correspond a la recherche de I’extraction de -cette
substance odorante .Apparait alors le concept d’une huile essentielle qui aboutit a la
création et au développement de la distillation.

o La dernicre époque qui est la période moderne dans laquelle la
connaissance des composants des huiles essentielles intervient et explique les effets
physiques, chimiques, biochimiques, physiologiques et de voies électroniques des
aromes végétaux.

I11.2- Définition

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux, naturels et donc des substances
aromatiques naturelles, volatiles, liquides ou semi liquides, constituées de molécules
aromatiques sécrétées par certaines plantes, arbres ou épices. Donc le terme « huile » provient
du fait que les volatiles contenus dans le végétal sont visqueux et hydrophobes, et le caractere
volatile de ces molécules confere souvent a I’huile essentielle un parfum trés odorant. Ce
dernier ne contient pas de corps gras.

De plus, elles sont des produits de composition généralement assez complexes,
sensibles a I’effet de la chaleur (Yahyaoui, 2005 ; Bruneton., 2009) et ont des propriétés de
se solubiliser dans les huiles végétales, minérales, les graisses, les alccols et 1’éther (Anton et
Lobstein, 2005).

I11.3- Répartition et localisation

Les huiles essentielles sont tres répandues dans le regne végétal, nous les rencontrons

surtout dans les phanérogames, mais quelques cryptogames en renferment également. Dans la

plupart des cas, les essences se trouvent toutes formés dans les différents organes, elles sont
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alors localisées soit dans les glandes des poils sécréteurs (Figure 4), soit dans des réservoirs
intracellulaires ayant la forme des canaux (Danielle Huard, 1999).

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : feuilles,
fleurs, écorces, bois, racines, rhizomes, fruits et graines. La synthese et I’accumulation sont
généralement associées a la présence de structures histologiques spécialisées, souvent
localisées sur ou a proximité de la surface de la plante : cellules a I’huile essentielles des
Lauraceae ou des Zingiberaceae, poils sécréteurs des Lamiacées, des poches sécrétrices des
Myrtaceae ou des Rutaceae, canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae (Bruneton,

1993).

Figure 4: Glande sécrétrice avec cuticule dans la face inferieure de la feuille

(Svoboda et al., 2000)

I11.4- Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui
les différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants
organiques usuels ainsi que dans 1’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais treés peu
solubles dans I'eau (AFSSAPS, 2008). Il faut donc impérativement un tensioactif pour
permettre leur mise en suspension dans 1’eau. Elles présentent une densité en général
inférieure a celle de I’eau, un indice de réfraction élevé et pour la plupart sont colorées
exemple : rougeatre pour les huiles de cannelle et une variété de thym, jaune pale pour les
huiles de sauge sclarée et de romarin officinal. Les huiles essentielles sont altérables et
sensibles a 1’oxydation. Par conséquent, leur conservation nécessite de I’obscurité et absence
de I’humidité. De ce fait, I’utilisation de flacons en verre opaque est conseillée (Couic et al.,

2013).

14
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I11.5- Role
Beaucoup de plantes produisent les huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires, leur role dans la physiologie de la plante reste encore mal connu. Toutefois, les
parfums émis jouent un role attractif pour les insectes pollinisateurs (Deroin., 1988).
. Les huiles essentielles sont employées pour Leur saveur et odeur en industrie
des produits naturels et en industrie des parfums. Des propriétés antiseptiques pour les
poumons ou comme bain de bouche. Elles possedent d’autres fonctions cités par
Daniel (2006) ; Hiisnii et Buchbauer (2010) telles que :
. Dépuratives, cicatrisantes, analgésiques et anti-inflammatoires.
. Des activités  antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires et

antihelminthiques et aussi des propriétés anti oxydantes.

. Un effet anesthésiant pour soigner les douleurs rhumatismales.

) Effet stimulant sur 1’utérus, effet abortif en cas d’intoxication.

) Effet sur le systéme nerveux central, en exercant des effets sédatif, relaxant et
déstressant.

. Effet anticancéreux, en stimulant 1’apoptose des cellules tumorales.

I11.6- Composition chimique

Comme toute substance, les huiles essentielles se caractérisent par une composition
chimique analysable et treés variable. Le nombre de composants isolés est d’environ des
milliers et il en reste beaucoup a découvrir. Ces constituants appartiennent, de fagcon quasi
exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des
terpénoides (les composés terpéniques) et le groupe des composés aromatiques dérivés du
phenylpropane, beaucoup moins fréquents. Elles peuvent également renfermer divers produits
issus du processus de dégradation mettant en jeu des constituants non volatils (Bruneton,
1999).
I11.6.1-Les composés terpéniques

Les terpenes constituent une famille de composés largement répandus dans le regne
végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHs) reconnue par Wallach des 1887
(Figure 5). L’isoprene est a la base du concept de la «regle isoprénique» énoncée en 1953 par
Ruzicka. Cette regle considere le diphosphate d’isopentényle (IPP), désigné sous le nom

d’isopréne actif comme le véritable précurseur de la molécule terpénique. Les systemes
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enzymatiques responsables de cette conversion (IPP en composés terpéniques dans les trois
compartiments: cytoplasmes, mitochondries et plastes) sont hydrosolubles ou membranaires.
Ces derniers permettent 1’élongation de la chaine isoprénique conduisant a tout 1’éventail des
composés terpéniques a 10, 15, 20 et 30 atomes de carbones (Lamarti et al. 1994). Seuls les
terpenes dont la masse moléculaire est relativement faible (mono — et sesquiterpenes) sont
rencontrés dans les huiles essentielles (Bruneton, 1999) et leur confére un caractére volatil et

est a la base de leurs propriétés olfactives (Pibiri, 2006).
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Figure 5: Formule développée de I'isopréne (Malecky, 2005 ; Benaissa, 2011)

Les terpenes sont constitués d’'un mélange d’hydrocarbures et de composés oxygénés.
Dans certaines huiles essentielles, les hydrocarbures prédominent (exemple : 1’essence de
Térébenthine). Dans d’autres, la majeure partie de 1’essence est constituée de composés
oxygénés. Il est a noter que 1’odeur et le gout des huiles essentielles sont donnés par ces
derniers. Parmi eux, nous notons d’alcools (géraniol, linalol), d’esters (acétate de linalyle), de
cétones (menthone, camphre, thuyone), les éthers, les phénols et les peroxydes (Paris et
Hurabielle, 1981; Svoboda et Hampson, 2000).
I11.6.1.1-Les monoterpenes

Les composés monoterpéniques sont constitués de deux unités d’isoprene, leur
formule chimique brute est C;oH ;¢ (Rahal, 2004). Ces composés peuvent étre: monoterpenes
acycliques (myrceéne, ocimeénes), monoterpénes monocycliques (a- et y-terpinéne, p-cymene)
et aux monoterpenes bicycliques (pineénes, 3-caréne, camphene, sabinene) (Figure 6). Selon
Bruneton (1999), la réactivité des cations intermédiaires justifie I’existence de nombreuses
molécules caractérisées par différentes fonctions: alcools, cétones, esters, aldéhydes, éthers,
peroxydes, phénols.
I11.6.1.2-Les sesquiterpenes

Les sesquiterpenes comportent trois unités d’isoprene, leur formule est CisHoq

(Belaiche, 1979). Ils peuvent étre également, comme les monoterpenes, acycliques (farnésol),
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monocycliques (humuléne, o-zingibéréne) ou polycycliques (matricine, artéannuine,
B,artémisinine). Ils renferment aussi des fonctions comme alcools (farnésol, carotol, [-
santalol, patchoulol), cétones (nootkatone, cis-longipinane-2.7-dione, B-vétivone), aldéhydes
(sinensals), esters (acétate de cédryle) (Figure 6) (Bruneton, 1999 ; Laouer, 2004).
I11.6.2-Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les huiles essentielles renferment aussi des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane (C6-C3), mais qui sont beaucoup moins fréquents que les terpenes et dont la
biogenese est totalement différente (Paris et Hurabielle, 1981). Bruneton (1999) considere
que ces composés sont tres souvent des allyl- et propenyl phénols, parfois des aldéhydes,
caractéristiques de certaines huiles essentielles d’Apiacées mais aussi de celles du Girofle
(eugénol), de la Muscade (safrol, eugénol), de I’Estragon (eugénol), du Basilic (eugénol), de
I’Acore (asarones) ou des Cannelles (cinnamaldéhyde eugénol safrol). Nous pouvons
également selon le méme auteur, rencontrer dans les huiles essentielles des composés en C6-
C1 comme la vanilline (assez fréquente) ou comme 1’anthranilate de méthyle. Les lactones
dérivées des cinnamiques (par exemple les coumarines) étant, au moins pour les plus simples
d’entre elles, entrainables par la vapeur d’eau, elles seront également présentes dans certaines
huiles essentielles (Figure 6).
I11.6.3-Les composés d’origines divers

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles
entratnables par la vapeur d’eau. Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides gras et
de terpenes. D’autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. Enfin, il
n’est pas rare de trouver dans les concretes des produits de masses moléculaires plus
importantes non entrainables a la vapeur d’eau, mais extractibles par les solvants

homologues des phénylpropanes, diterpenes, etc... (Bruneton, 1999).
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Figure 6: Structure de quelques composés rencontrés dans les huiles essentielle

(Bruneton, 1999)

I11.7-Les facteurs influencant de la variabilité de la composition chimiques des huiles
essentielles

La présence ou I’absence de certains constituants dans la plante dépend de I’un ou de
la combinaison de trois facteurs (le patrimoine génétique, 1’age et I’environnement de la
plante) (Djibo et al., 2004). En effet, I’influence des facteurs environnementaux, comme la
température, I’humidité (Pala-paul et al., 2001), I’altitude et la nature du sol (Oliveira et al,
2005), sur la composition chimique et le rendement des huiles essentielles a été décrite.
Certains auteurs se sont préoccupés d’autres facteurs tels que le cycle végétatif (Juteau et al.,
2002), I’age et I’organe végétal (Skoula et al., 1996), la période de récolte (Angelopoulou et
al., 2002), les parasites, les virus et les mauvaises herbes (Smallfield, 2001) qui influent sur le
rendement et la composition chimique des huiles essentielles.

Le rendement et la composition chimique des huiles essentielles varient également en
fonction de la méthode d’extraction (Sefidkon et al., 2007). La durée de séchage affecte aussi

bien le rendement que la composition (Yayi et al., 2004).
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I11.8- Biosynthese

La biosyntheése des huiles essentielles a comme point de départ la chlorophylle, «
laboratoire central» de tout le monde végétal. Elle se fait suivant deux principales voies
(Figure 7) (Helander et al., 1998).
I11.8.1- Voie des terpénoides

Le matériau de base est L’IIP (isopentyl pyrophosphate), molécule a cinq atomes de
carbones ayant une structure semi-alvéolaire. Il est dérivé de L’acétyl COA (Carrefour
d’important), lui —méme issu du PEP (Phosphoenolpyruvate) provenant directement du
fructose .La construction des squelettes hydrocarbonés a lieu de la méme maniere par la
juxtaposition << Téte a queue >> d’unité isopréniques, unité pentacarbonés ramifiées
assembles enzymatiquement .Ainsi on trouve des squelettes hydrocarbonés a 10 carbones
(mono terpenes) ,puis a 15 carbones (sesquiterpenes ), a 20 carbones (di terpenes ). Le
processus peut se poursuivre mais dans d’autre buts que la synthese des essences (Hammer et
al., 2003).
I11.8.2-Voie des phenyl-propanoides

La synthese des HE par la voie des phenyl Propanoides commence par un

métabolite du fructose, le PEP (Phosphoenolpyruvate). Elle aboutit a un trés grand nombre de
substances aromatiques, via une série d’acides, dont 1’acide shikimique (d’ou son nom, voie
shikimique )et 1’acide cinnamique ,les métabolites terminaux important en thérapeutiques sont
les acides aromatiques suivants :acide salicylique ,cinnamique et benzoique et leur esters dont
la salicylate de méthyle, les cinnamates ,les benzoadés ,certains phénols( eugénol ) ainsi les
coumarines ,quelques grandes familles chimiques de molécules non volatiles comme les

tannoides et les flavonoides se trouvent dans cette voies (Faleiro et al., 2003) .




Chapitre 11l : Les huiles essentielles Synthese bibliographique

CO,+H,0 _*'.ULP» Photosynthése — Jmme Sucres + O,
Chlrophylle

Métabolisme des sucres
¥ ;
l acide pyruvique i | acide shikimiqu
¥

_ { Acétyl coenzyme A |

¥

| ['Phén_yl_propanes et lignanes ]

Figure 7: Biosynthese des constituants chimiques des huiles essentielles (Mann., 1987)

I11.9- Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont présentées, généralement comme « sans danger » mais ces
substances naturelles sont aussi des composants puissants (Degryse et al., 2008).

Par leur composition chimique complexe, les huiles essentielles doivent étre utilisées
avec une extréme prudence, du fait quelle peuvent présenter de treés graves danger lors d’une
utilisation aléatoire autonome (Benzeggouta, 2005).

Les effets toxiques d’une huile essentielle varient considérablement selon sa nature
(Traoré, 2006). Certaines huiles essentielles se révelent cytotoxiques. Les huiles essentielles
du thym et de la lavande, selon la phase dans laquelle elles sont mis en contacts ; a titres
d’exemple, elles sont avérées cytotoxiques pour des cellules de hamster chinois. Par ailleurs,
des huiles essentielles de différentes variétés d’origan on montré une forte cytotoxicité sur des
cellules humaines dérivées du cancer (Pibiri, 2006).

I11.10- Procedes d’extraction

L’extraction a pour but de capter les produits les plus subtils et les plus fragiles

élaborées par le végétal. Il existe différents procédés d'extraction, mais le choix de la méthode

utilisée définit obligatoirement la nature de 1’essence ainsi que son éventuelle utilisation.
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L'entrainement par la vapeur ou l'hydrodistillation de la plante fraiche ou séche reste les
techniques la plus utilisée. On distingue les procédés suivants :
I11.10.1-Hydrodistillation

Le principe de I'hydro distillation est celui de la distillation des mélanges binaires non
miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic rempli d'eau, que
I'on porte ensuite a 1'ébullition. La vapeur d'eau et 1'essence libérée par le matériel végétal
forment un mélange non miscible. Les composants d'un tel mélange se comportent comme si
chacun était tout seul a la température du mélange, c'est a dire que la pression partielle de la
vapeur d'un composant est égale a la pression de vapeur du corps pur. Cette méthode est
simple dans son principe et ne nécessite pas un appareillage cotiteux (Chemat, 2009).
I11.10.2- Entrainement a la vapeur d’eau

Le but de cette méthode est d'emporter avec la vapeur d'eau les constituants volatils
des produits bruts. La vapeur détruit la structure des cellules végétales, libere les molécules
contenues et entraine les plus volatiles en les séparant du substrat cellulosique. La vapeur,
chargée de l'essence de la matiere premicre distillée, se condense dans le serpentin de
I’alambic avant d'étre récupérée dans un essencier (vase de décantation pour les huiles
essentielles). Les parties insolubles dans l'eau de condensation sont décantées pour donner
I’huile essentielle. La partie contenant les composés hydrosolubles est appelée eau de
distillation (ou hydrolat ou eau florale). Nous recueillons alors un mélange de composition
défini de ces deux produits (Dastmalchi et al., 2009).
I11.10.3-Hydrodiffusion

Elle consiste a pulser de la vapeur d'eau a travers la masse végétale, du haut vers le
bas. Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux
techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant. L'avantage de cette
technique est traduit par l'amélioration qualitative et quantitative de l'huile récoltée,
I'économie du temps, de vapeur et d'énergie (Chemat, 2009).
I11.10.4- Autres méthodes
I11.10.4.1-Extraction par solvant

La méthode de cette extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont
solubles dans la plupart des solvants organiques. Le procédé consiste a épuiser le matériel
végétal par un solvant a bas point d'ébullition qui par la suite, sera éliminé par distillation
sous pression réduite. L'évaporation du solvant donne un mélange odorant de consistance
pateuse dont l'huile est extraite par l'alcool. L'extraction par les solvants est tres coliteuse a

cause du prix de 1'équipement et de la grande consommation des solvants (Chemat, 2009)
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I11.10.4.2-Extraction par micro-onde sou vide

Dans ce procédé la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement de micro
onde dans une enceinte dont la pression est réduite de fagons séquentielle. L huile est
entrainée dans le mélange isotopique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traité, ce
procédés est a ’avantage : tres rapide, peu consommateur d’énergie. Ce procédés fournit un
produit de qualité et de quantité supérieur a ce lui obtenu de 1’hydrodistillation (Bruneton,
1999).

I11.10.4.3-Extraction par CO, super-critique

La technique se base sur la solubilité¢ des constituants dans le CO, et de son état
physique. Grace a cette propriété, il permet l'extraction dans le domaine supercritique et la
séparation dans le domaine gazeux. Le CO; est liquéfié par refroidissement et comprimé a la
pression d'extraction choisie, ensuite il est injecté dans I'extracteur contenant le matériel
végétal. Apres le liquide se détend pour se convertir a I'état gazeux pour étre conduit vers un
séparateur ou il sera séparé en extrait et en solvant (Chemat, 2009).

I11.11-Méthodes d’identification
II1.11.1- Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse par séparation
qui s’applique aux composés gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans
décomposition. La CPG est la technique usuelle dans I’analyse des huiles essentielles. Elle
permet d’opérer la séparation de composés volatils de mélanges tres complexes et une analyse
quantitative des résultats a partir d’un volume d’injection réduit. La CPG est aussi une
méthode d’analyse qualitative. En effet, les temps de rétention peuvent donner une
information sur la nature des molécules et les aires des pics fournissent une quantification
relative (Arpino et al., 1995)..

II1.11.2- Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse/Spectrométrie de Masse
(CPG/SM)

D’un point de vue analytique, d’importants progres ont été réalisés en couplant la CPG
avec des appareils tels que le spectrometre de masse (SM). La CPG couplée a la SM est la
technique de routine la plus utilisée pour I’analyse des huiles essentielles. Le principe de la
spectrométrie de masse consiste a bombarder a ’aide d’électrons une molécule qui sera
fragmentée, les différents fragments obtenus, chargés positivement, constituent le spectre de
masse de cette molécule. Tres souvent, le spectre de masse est caractéristique d’une molécule

donnée et, en théorie, il est donc possible d’identifier un composé en comparant son spectre a
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ceux de composés de référence, contenu dans des bibliotheques de spectres informatisées
commerciales (Adams, 2001).

Dans la pratique, 'utilisation conjointe de la spectrométrie de masse (utilisation
conjointe de banques laboratoire et littérature) et des indices de rétention calculés sur deux
colonnes de polarité différente en CPG, permet, en général 1’identification d’un grand nombre
de constituants dans les mélanges complexes tels que les huiles essentielles (Lianga et al.,

2004; Senatore et al., 2004).
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IV.1- Activité antimicrobienne
IV.1.1-Définition

Lorsque nous parlons de I’activité antimicrobienne, nous distinguons deux sortes
d’effets : une activité létale (bactéricide) et une inhibition de la croissance (activité
bactériostatique). Le plus souvent 1’action des huiles essentielles est assimilée a un effet
bactériostatique. (Haddouchi et al., 1999).
IV.1.2- Principales substances antibactériennes
IV.1.2.1-Les antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes,
mais nous incluons généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits
entierement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement
sur 'usage des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des
bactéries, sans exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette
propriété les distingue des antiseptiques (Bergogne-Berezin et Dellamonica, 1995).
IV.1.2.2- Les huiles essentielles

Les vertus antimicrobiennes des huiles essentielles sont bien connues et bien
documentées. En effet, de nombreux travaux de recherche ont mis en évidence leur puissante
activité antiseptique agissant aussi bien sur les bactéries, les champignons pathogenes que les
virus, leur conférant ainsi diverses indications thérapeutiques.Les huiles essentielles
antimicrobiennes présentent une sérieuse alternative a la médecine des antibiotiques contre les
pathologies infectieuses. Beaucoup de groupes de recherche ont étudié, par exemple, 1'effet de
I'huile essentielle de Melaleuca altemifolia contre la souche Staphylococcus aureus résistante
a la méthicilline «methicillin-resistant Staphylococcus aureu » (Carson et al., 1995 ; Chan et
al. 1998 ; Dryden et al., 2004 ).
IV.1.3-Mode d’action des huiles essentielles sur les microorganismes
IV.1.3.1- Mode d'action contre les bactéries

Plusieurs travaux sont menés pour comprendre le mécanisme d'action des huiles
essentielles (Chang et al., 2001). Certains auteurs suggerent que ces produits naturels
pénetrent a l'intérieur de la cellule bactérienne et sont susceptibles d'interférer avec son
métabolisme cellulaire (Marino et al., 2001). D'autres avancent que les huiles essentielles
perturbent le bon fonctionnement de la membrane plasmique et réagissent avec les sites
actives des enzymes ou servent de transporteur de protons en réduisant la synthese de I'ATP

(Ultee et al., 2002). Les huiles essentielles possédent plusieurs modes d'action sur les
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différentes souches de bactéries, mais d'une maniere générale leur action se déroule en trois
phases (Figure 8) (Oussalah et al., 2006) :
e Attaque de la paroi bactérienne par l'huile essentielle, provoquant une
augmentation de la perméabilité puis la perte de constituants cellulaires.
e Acidification de l'intérieur de la cellule, bloquant la production de 1'énergie
cellulaire et la synthese des composants de structure.

e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
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Figure 8: Sites d'action antibactérienne des huiles essentielles (Burt, 2004)

IV.1.3.2 Mode d’action contre le champignon

L'étude de l'effet fongicide et fongistatique des huiles essentielles vis-a-vis de
champignons pathogenes a fait 1'objet de plusieurs travaux (Rasooli et Razzaghi Abyaneh,
2004). L'action antifongique des huiles essentielles est due a une augmentation de la
perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite
du contenu cytoplasmique et donc la mort de champignon (Cox et al., 2000).
IV.1.4 - Les méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne
Le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles peut étre estimé par deux méthodes
principales: technique de 1’aromatogramme (en milieu solide ou liquide) et technique de

micro-atmosphere.
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1V.1.4.1- Méthode de contact direct

Cette technique consiste a mettre en contact 1’huile essentielle et les micro-
organismes, puis a observer la croissance de ces derniers. Le contact peut avoir lieu en milieu
gélosé (milieu solide) ou dans un bouillon (milieu liquide) (Belaiche, 1979).
1V.1.4.2- Méthode de diffusion sur gélose

C’est une méthode ancienne mais toujours d’actualité. Elle permet I’estimation
qualitative de I’effet de I’huile. Ce test est réalisé par dépo6t de 1’huile essentielle, a I’aide de
disques de cellulose imprégnés d’une quantité connue de 1’huile essentielle (aromatogramme)
ou de puits creusés dans la gélose et remplis par I’huile essentielle. Apres incubation, la
lecture des résultats se fait par mesure des diametres des zones d’inhibition obtenues sur
gélose ensemencée. Cette méthode sert en général a la présélection de 1activité
antimicrobienne des huiles essentielles car:

e [e diametre d’inhibition n’est pas une mesure directe de [’activité
antimicrobienne des HE, les différents constituants ne diffusent pas tous de la
méme maniere dans le milieu gélosé.

e Le diametre d’inhibition varie en fonction de la densité de 1’inoculum et de
I’épaisseur du milieu de culture. Il est donc nécessaire de standardiser ces
conditions pour pouvoir comparer les résultats (Belaiche, 1979 ; Hulin et al.,
1998).

1V.1.4.3- Méthode de dilution sur milieu liquide

Cette technique permet de donner au clinicien un chiffre correspondant a la dose
minimale bactéricide de I’huile essentielle. Son principe consiste a faire agir en phase liquide
des dilutions croissantes de I’huile, apres adjonction d’un tensioactif sélectionné (Audhoui et
Belaiche, 1979). A cause de la faible hydrosolubilité des huiles essentielles, les émulsifiants
tels que, le Tween 80 (polysorbate 80), le Tween 20 (polyoxyethylene 2-sorbitan
monolaurate) et 1’éthanol sont souvent utilisés pour augmenter la solubilité des composés
hydrophobes dans les milieux solides ou liquides (Suppakul et al., 2003).
1V.1.4.4- Micro atmosphere

Dans cette méthode, les disques imprégnés par I’huile essentielle sont déposés au
centre du Couvercle de la boite de Pétri, renversée pendant la durée de I’expérience
(couvercle en bas). Cette méthode est appelée « Méthode de microatmospheres ». Le disque
n’est donc plus en Contact avec le milieu gélosé. Il se produit une évaporation des substances
volatiles et on lit apres incubation, la croissance des germes ou I’inhibition de leur croissance

(Baser et Buchbauer., 2010).
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IV.2- Activité antioxydante
IV.2.1- Définition

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont la B-caroténe (provitamine A), 1’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol, la quercétine, la rutine et le Picnogénol. La plupart des
antioxydants de synthese ou d’origine naturelle possedent des groupes hydroxyphénoliques
dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie a la capacité de
ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et
superoxydes (O,°) (Bartosz, 2003).

IV.2.2- Stress oxydatif et radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié. Extrémement instable, donc tres réactifs et, par conséquent, leur durée de vie est
généralement trés courte, de 1’ordre de 10" secondes, ce composé peut réagir avec les
molécules les plus stables pour apparier son électron (Beckman et Ames, 1998).

L’appellation especes oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de
I’oxygene ou radicaux primaires (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote,
etc...) mais aussi certains dérivés réactives non radicalaires dont la toxicité est plus
importante tels que 1’oxygene singulier, le peroxyde d’hydrogene et le peroxynitrite peuvent
étre des précurseurs de radicaux libres (Cooper, 1997).

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des ERO et la capacité du
corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs, ce déséquilibre a pour
conséquences 1’apparition de dégats souvent irréversibles pour les cellules (Aravodis, 2005)

Les cibles biologiques les plus vulnérables a cet endommagement oxydatif sont :
I’acide désoxyribonucléique (ADN) (modification des bases, cassure des brins), les protéines
(modification structurales et fonctionnelles) et les lipides (peroxydation lipidique) (Figure 9)
(Hu et al., 2005). Le stress oxydant est impliqué dans de trées nombreux désordres et maladies
: athérosclérose (Harrisson et al., 2003) la cancérogenese, ’arthrite, 1’asthme, la maladie de
Parkinson, la maladie d’Alzheimer, le mongolisme (Cavin, 1999), les maladies
cardiovasculaires, arthrose, le diabete, chute de cheveux et le vieillissement (Pastre et

Priymenko, 2007).
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Figure 9: Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR

(Kohen et Nyska., 2002).

IV.2.3- Les antioxydants
IV.2.3.1-Définition

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher I’oxydation de ces substrats. Les cellules utilisent de nombreuses stratégies anti-
oxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contrOler leurs niveaux d’especes
réactives de 1’oxygene. La nature des systemes antioxydants difféere selon les tissus et les
types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les
défenses antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systemes enzymatiques et
systemes non enzymatiques (Shahidi, 1997).
1V.2.3.2- Types d’antioxydants
a- Antioxydants enzymatiques

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydants (Superoxyde dismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) élaborés par notre organisme a 1’aide de certains minéraux. Elles sont
présentes en permanence dans I’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age (Mika et al.,

2004).

® Le superoxyde dismutase (SOD)
Accélere la dis mutation de l'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, il existe
plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a
manganese (Mn-SOD) (Piquet et Hubuterne, 2007).
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e Le catalase

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son rdle est d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogene
en eau et en oxygene moléculaire (Piquet et Hubuterne ,2007)

¢ La glutathion peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase joue un role trés important dans la détoxification du
peroxyde d’hydrogene, de I’hydroperoxyde résultant de l'oxydation du cholestérol ou des
acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec 1’oxydation de substrats
réducteurs comme le glutathion (GSH) (Piquet et Hubuterne ,2007).

b- Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatique, vu leur efficacité, leur faible colt et leur
disponibilité, sont largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir
la rancidité. Cependant, leur sécurité est tres discutée car ils génerent un besoin de recherche
comme matieres de substitution d’apreés des sources naturelles comme antioxydants de la
nourriture (Wang et al., 2003). Plusieurs substances peuvant agir en tant qu'antioxydants in
vivo ont été proposés. Elles incluent : la B-caroténe et la vitamine C (acide ascorbique). Elles
peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une
capacité de lier les acides gras libres (Koechlin-Ramonatoxo, 2006).

e La vitamine C (Acide ascorbique)

Est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart des fruits et légumes (non
synthétisée par I’Homme). Elle est connue pour son action protectrice contre 1’oxydation
membranaire (Restky et al., 1999) Son caractere antioxydant provient de sa forme ionisée
abondante (AscH- qui peut aisément réagir avec des radicaux et produire le radical ascorbate
tricarbonyle (AscHe), stabilisé par résonance. Du fait de son tres faible pK, la forme non
protoné radicalaire faiblement réactive est privilégiée (Asce-) (Valco et al., 2006).

c- Antioxydants naturels

Les antioxydants naturels sont les flavonoides, les tanins, les coumarines et la vitamine

e La vitamine E
Est le terme générique utilisé habituellement pour désigner les différents tocophérols
et tocotriénols. Ce sont de bons antioxydants alimentaires, mais surtout leur role

physiologique chez I’homme est comme protecteurs des structures membranaires et des
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lipoprotéines ou pour lutter contre le stress oxydant. Elle prévient [’apparition
d’hydropéroxydes en piégeant les radicaux. (Yoshida et al., 1993).

IV.2.4-Mécanisme d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
Singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006). Selon leur
mode d’action, les antioxydants sont classé€s en deux catégories :

e Systeme de défense primaire : comme la catalase, le glutathion (GSH). Ces
antioxydants préviennent la production de ROS en limitant la phase d’initiation des
réactions d’oxydation. ils agissent donc en prévention.

e Systeme de défense secondaire : a titre exemple les tocophérols, sont capables de
piéger directement les radicaux oxydants et sont ainsi des antioxydants «briseurs» de

la chaine radicalaire bloquant ainsi les réactions de propagation (Buettner, 1993).
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Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Biochimie Appliquée-Université
M’hamed Bougara Boumerdes ainsi qu’au niveau du Laboratoire centrale de la Police
Scientifique-DPJ- Chateau neuf- El Abiar durant une période de trois mois allant du mois de
Février jusqu’au mois de Mai 2017.

Elle a pour objectif de faire d’une part le screening phytochimique de la partie
aérienne de la plante Satureja calamintha et d’autre part, I’extraction des huiles essentielles et
évaluation de leurs activités biologiques (antioxydante et antimicrobienne).

I- Matériel et méthodes

I.1- Matériel

I.1.1- Matériel non biologique

Les milieux de culture, verreries, appareillages, solutions ainsi que les solvants utilisés au
cours de la réalisation de ce travail sont cités dans I’Annexe 1.

1.1.2- Matériel biologique

1.1.2.1- Souches microbiennes et milieux de culture

Les souches utilisées pour déceler ’activité antimicrobienne des huiles essentielles de S.
calamintha sont pathogenes, elles sont fournies par I’Institut Pasteur d’Alger ainsi que le
laboratoire de Biochimie Appliquée (Département de Biologie, Boumerdes) (Annexe 2).
Leurs caractéristiques générales sont présentées dans le Tableau III.

Tableau III: Caractéristiques générales des microorganismes utilisés

Catégories Nom des souches Gram Références
Bacillus cereus + ATCC 10876
Enterococus faecalis + ATCC 49452
Listeria innucua + CLIP 74915
SARM + ATCC 43300
Bactéries Staphylococcus aureus + ATCC 25923
Escherichia coli - ATCC 25922
Klebseila pneumoniae - ATCC 700603
Salmonella enterica - ATCC 43972
Salmonella typhimirium - ATCC 13311
Pseudomonas aerogenosa - ATCC 853
Aspergillus Niger 1 / /
Moisissures Aspergillus Niger 2 / /
Champignons Aspergillus Flavus / /
Candida Albicans / ATCC 1024
Levures Candida Tropicalis 1 / DIV13-Z087DOVS
Candida Tropicalis 2 / DIV13-Z087B0OVS
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Durant ce travail, nous avons utilisés les milieux de cultures suivants (Annexe 3) :
» Gélose Muller Hinton et bouillon nutritif pour la croissance bactérienne ;
» Gélose et bouillon Sabouraud pour le développement des champignons (moisissures et

levures).
1.1.2.2- Matériel végétal

Le matériel végétal qui a servi comme matiere premiere dans notre étude est
représenté par la partie aérienne de la plante S.calamintha. Cette derniere a été identifiée au
niveau de I’Institue National de la Recherche Agronomique (INRA).
1.1.2.2.1- Récolte

La récolte de la plante S.calamintha a été réalisée dans la région de Jijel, durant la
période allant du mois de Février jusqu'au mois d’Avril 2017.
1.1.2.2.2- Séchage

La maticre végétale a été séchée dans 1’étuve pendant 4 & 5 jours ou a lair libre
pendant 15 jours dans le but d’enlever I’eau qu’elle renferme et d’empécher les
contaminations par les insectes ou le développement des champignons a cause du taux
d’humidité élevé.
1.1.2.2.3-Broyage

Le broyage permet de rompre les membranes cellulaires et la matrice extracellulaire
afin d’augmenter le contact solvant-échantillon et optimiser I’extraction des substances
bioactives. Apres le séchage, la partie aérienne de la plante a été broyée a I’aide d’un moulin
électrique jusqu'a I’obtention presque d’une poudre, qui sera conservée dans des flacons en

verre hermétiquement fermés jusqu'a son utilisation (Figure 10).

Plante fraiche Plante seche Plante fragmentée

Figure 10: Photo de la plante fraiche, seche et fragmentée
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1.2- Méthodes

L’ensemble des méthodes et des étapes de ce travail sont résumés a travers le diagramme

porté par la figure suivante :

Partie expérimentale

Collecte des parties aériennes de
notre plante Satureja calamintha

Séchage pendant deux semaines a
I’air libre (a la température
ambiante et a I’ombre) ou durant
4 2 5 jours dans de I’étuve

Screening phytochimique

Détermination de la teneur
en eau (taux d’humidité)

Extraction par

hydrodistillation

Huile essentielle.

Calcul du
rendement

Analyse par GC/MS

Evaluation de ’activité
antioxydante

Evaluation de I’activité
antimicrobienne (Etude
qualitative)

Figure 11: Diagramme représentant les différentes étapes de 1’extraction ainsi que les

analyses effectuées sur I’huile essentielle de S.calamintha
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I.2.1- Screening phytochimique
Le but de ces tests est la caractérisation des molécules bioactives contenues dans la
partie aérienne de S.calamintha. Ils sont basés sur des réactions colorimétriques et de
précipitation, la mise en évidence de ces différentes classes de métabolites secondaires que
constitue la plante ,nous a permis d’avoir une idée globale sur ces actions pharmacologique.
Ce screening a été réalisé sur la poudre de S.calamintha, sur son infusé, sur son
décocté ou sur sa macération en se référant aux techniques décrites par Bruneton (1999).
¢ Préparation de I’infusé
Environ 10 g de la poudre végétale sont infusés dans 100 ml d’eau bouillante et gardés
au repos pendant 30 min, puis ils sont filtrés sur une gaze. Le filtrat ainsi obtenu est I’infusé a
10 %.
+ Préparation de la macération
10 g de la poudre végétale et 100 ml d’eau distillée sont laissés pendant 24h, ensuite
sont filtrés sur une gaze. C’est le macéré a 10%.
% Préparation du décocté
10 g de la poudre végétale sont portés a I’ébullition avec 100 ml de I’eau distillée pour
quelques minutes (2 a 15 min), puis laissés se refroidir et filtrer sur une gaze.
I.2.1.1- Recherche des flavonoides
% Les flavonoides libres
A 1 ml de P'infusé¢ ajouter quelques gouttes de HCl concentré et quelques
milligrammes de Mg. La réaction donne une coloration rouge orangé en présence des
flavonoides.
% Les anthocyanes
L’identification des anthocyanes a été faite en ajoutant 10 gouttes d’ammoniaque a 5
ml d’infusé de la poudre végétale a 10 %. La réaction donne une coloration bleu verdatre en
présence d’anthocyanes.
% Les leucoanthocyanes
2 g de la poudre végétale sont introduits dans 20 ml d’un mélange de propanol /Acide
chlorhydrique (1/1). La préparation est placée dans un bain-marie pendant quelques minutes.

Une coloration rouge se développe en présence des leucoanthocyanes.
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I.2.1.2-Recherche des tannins
% Les tannins totaux
Nous avons pris 5 ml d’infusé a 10 % aux quels, nous avons ajoutés quelques gouttes
d’une solution de FeCl; a 5 %. La réaction donne une coloration bleu noire ou verdatre en
présence des tannins.
¢ Les tannins catéchiques
5 ml d’infusé a 10 % avec 1 ml d’HCI sont portés au chauffage pendant 15 min. En
présence des tannins catéchiques, il y aura une formation d’un précipité rouge insoluble dans
I’alcool isoamylique.
% Les tannins galliques
Nous avons introduit a 1’aide d’une pipette graduée 5 ml d’infusé dans une fiole puis
nous avons rajouté 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCls; a 1 %. Apres
agitation, une coloration bleu foncée apparait en présence des tanins galliques.
I.2.1.3-Recherche des glycosides
A 2 g de la poudre végétale, nous avons ajouté 10 ml de H,SO,. La formation d’une
coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des glycosides.
1.2.1.4- Recherche des quinones
¢ Quinones libres
Dans un bécher, 2 g de la poudre humectés par 2 ml d’acide chlorhydrique 1N sont
mis en contact avec 20 ml de chloroforme pendant 3 h. Le mélange est filtré puis agité avec 5
ml d’ammoniaque %2. L’apparition d’une coloration rouge indique la présence des quinones
libres.
1.2.1.5- Recherche des composés réducteurs :
20 gouttes de réactif de Fehling (Annexe 4) sont ajoutées a un 1ml d’infusé a 10 % et
2 ml d’eau distillée. Une réaction positive est caractérisée par I’apparition d’un précipité de
couleur rouge brique.
1.2.1.6- Recherche des oses et holosides
1 ml du décocté a 10 % et 5 ml d’éthanol donnent un aspect floconneux en présence

des mucilages.
1.2.1.7- Recherche des alcaloides

Le mélange de 5 ml d’infusé, 2 ml de HCl et 1 ml du réactif de Dragendroff (Annexe

4) donne un précipité rouge ou orange.
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1.2.1.8- Recherche des coumarines

La présence de coumarines est révélée apres 1’ajout de 5 ml de I’infusé avec 0.5 ml de
NH4OH a 25 % en observant de la fluorescence sous une lampe ultra violette (UV) a 366 nm.
Une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté I’ammoniaque indique la présence des
coumarines.
1.2.1.9-Test de saponines

Nous avons ajouté un peu d’eau distillée a I’infusé, la solution est fortement agitée.
Puis, le mélange est laissé au repos pendant 15 min. La persistance de la mousse d’au moins 1
cm pendant 15 min indique la présence des saponines.
1.2.1.10-O-hétérosides

5 ml d’eau distillée et 0.5 ml de HCI sont ajoutés aux résidus de la poudre végétale
épuisés précédemment par CHCl;. Puis, ce mélange est chauffé pendant 15 min et refroidi en
suite sous courant d’eau froide. Apres filtration, nous avons ajouté 2,5 ml de CHCl; et soutiré
la phase organique ainsi formé. Il y aura 1’apparition d’une coloration marron apres addition
de 0,5 ml de NH4OH dilué indique la présence de O-hétérosides.
1.2.1.11- C-hétérosides

10 ml d’eau distillée et 1ml de la solution de FeCl; a 10 % sont ajoutés a la phase
aqueuse obtenue précédemment avec les O-hétérosides. Ce mélange est chauffé pendant 30
min au bain marie puis refroidi sous courant d’eau froide. La phase organique est séparée
apres agitation avec ’addition de 5 ml CHCls et 1 ml de NH4,OH dilué a 50 %. L’apparition

d’une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de C-hétérosides.

1.2.2- Détermination de la teneur en eau

La méthode utilisée est la dessiccation par évaporation. Nous avons procédés a la
dessiccation du matériel végétal a la température de 103°C + 2°C dans une étuve ventilée
jusqu'a ’obtention d’un poids constant.

La teneur en eau est définie comme étant la perte du poids lors de la dessiccation
(Audigié et al., 1978). Elle est déterminée par le calcul de la différence du poids avant et

apres la dessiccation selon la formule suivante :

H% = P1- P2 X 100
P1
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e H (%) : Teneur en eau.
e P, : Poids de la plante fraiche (g).
P,  :Poids de la plante apres dessiccation (g).

1.2.3- Extraction des huiles essentielles

1.2.3.1- Extraction par hydrodistillation

e Principe
Le principe de ce mode d’extraction consiste a immerger la matiere végétale dans
I’eau bouillante, les vapeurs passant de bas vers le haut font que les poches a essence soumise
a I’action de I’humidité et de la chaleur, éclatent et liberent les HE qui sont devenus volatiles.
Ces composés volatils sont entrainés par la vapeur d’eau produite par le bain aqueux, en
traversant un réfrigérant a I’eau ou ils sont récupérées dans un récipient apres décantation

(Figure 12).

Figure 12: Dispositif de I’hydrodistillation a I’échelle de laboratoire

e Mode opératoire

L’extraction des HE est réalisée en utilisant un appareil de type hydrodistillateur. Une
quantité de 50 g de la plante seche est introduite dans un ballon rempli avec 600 ml d’eau
distillée. L’ensemble est porté a 1’ébullition pendant 3h, le ballon ainsi chauffé produit de la

vapeur chargé de produits volatils, en traversant un réfrigérant, se condense et se recueille

E
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dans une ampoule a décanter ou s’effectue la séparation des deux phases non miscibles :
phase aqueuse et phase organique, cette derniere contient les HE qui se séparent de I’eau par

différence de densité (Figure 13).

Watiére végétale seche + eau 513!1@

Chauffage ﬂ

L Vapeur + HE ’

Condensation ﬂ

E Eau + traces d’HE 1

Décantation ﬂ

E HE + Phase aqueuse’

Séparation N

Figure 13: Diagramme représentant les différentes étapes de 1’extraction des huiles
essentielles de la plante S.calamintha

1.2.3.2- Conservation des huiles essentielles

Les HE sont récupérées et mises dans des petits flacons opaques, puis conservées au
réfrigérateur a 4°C.

1.2.3.3- Détermination du rendement

Le rendement en huile essentielle (Rd) est définit comme étant le rapport entre la
masse de I’huile essentielle extraite (Me) et la masse de la matiére végétale seche utilisée

(Ms) (AFNOR, 1986).

e Mode de calcul

Le rendement est toujours exprimé en pourcentage et donné par la formule

suivante :

)
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Rd=Me/Msx100 I

» Me : Masse de I’'HE (g).

» Ms : Masse de la matiere végétale seche (g).

» Rd: Rendement en HE (%)

1.2.4- Identification des huiles essentielles par Chromatographie en Phase Gazeuse
Couplée a la Spectrométrie de Masse GC/MS

e Mode opératoire
C’est une méthode d’analyse par un Chromatographe en phase gazeuse couplée au
Spectrometre de masse, GC/MS (Perkin Elmer de marque CLARUS 500), qui consiste en la
détermination des masses des especes atomiques ou moléculaires. Elle donne des
informations sur la nature, la composition et la structure des especes présentes dans
I’échantillon analysé et trés utile pour les analyses de traces.

e Systeme et appareillage

La chromatographie utilisée est un Perkin Elmer de marque CLARUS 500 muni d’un
injecteur « split/splitless », associé a un spectrometre de masse, (Quadripdle) de Perkin Elmer.
L’injection des échantillons s’est faite de maniére automatisée. La colonne
chromatographique retenue pour réaliser ces essais est une Elite, SMS (5% Phenyl, 95%

dimethylpolysiloxane) (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm).

e Détection : Spectrométrie de Masse (MS)

Le principe de fonctionnement d’un spectrometre de masse repose sur 1’action d’un
champ électromagnétique sur une particule chargée. L’analyse par spectrométrie de masse
nécessite par conséquent la formation initiale d’ions a 1’état gazeux, a partir de I’échantillon.
L’analyse des ions, c’est-a-dire leur séparation en fonction de leur rapport masse/charge, est

réalisée grace a 1’action d’un champ magnétique.

¢ Identification des composés

Les composés des huiles correspondants aux pics majeurs de chaque chromatogramme
ont été identifies par comparaison de leurs spectres de masses avec ceux des composés
chimiques répertoriés dans une base de données informatisées (Wiley), quand le pourcentage

de comparaison est supérieur de 95% on peut dire que c’est la méme molécule.
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e Conditions opératoires pour GC

» Volume d’injection : 1 ul

» Passeur d’échantillon : Automatique.
» Température d’injection : 250°C

» Température du Détecteur : 310°C
» Gaz vecteur : Hélium.

» Débit de gaz vecteur : 0,5 ml/min

e Conditions opératoires MS

» Mode d’ionisation : Impact électronique
> Délai de solvant : 5,9 mn
» Balayage de Scan entre 50 a 800 m/z

* Programmation de température :
< Température initiale : 100°C (0,5 min)
+¢ Température finale : 280°C (20 min)

+* Augmentation de 8°C/min

1.2.5- Evaluation des activités biologiques
1.2.5.1- Etude de ’activité antioxydante

o Piégeage du radical libre DPPH
e Principe

Cette méthode est basée sur la réduction d’un radical libre trés stable: le 2,2'-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne. Ce
dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogene
(Figure 14). La réduction du radical libre (DPPH) par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée par la
présence d’un donneur d’hydrogene (Burit et Bucar, 2000). Le DPPH est initialement violet,
il se décolore lorsque 1’¢lectron célibataire s’apparait (couleur jaune). Cette décoloration est
représentative de la capacité des huiles essentielles a piéger ces radicaux libres
indépendamment de toutes activités enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des

informations sur le pouvoir anti-radicalaire direct de différentes substances des huiles

essentielles (Molyneux, 2004).
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NO, NO; Q
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Figure 14: Réduction du radical libre DPPH (Molyneux ,2004)

e Mode opératoire

a- Préparation des solutions

La solution de DPPH a 60 mM est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol puis elle est conservée a 4°C a I’obscurité. Des solutions (1 mg/1 ml
de méthanol) de I’huile ou standards (acide ascorbique, BHT) sont fraichement préparées.

A partir de chaque solution mere, une gamme de dilution est préparée (0,8 mg/ml, 0,6
mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml et 0,1 mg/ml).
b- Essai au DPPH

Dans chaque tube de dilution déja préparée, nous avons prélevé 50 ul de I’'HE et
I’ajouté a 1950 pl de solution méthanolique de DPPH. Apres agitation, le mélange réactionnel
est incubé dans 1’obscurité pendant 30 min a la température ambiante. La lecture est effectuée
par la mesure de 1’absorbance a 517 nm par un spectrophotometre contre le blanc qui est
constitué de 2 ml de méthanol.

Le control positif est présenté par une solution d’un antioxydant standard, I’acide
ascorbique (vitamine C) et le BHT don I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions
que I’échantillon test.

c- Expressions des résultats

Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule

suivante :

¢
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u’ Iibition: [(Abs Control — Abs écha

» Abs controle : Absorbance du contrdle (solution de DPPH sans HE).
» Abs échantillon : Absorbance du DPPH en présence des HE.

1.2.5.2- Activités antimicrobiennes
a-Evaluation de P’activité antibactérienne
e Mode opératoire
1-Revivification des souches microbiennes
La revivification de souches microbiennes est réalisée a 1’aide d’une anse de platine

par I’inoculation des colonies bactérienne dans un milieu liquide (Bouillon Nutritive BN)

(Figure 15), les cultures sont incubées ensuite a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures.

Figure 15: Photo des souches bactériennes revivifiées dans le BN

2- Repiquage des souches microbiennes

Les bactéries étudiées sont repiquées dans le milieu Muller Hinton (Annexe 3) par la
méthode de strie, puis incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures. Cette étape permet
I’obtention d’une culture jeune des colonies isolées qui vont servir a préparer 1’inoculum.

3- Préparation de I’inoculum

L’inoculum est préparé¢ a partir des colonies jeunes de bactéries. A 1’aide d’une anse
de platine, quelques colonies ont été prélevées puis introduites dans des tubes a essai
contenant 10 ml de I’eau physiologique stérile, puis ces tubes sont agités au vortex pendant
quelques secondes (Figure 16). La lecture de sa densité optique (DO) a été effectuée a une

longueur d’onde a 625 nm par spectrophotometre, 1’absorbance doit étre entre 0,1 et 0,2.

E
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L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau

physiologique stérile s’il est trop concentré (Labiod, 2016).

Figure 16: Photo de la préparation de I’inoculum

4- Aromatogramme et antibiogramme

15 ml de gélose MH en surfusion sont coulés dans les boites de Pétri, apres
refroidissement et solidification sur la paillasse, 200ul de chaque suspension bactérienne de
concentration préparée a partir de culture jeune sont étalés a la surface du milieu gélose a
I’aide d’une pipette pasteur. Puis avec une pince stérile, des disques de papier Wattman
d’environ 6 mm sont prélevés puis imprégnés avec 15 pl de I’huile essentielle pure et sont
ensuite déposés sur la gélose en trois répétitions (Figure 17) (Murray et al., 1995 ; Gulluce
et al, 2006). Les boites sont fermées avec du parafilm et conservées a 4°C pendant 2h
(Karaman et al., 2001). Elles sont mises a 1’étuve a température de 37°C pendant 24 heures.
Nous avons utilisé le test de sensibilité aux antibiotiques pour étudier 1’antibiogramme
standard des germes utilisés et le comparer avec l’effet de I’huile brute, les disques
d’antibiotiques sont déposés a la surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec
une culture pure de la souche a étudier. La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est
appréciée selon le méme protocole qu’avec les disques de papiers imprégnés de I’huile. Nous

avons utilisé deux antibiotiques différents (Amoxicilline et Chloramphénicol).
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Boite de Pétri
Souches test

Alilieu de culture gélosé (Agar)

Disgue imbibé d huile essentielle

Zomne d’inhibition

Croissance microbienne

Figure 17: Schéma de la méthode des antibiogrammes sur boite de pétri (Pibiri,

2005).
6- Lecture

Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition (Figure 18) et
peuvent &tre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis des huiles

(Ponce et al., 2003).

» Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.
» Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.
» Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 2 19 mm.

» Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm.
b- Evaluation de P’activité antifongique

1- Les levures

La méme procédure de 1’activité antibactérienne a été suivie pour tester 1’activité des
levures, sauf le milieu de culture utilisé dans ce test est Sabouraud et la durée d’incubation
des souches est 48 h. En plus I’antifongicide utilisé est le Fongenal.
2-Les moisissures

Pour I’évaluation de I’activité antifongique, nous avons adopté la méthode du contact
direct, décrite par Singh et al., (2008) ou les diametres de la zone de croissance du mycélium
sont mesurés dont le but est de calculer les taux d’inhibition.

e Mode opératoire

Nous avons liquéfié la gélose Sabouraud a 100 °C. Apres son refroidissement a 45°C,

30 ul de I’huile essentielle sont introduites dans des tubes a essai contenant 13,5 ml de ce

milieu culture. Nous avons mélangé ensuite ces tubes et les coulé dans des boites de Pétri.

=
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Apres solidification de la gélose, nous avons déposé les disques au milieu des boites, prélevé
a ’aide d’une anse de platine d’un fragment de moisissure (Figure 19) et le déposé sur les
disques. Les boites sont fermées avec du para film et conservées a 4°C pendant 2h .Elles ont
été mises dans I’étuve a une température de 28°C pendant 5 jours. Le méme test a été

effectué pour les témoins et le standard (Nystatine).

Aspergillus nigerl Aspergillus niger 2 Aspergillus flavus
Figure 19: Photo originale des souches fongiques (moisissures)

e Expression des résultats
L’effet antifongique de notre HE est déterminé par la mesure de taux d’inhibition de la

croissance apres incubation et comparé a celui du témoin suivant la formule suivante :

s [(DC-DTYDCT 100

» 1(%) : Inhibition de la croissance fongique en pourcentage.

» DC : Diametre de la croissance mycélienne dans un milieu sans HE (témoin)
(mm).
» DT : Diametre de la croissance mycélienne en présence d'huile essentielle

(mm).

Selon Singh et al., (2008) 1’huile est dite :

e Tres active lorsqu’elle posseéde une inhibition comprise entre 75 et 100 %, la souche

fongique est dite tres sensible.
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e Active lorsqu’elle possede une inhibition comprise entre 50 et 75 %, la souche
fongique est dite sensible.
e Moyennement active lorsqu’elle possede une inhibition comprise entre 25 et 50%, la
souche est dite limite.
e Peu ou pas active lorsqu’elle possede une inhibition comprise entre 0 et 25%, la
souche est dite peu sensible ou résistante.
c- Etude statistique

1- Moyennes arithmétiques

. m : moyenne de chaque lot.
. n : effectif du lot.
. Xi : Valeurs individuelles de chaque parametre.

2- Variance et écart type

‘ S?= ﬁ Eni:lm

e S?:variance de la variable, donc I’écart type d’une variable x est définit comme suit :

S« = \.‘EE

Remarque : la zone d’inhibition des souches est représentée en m + S,

3- Test de Student

Les résultats sont calculés a 1’aide d’un logiciel Excel. « T » calculé est comparé au
« T » théorique lue sur la table de Student, Si Tc est inférieure a la valeur lue dans la table
«t» pour un degré de liberté d.d.I= N; + N, _ 2 et le risque 5%, la différence n’est pas

significative. Dans le cas contraire elle est significative.
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Les résultats ont été faits en 3 répétitions. A partir de test de Student par Excel si :

e P>0,05, le résultat est non significatif
e P<0,05, le résultat est peu significatif
e P<0,01, le résultat est significatif

e P<0,001, le résultat est tres significatif

e P<0,0001, le résultat est hautement significatif

&
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Chapitre II : Résultats et discussion

Partie expérimentale

II- Résultats et discussion

I1.1- Screening phytochimique

Avant d’étudier les composés volatiles de S.calamintha, nous avons procédé aux tests

phytochimiques sur la partie aérienne de cette plante (feuilles et tiges) afin d’avoir une idée

globale sur sa composition en substances chimiques (Tableau I'V).

D’apres ce tableau, nous remarquons que la plante est riche en douze groupes de

composés chimiques tels que les flavonoides libres, les anthocyanes, les tanins totaux et

galliques, les glycosides, les saponosides, les composés réducteurs, les oses et holosides, les

alcaloides, les coumarines, les O-hétérosides et les C-hétérosides tandis qu’elle est dépourvue

des leucoanthocyanes, des tannins cachectiques, des quinones libres et des saponines.

Tableau I'V: Résultats de screening phytochimique de la plante S.calamintha

Métabolites Réactions | Résultats Photo
Flavonoides libres Rouge +++
Bleu
Anthocyanes verdatre ++
Leucoanthocyanes Rouge -
Tannins totaux Bleu noire +++
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Tannins Rouge +
catéchiques
Tannins galliques | Bleu foncée +++
Glycosides Rouge ++
brique
Saponosides Précipité +
Quinones libres Rouge -
Composés Rouge +++
réducteurs brique
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Oses et holosides Aspect +
floconneux
Alcaloides Précipité +++
rouge ou
orange
Coumarines Fluorescence 4+
intense
O-hétéroside Marron +++
C-hétérosides Rouge +++

(-) : Absence, (+) : Présence en faible quantité, (++) : Présence en quantité moyenne, (+++) :
Présence en quantité importante.

Cette composition varie d’une espece a l'autre et parfois au sein d’une méme espece.
Benkhedimallah et Kismoun (2014) ont caractérisé cette plante provenant de la méme

région et ils n’ont trouvé que quatre métabolistes secondaires; les flavonoides, les tannins

totaux, les alcaloides, les saponosides et les quinones. Au contraire, Bougandoura (2011), a

travaillé sur la méme espece récoltée de la région de Tlemcen, elle a signalé d’une part, la
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présence des saponosides, des coumarines, des tannins totaux et des flavonoides libres et
d’autre part, I’absence des anthocyanes, des leucoanthocyanes et des composés réducteurs.
Labiod (2016), a aussi étudié cette méme espece récoltée de deux régions différentes
(Annaba et Jijel), elle a trouvé des coumarines, des flavonoides libres, des saponosides et des
tannins totaux en marquant 1’absence des alcaloides et des composés réducteurs. Cette
différence de composition pourrait etre liée a la variation des conditions climatiques et
géographiques.

En effet, nous constatons 1’abondance de divers métabolistes secondaires ce qui confere a
cette plante des propriétés biologiques tres importantes. Selon Smythies (1998), les tannins
sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la
peroxydation. Ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de I’auto oxydation
des lipides. Ils ont aussi la propriété de tanner la peau par création de liaisons entre les
molécules de tannins et les fibres de collagene. Ils permettent aussi de stopper les hémorragies
et de lutter contre les infections (Iserin, 2001).

En plus, les flavonoides constituent un groupe de substances trés importantes qui
présentent un grand intérét dans beaucoup de domaines. Leurs propriétés anti-oxydante,
antivirale, antibactérienne, tinctoriale, les prédestinent a des utilisations dans les industries
pharmaceutiques, agroalimentaires, cosmétiques (Pietta, 2000).De méme, la présence des
saponosides en quantité importante confere aux plantes des propriétés analgésiques, anti-
inflammatoires et anti-oedemateuse (Roux et al., 2007). Les oses et les holosides possedent
un role dans les premieres étapes de la glycolye (catabolisme oxydatif) et des intermédiaires
de la photosynthése (Touitou ,2005).

I1.2- Détermination de la teneur en eau

La détermination de la teneur en eau dans la plante S.Calamintha a donné un taux
d’humidité égal a 82,12 % + 0,006 (Annexe 5). Cette valeur est proche a celle obtenue par
Labiod (2016) correspondant a 79,33 % pour la plante récoltée de la région d’Annaba par
contre elle est supérieure a celle obtenue pour la plante provenant de Jijel (74,66 %). Cette
variation pourrait étre attribuée aux conditions climatiques.
I1.3- Huiles essentielles
I1.3.1- Propriétés organoleptiques

La partie aérienne de la plante a ét€ soumise a une hydrodistillation pendant 3h. Les
extraits ainsi obtenus sont des substances hautement volatiles, d’'une odeur aromatique, douce

mentholée et de couleur jaune pale (Figure 20).
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Figure 20: Photo originale de I’huile essentielle de la plante S.calamintha

I1.3.2- Rendement d’extraction

Le rendement moyen en huile essentielle a été calculé par rapport a la plante seche
(Figure 21), il est estimé a 0,543 % + 0,112 dans le cas ou la plante a été séchée a I’air libre
tandis qu’il est de 0,453 % + 0,258 suite a un séchage a I’étuve (Annexe 6). Cette différence

pourrait étre due a I’effet nocif de la température de I’étuve sur les substances volatiles.

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

B Rendement en %

Rendementen %

Rda Rde

Type de séchage

Rda : Rendement apres séchage a I’air libre Rde : Rendement aprés Séchage a I’étuve

Figure 21: Rendement d’extraction en huile essentielle

Des résultats similaires ont été trouvés par Panizzi et al., (1993), qui ont travaillé sur
cette méme espece provenant de Molina di Quosa (Italie), récoltée durant le mois de juillet,
d’un sol de nature rocheuse, sec et calcique situé a une hauteur de 300 m par rapport au
niveau de la mer contrairement a ceux obtenus par Bensouici et al., (2013) qui ont récolté

cette méme espece de la région de Jijel et ils ont marqué un rendement de 2,1 %.
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Plusieurs auteurs ont rapporté un rendement élevé. Satrani et al., (2001) ont fait des
études sur la méme espece provenant du Maroc et ils ont enregistré un rendement
correspondant a 1,6 %. De plus, en Algérie, Kerbouche et al., (2013) ont récolté
S.calamintha de la région d’El-Affroun (Blida). Ils ont trouvé un rendement de 1,4 % .Par
contre, Labiod (2016), a travaillé sur cette méme plante récoltée de deux zones différentes et
elle a obtenu un rendement de 2,54% pour la zone d’ Annaba contre un rendement de 1,48%
pour la zone de Jijel. Cette variabilité du rendement montre que certains facteurs tels que : la
nature du sol, le climat, I’altitude, la qualité de la matiere végétale utilisée peuvent influencer

la sécrétion des huiles essentielles dans une plante.

I1.4- Analyse de la composition chimique de I’huile essentielle par GC/ MS

L’analyse chimique des huiles essentielles a été réalisée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Les surfaces des principaux composants, leurs
pourcentages ainsi que leurs temps de rétention sont représentés dans la Figure 22 (Annexe

7).
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Figure 22: Chromatogramme de I’huile essentielle de S.calamintha

Les spectres de masse des constituants extraite a partir de la plante S.calamintha sont
comparés avec ceux contenus dans la base de données (Wiley) (Annexe 8). Les résultats ainsi
obtenus sont regroupés dans le Tableau V.

Tableau V: Résultats d’analyses chromatographiques (GC/MS) des fractions volatiles de
S.calamintha

Ordre Nom du Temps de Formule Poids Pourcentage
composé rétention (mn) chimique moléculaires (%)
1 Pulegone 13,77 Ci0H 160 152 22,03
2 Piperitenone 15,08 Ci0H 140 150 10,44
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3 Isopiperitone 15,36 Ci13H»O 194 26,34

4 Menthone 15,63 Ci0H 30 216 20,60

5 Cis- Beta- 16,54 CisHoy 204 1,95

Farnesene

6 Germacrene 17,28 CisHos 204 7,21
Monoterpenes oxygénés 79,41
Sesquiterpenes hydrocarbonés 9,16
Autres 11,43
Total 88,57

Il est a noter d’apres cette analyse qu’il y a en effet des produits majoritaires et des
produits minoritaires. Notre huile essentielle analysée présente six (06) principaux pics dont
leurs temps de rétention sont ; 13,77 mn, 15,08 mn, 15,36 mn, 15,63 mn, 16,54 mn et 17,37
mn, correspondant aux composants chimiques respectifs ; Isopiperitone (26,34 %), Pulegone
(22,03 %), Menthone (20,60 %), Piperitenone (10,44 %), Germacrene (7,21 %) et Cis- Beta-
Farnesene (1,95 %) (Figure 23).

M Pulegone

B Piperitenone

M Isopiperitone

H Menthone

m Cis- Beta-Farnesene

m Germacrene

0 Autre

Figure 23: Composition chimique de I’huile essentielle de S.calamintha
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La composition chimique des huiles essentielles de S.calamintha a été rapportée par
quelques auteurs et le chemotype varie d’une région a une autre.

En Algérie , Labiod (2016) a réalisé cette analyse sur la méme espece provenant de
deux régions différentes et elle a pu mettre en évidence la présence de 20 composants
représentant un pourcentage de 98,83 % de la composition totale de 1'huile essentielle des
S.calamintha de la station d’ Annaba et 34 constituants représentant 99,40 % du volume totale
de l'huile essentielle de la zone de Jijel. Les échantillons de la sarriette provenant d’Annaba
sont dominés par la présence de Piperitone oxide (54,71%), Cyclohexanone,2-(1
methylethylidene)- (20,32%), et Menthone (5,97%). D’autres composes sont également
présents dans cette essence, mais a des teneurs relativement faibles : 1,2-
diisopropenylcyclobutane (4,68%), 3-Octanol (2.32%), Thymol (1.92%) et la Pulegone
(1,72%). Les produits majoritaires des huiles essentielles de la zone de Jijel sont : Menthone
(26,46%), Piperitone oxide (22,26%), Pulegone (14,04%) et Cyclohexanone,?2-
(1methylethylidene)- (9.37%), accompagnés également d’autres constituants avec des
pourcentages moins importants : B-Cubebene (5,51%), Caryophyllene (4,33%) et I’Elixene
(1,93 %).

Aussi, Kerbouche ef al., (2013) ont montrés que I’HE de cette plante est dominée par
la pulegone (39,5 %), le neo-menthol (33 %) et I’isomenthone (19,6 %). De plus, des études
menées par De pooter et al., (1987) sur la méme plante du collectés de jardin de I’université
de Gent en Belgique, ont montré que les composés majoritaires sont: Pulegone (11,5 a 33,2
%), Piperitenone oxide (5,9 a 37,8 %) et la Menthone (4,9 to 8,9 %). Celle de Molina di
Quosa de I'Italie avait le pulegone (46 %), piperitenone oxide (2,53%), piperetone oxide
(2.29%), et la piperitenone (2 %) comme des constituants dominants (Panizzi et al., 1993).

Une autre étude réalisée en France (Corse) sur des spécimens de S.calamintha et
Calamintha nepeta subsp. glandulosa récoltés durant la période de floraison a montré que les
huiles essentielles de ces dernieres sont caractérisées par un chémotype Pulegone-Menthone
(Ristorcelli ef al., 1995).

La composition chimique de I’huile essentielle de 1’espece d’origine serbe (Kitic et
al., 2005) contient majoritairement le pulegone (75,5 %), de I’oxyde de piperitone (6,0 %), de
la menthone (5,3 %) et du menthol (4,3%). Et celle du Maroc réalisée par Satrani et al.,
(2001) possede le p-cymene (20.9%), y-terpinene (18.7%), et le thymol (34.94%) comme

produits majoritaires.
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Ces différences peuvent é&tre attribuées a plusieurs facteurs saisonniers et
environnementaux ; la nature du sol, la zone géographique, la période de récolte et la
méthode d’extraction (Bertini ef al., 2005; Colombo et al., 2013 ; Gende ef al., 2014).

Gilly (2005) a rapporté que la composition biochimique des essences des lamiacées dépend
aussi du lieu de récolte et détermine donc le chémotype et par conséquent la spécificité de
I’huile et les propriétés thérapeutiques.

I1.5- Evaluation des activités biologiques

I1.5.1- Activité antioxydantes

L'activité antioxydante est considérée comme une diminution de l'absorbance de
I'échantillon par rapport a la solution standard de DPPH. Aprés des mesures
spectrophotometriques de la variation de 1’absorbance du DPPH a 517nm (Annexe 9), Les
valeurs obtenues nous ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition (Annexe 10). Les
résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante sont illustrés dans la Figure 24 et ceux

de I’acide ascorbique et de BHT sont représentés respectivement dans les Figure 25 et

Figure 26.
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Figure 24: Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations de

I’huile essentielle (%)
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Figure 26: Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations du

BHT en (%)

L’examen de ces figures montre que I’augmentation de la concentration de
I’échantillon provoque I’élévation de pourcentage d’inhibition du radical libre et par
conséquent 1I’augmentation de 1’activité anti-radicalaire.

Pour une concentration de 1mg/ml, il apparait clairement qu’une faible activité de
11,01 % est obtenue pour I'huile essentielle et qu’elle est devenue 17,39 % avec une
concentration de 10 mg/ml, contrairement aux composés standards (BHT et Acide
ascorbique) qui ont exercé un fort effet antioxydants en prenant respectivement les valeurs de

59 % et 99,15 % pour une concentration de 1mg/ml. D’apres ces résultats, nous remarquons
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que le pourcentage d’inhibition de I’acide ascorbique est supérieur a ceux de I’huile
essentielle et de BHT.

Nos résultats confirment les résultats obtenus par Kerbouche et al., (2013), qui ont
trouvé une valeur de 7,93 % + 0,51 pour une concentration de 1’huile essentielle de 1mg/ml.

Par opposition, Cherat et al., (2013) et Labiod (2016), ont travaillé sur la méme espece
provenant respectivement de deux régions différentes ( Maroc et Algérie) et ils ont trouvé des
pourcentage d’inhibition supérieurs qui varient de 20 au 22,01 % a une concentration de
Img/ml. De plus Labiod (2016), a signalé une bonne activité antioxydante (55 %) sur la
méme espece récoltée de la région d’ Annaba.
cette différence du pouvoir antioxydant est en forte corrélation avec la composition chimique
de la plante (Oke et al., (2009). En plus, Kerbouche et al., (2013) ont rapporté que la faible
activité anti-radicalaire pourrait étre expliqué par la pauvreté en composé€ phénolique. Il est
considéré que l'activité antioxydante des composés phénoliques est due a leur potentiel
d'oxydo-réduction élevé, ce qui leur permet d'agir comme des agents réducteurs, donneurs
d'hydrogene, et des désactivateurs d'oxygene singlet (Miguel, 2010).

D’autres auteur tels que Labiod (2016), a signalé que la forte activité antioxydante
pourrait étre liée a la présence des composés majoritaires ; le piperitone oxide (54,71 %) pour
la plante récoltée de la région d’Annaba et le menthone (26,4 %) pour celle de la région de
Jijel. Par contre, Cherat et al., (2013) ont attribué cette forte activité a la prédominance du
1,8-Cineole (42,94 %).

I1.5.2- Activité antimicrobienne
I1.5.2.1- Activité antibactérienne

Tous les résultats de 1’activité antibactérienne sont illustrés dans le Tableau VI
(Annexe 11).

a- Sensibilité aux antibiotiques

D’apres le Tableau VI, il apparait clairement que toutes les souches se sont révélées
sensibles aux antibiotiques testés avec des diametres d’inhibition variant entre 9 et 41 mm a
I’exception de Listeria innucua qui semble étre résistante. Par ailleurs, la souche la plus
sensible au chloramphénicol est SARM avec une zone d’inhibition de 26,5 £2,5 mm, tandis
que, la souche la plus sensible a I’amoxicilline est Pseudomonas aerogenosa (41 = 0,5 mm).
b- Sensibilité a I’huile essentielle

Selon les résultats présentés dans le Tableau VI, I’essence des parties aériennes de
S.calamintha a montré un effet sur toutes les bactéries testées avec des diametres d'inhibition

compris entre 10,33 + 1,247 et 30 £ 1,632 mm a I’exception Salmonella entrica présentant
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une faible sensibilité avec une valeur d’inhibition de 7,33 + 2,624 mm. En effet, nos résultats
sont statistiquement significatifs (Annexe 12).

D’apres le Tableau VI, nous constatons aussi que les bactéries a Gram + sont plus
sensibles que celles a Gram-. D’une maniere générale, I’hypersensibilité des souches
pourrait &tre expliquée par la nature des parois de la bactérie. Balentine et al., (2006), ont cité
que les bactéries a Gram + dépourvues d’une membrane externe. La différence de sensibilité
de microorganismes renseigne sur un éventuel effet membranaires de ces essences, la paroi
des bactéries a Gram — serait moins perméable aux agents antimicrobiens en raison de sa
structure complexe. La couche externe formé de lipolysaccharides, de protéines et de lipides
agirait comme une barriere a I’entré de différents agents chimiques (Cao et al., 1997).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Labiod (2016) qui a travaillé sur
I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de la méme espece de deux régions différentes
(Jijel et Annaba) contre les souches suivantes ; Staphylococcus aureus ATCC 25923, E.
coli ATCC 25922, Klebsielle pneumoniae ATCC 700603, Enetrobacter feacalis ATCC
29212 en trouvant des diameétres d’inhibition variable entre 13 et 20 mm. De méme, des
résultats similaires ont été rapporté par Bensouici et al., (2016) sur la méme espece ot ils ont
trouvé des valeurs comprises entre 12,5 et 18 mm envers E. coli (HS), Pseudomonas
aeruginosa (HS), Staphylococcus aureus (HS) et Klebsiella pneumoniae (HS).

Aussi, kerbouche et al., (2013) ont travaillé sur la méme espece et ils ont mentionné
des zones d’inhibition entre 10 et 40 mm.

D’une maniere générale, les plantes de genre Satureja ont un effet antibactérien,
Tatjana et al., (2010) ont fait des études sur une autre espece Satureja hortensis et ils ont
signalé des diametres d’inhibition entre 15 et 23 mm .

En effet, notre plante étudiée exerce une bonne activité antibactérienne qui pourrait
étre liée a la présence du pulegone. Ceci est conforme avec les résultats de Kerbouche et al.,
(2013). De plus, Panizzi et al.,, (1993) ont constaté que la bonne activité antibactérienne de
I’huile essentielle peut Etre attribuée aux composants majoritaires ; menthone et pulegone ou a
la pipéritone et a la piperitenone avec leurs oxydes. Gueldner et al., (1985) ont attribué cette
bonne activité antibactérienne aux fonctions aldéhyde, cétone et alcool. Par contre Tatjana et
al., (2010) ont trouvé que le carvacrol est le composé responsable de I’activité antibactérienne
dans une autre espece de satureja (Satureja hortensis ) .

D’autre auteurs tels que Wang et al., (2012) ont démontré qu’une huile essentielle

entiere exerce une activité antimicrobienne supérieure qu’un mélange de composants majeurs
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de la méme huile essentielle, ce qui suggere que les composants mineurs peuvent avoir un

effet synergique.

Tableau VI: Activité antibactérienne de 1’huile essentielle de S.calamintha et

antibiogramme
Zone
Zone d’inhibition | Zone d’inhibition | d’inhibition
Souches bactériennes d’huile du de
(mm) Chloramphénicol | I’Amoxicilline
(mm) (mm)
Staphylococcus aureus 13,66 + 4,496**A 25+0 12,5+2.5
Listeria innucua 10,3311,247**>kA B 0 0
Bacillus creuse 24 + 1,414****]3 20+0 o+ 1
E.coli 12+1632 "B 22,5+0,5 1843
Klebseila pneumonie 11 + 0,816****A L 25,5+0,5 18 +1
Salmonella typhique 22 + 1,632**B 245 +1,5 102
Enterococcus faecalis 18,33 + 4,714**"&*B 0 8+1
Salmonella enterica 7,33 + 2,624**A 17,5+1,5 75+1.5
SARM 30+1,632 B 26,5+2.5 18+ 1
Pseudomonas aerogenosa | 10,3 + 4,109**A***B 23+0 41,5+0,5

A : Chloramphénicol, B : Amoxicilline

I1.5.2.2- Activité antifongique

La réalisation de I’activité antifongique a été effectuée par la technique de contact

directe pour les moisissures et diffusion sur disque pour les levures.

a-- Les levures

Les résultats de cette étude sont illustrés dans le Tableau VII. Dans le cadre de cette

recherche, nous constatons que la souche Candida albicans est la plus sensible a

I’antifongique (fongenal) par rapport aux autres souches de levure testées. Elle présente un

diametre d’inhibition égale a 26,5 £ 0,5 mm tandis que Candidas tropicalis 1 et 2 donnent

respectivement des zones d’inhibition suivants 8,33 + 0,471 et 7,66 + 0,942 mm.
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Concernant le test de sensibilit€é aux huiles essentielles de S.calamintha, nous
remarquons que la souche Candida tropicalis 2 révele un diametre d’inhibition le plus élevé
correspondant a 39,33 + 4,71 mm, suivi par Candidas albicans (20 mm) et Candidas
tropicalis 1 (10,66 £ 1,699 mm) (Annexe 13).

D’apres le Tableau VII, il apparait clairement que tous les résultats sont
statistiquement significatifs a 1’exception de celui de Candidas tropicalis 1 qui est non
significatif avec une probabilité de 0,066 (Annexe 14). De méme, il est observé que notre
huile essentielle est plus efficace que le Fongenal vis-a-vis de Candidas tropicalis 2, il exerce
un effet 5 fois plus élevé que 1’antifongique.

Nos résultats sont proches de ceux obtenus par Labiod, 2016) qui a signalé des zones
d’inhibition de 18 a 18,5mm contre Candidas albicans. Par contre, ils sont meilleurs que ceux
rapportés par Kerbouche et al., (2013). D’autres études faites sur Satureja hortensis
confirment nos résultats (Tatjana et al., 2010) .Cet effet anti-candida de notre huile
essentielle pourrait €tre en relation avec la présence du pulégone dans sa composition
chimique.

Dans une étude sur Micromeria cilicica, dont I’essence et son principal constituant (le
pulegone) ont montré une forte activité antimicrobienne a 1’égard de dix microorganismes
parmi eux Candida albicans. L’essence dont la pulégone est le constituant majeur a présenté
un pouvoir antimicrobien tres important. Par ailleurs, la pulégone pure s’est montré deux fois
plus active que la nystatine, antifongique standard utilisé vis-a-vis du candida albicans (Duru
et al., 2004).

Dans le méme contexte, d’autres auteurs, tels que Mijat et al., (2017) ont attribué

cette activité a I’effet synergique entre les composés chimique majeurs et mineurs.

Tableau VII: Activité antifongique de I’huile essentielle de S.calamintha et de

Fongenal (Anti-candida)

Souches Zone d’inhibition d’huile | Zone d’inhibition Fongenal
Candida albicans 20+ 0 fongenal 26,5 +0,5
Candida tropicalis 1 10,66 + 1,699 8,33 +0,471
Candida tropicalis 2 39,33 +4.,71 el 7,66 +0,942
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b- Les moisissures

Le Tableau VIII rapporte les résultats du pourcentage d’inhibition déterminé a partir
des diametres des zones d’inhibition.

Les trois souches fongiques réagissent différemment contre la nystatine: Aspergillus
niger 1 et Aspergillus flavus semblent étre les plus résistantes avec des pourcentages
d’inhibition entre O et 25 % .Par contre, Aspergillus niger 2 se révele peu sensible (28,88 %).

Dans le cas des HE, il s’est montré que Aspergillus flavus est tres sensible (71,25 %)
par rapport aux autres souches Aspergillus niger 1 et 2 qui prennent respectivement les
pourcentages d’inhibition suivants 54,44 % et 48,88 % (Annexe 15). Dés résultats similaires
ont été rapportés par Labiod et al., (2015), qui ont travaillé sur ’'HE de la méme plante
(S.Calamintha) contre des souches d’Aspergillus.sp et ils ont trouvés une bonne activité
antifongique qui augmente avec 1’augmentation de la concentration de I’HE. Par contre, Azaz
et al., (2002) ont trouvé une faible activités antifongique en travaillant sur des huiles
essentielles des autres especes du méme genre.

En effet, notre huile essentielle exerce une bonne activité antifongique sur les trois
moisissures testées. Ceci pourrait étre du a la présence de la pulégone et I’isopiperitone.

Labiod et al., (2015) ont attribué cette activité a la présence de menthone, de
pulegone et de piperitone oxide. Javidnia et al., (1996) ont aussi confirmé que la pulegone a
un effet fongicide, qui peut €tre expliqué par une action inhibitrice sur la production des
enzymes hydrolytiques (Protéases et Phospholipases) sécrétées par les champignons (Samber

etal, 2014).

Tableau VIII: Activité antifongique de I’huile essentielle de S.calamintha et de la

nystatine (Anti-moisissure)

Les moisissures Pourcentage d’inhibition | Pourcentage d’inhibition de
de ’HE (%) la nystatine (%)
Aspergillus nigerl 54,44 3,33
Aspergillus niger?2 48,88 28,88
Aspergillus flavus 71,25 17,5
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Conclusion et perspectives

Notre étude comporte deux objectifs principaux, le premier se focalise sur le screening
phytochimique da la partie aérienne de la plante S.calamintha provenant de la région du
Jijel. Le second, consiste en extraction des huiles essentielle et en évaluation de leurs activités
biologiques.

Les résultats du screening phytochimique de notre plante a mis en évidence la
richesse de cette plante en métabolites secondaires, ou nous avons constaté 1’abondance des
flavonoides libres, des anthocyanes, des tannins (totaux catéchiques et galliques), des
glycosides, des composés réducteurs, des alcaloides, des coumarines, des O-hétérosides, des
C-hétérosides, des saponosides, des oses et holosides a 1’exception des leucoanthocyanes et
des quinones libres. Toutes ces substances conferent a cette plante des propriétés biologiques
treés importantes.

Le test d’humidité a révélé que la plante possede un taux d’humidité tres élevé
correspondant a 82,12 % + 0,006.

Par ailleurs, L’extraction des HE par hydrodistillation sur la plante séchée a I’air libre
et a I’étuve a donné respectivement les rendements suivants : 0,543 % + 0,112 et 0,453 % +
0,258.

L’analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC/MS) a pu identifié 88,57 % du volume total de notre huile
essentielle, elle a présenté six composants qui sont : I’isopiperitone (26,34 %), la Pulegone
(22,03 %), Menthone (20,60 %), Piperitenone (10,44 %), Germacrene (7,21 %) et Cis- Beta-
Farnesene (1,95 %).

Apres I’extraction, la détermination du rendement et 1’analyse des huiles essentielles
par GC/MS, nous avons procédé a 1’évaluation de leurs activités biologiques. Dans ce sens,
notre huile essentielle a une concentration de 1mg/ml exerce une faible activité anti-
radicalaire avec un pourcentage d’inhibition de 11,01% .Par contre, I’étude in vitro du
pouvoir inhibiteur des huiles révele que les HE de la plante exercent un effet inhibiteur
puissant sur la majorité des souches bactériennes testées avec des diametres d’inhibition
compris entre 10 et 30 mm. De plus I’action des HE sur les champignons a montré que I’'HE
possede une activité inhibitrice tres forte sur la croissance mycélienne de ces champignons.

Pour mieux exploiter cette plante :

- Des recherches complémentaires seront nécessaires pour identifier, isoler et purifier 1I’espece

chimique ou les composés responsables de ces activités biologiques ;
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- Il serait intéressant de compléter ce travail par la détermination de la concentration minimale

inhibitrice (CMI), concentration minimale bactéricide (CMB) et concentration minimale
fongicide (CMF) ;

Une étude in vivo est souhaitable, pour tester 1’activité anti-inflammatoire et
anticoagulante ;

Il serait important d’extraire et tester les autres métabolites secondaires.
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Annexe 1 : Liste du matériel non biologique

Réactifs Verreries Equipements et appareils
Acide chloridrique concentré, | Eprouvettes Bain marie
(IN), (0.1N) o
Tubes a essai stériles Plaque chauffante
Propanol )
Entonnoirs Balance
FeCls (1 %), (5 %), (10 %)
Spatules, baguettes Spectrophotometre
NaOH (1N) ‘ ‘
Pipettes graduées Réfrigérateur
Mg
Erlenmeyer Chronometre
Ammoniaque concentré, %2, ) ]
Fiole jaugée Embouts pour les
(25 %), (50 %) o
Micropipettes
Ballons
Ethanol
Etuve
Verre de montre
Chloroforme .
Agitateur
Flacons en verre
Méthanol
) Vortex
Pince
Acétate de sodium
) Moulin €électrique
Pipette pasteur
Acétate de plomb
Gaze
Ampoule a décanté
Réactifs de Fehling
Crochets
Réactif de Dragendroff )
Portoir

BHT

DPPH

Acide ascorbique

Eau physiologique stérile
NaCl

Agar

Boites de pétries

Disques de papier Wattman

Epindoffs
Lampe UV

PH-meétre
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Chauffe ballon
Pince
Hydrodistillateur
Papier filtre
Seringue

Micropipettes

Annexe 2 : Généralités sur les souches microbiennes testées

¢ Bactéries
1-Staphylococcus aureus (le staphylocoque doré)

Cocci a Gram positif, immobiles et disposées en amas, responsables d’infections
graves communautaires et nosocomiales, d’infections des plaies, de la peau et du sang, des
abces, ostéites, otites, infections urinaires, endocardites, gastro-entérites et infection
pulmonaires. acquiert facilement des résistances aux antibiotiques et en particulier a la
pénicilline, a la méthicilline 1 (MRSA), et aux fluoroquinolones mais sensible aux B-
lactamines (Perry et al., 2004).

2- Listeria innucua

Listeria innocua est I'une des six especes appartenant au genre Listeria. Il se trouve
largement dans l'environnement (comme le sol) et les sources alimentaires. Il peut survivre a
un pH et a une température extrémes, et a une forte concentration de sel. En termes
d'apparence, c'est une bactérie Gram - positive en forme de tige. C'est une bactérie non-spore.
Il peut vivre individuellement ou s'organiser en chaines avec d'autres bactéries Listeria
innocua. C'est un mésophile fonctionnant a une température optimale de 30 a 37 degrés
Celsius. Listeria innocua ressemble beaucoup a ses autres membres de la famille, la Listeria
monocytogenes pathogene (Buchrieser et al., 2003).

3- Bacillus cereus

Est une bactérie appartenant au genre Bacillus. La morphologie du germe correspond a
un grand bacille en forme de batonnet de 1 um de large pour 3 a 4 um de long, sporulé,
mobile grace a une ciliature_péritriche, d'une longueur supérieure a 3 um et d'un diametre

moyen de 1,4 um et de type respiratoire aéro-anaérobie, présentant une positivité a la


https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillus
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coloration de Gram, et synthétisant deux types de toxines : une toxine thermostable et une
toxine thermolabile. Une croissance est observée a des températures se situant entre 10-20 °C
et 35-45 °C, la température optimale étant d’environ 37 °C.
4- Escherichia coli

Bacilles a gram négatifs asporules, la famille des entérobactéries, fermentent le lactose
et le glucose, responsables des infections urinaires, septicémie méningite du nourrisson, de
plaies opératoires et gastro-entérites.
5- Klebseila pneumoniae

Non mobiles, capsulés avec colonies a aspect de muqueuses sensibles a la
Gentamicine, Kanomycine, Céphalosporine et Polymyxine B mais pas sensibles a la
pénicilline. Commensale du tube digestif, provoquent des infections urinaires ou respiratoires
parfois compliquées de septicémies et des infections nosocomiales (Garbonnelle et al.,
1987).
6- Salmonella typhique

Ce sont des entérobactéries bacilles a Gram négatifs , mobiles dans toutes les
directions grace a des flagelles. Elles sont aéroanaérobies facultatifs, Elles possedent
un génome sous la forme d'un chromosome de pres de 5 millions de paires de bases, qui code
pour environ 4.500 protéines, Elles provoquent deux types de maladies : des gastro-
entérites par  intoxication alimentaire (salmonellose), et des fievres typhoides et
paratyphoides.
7- Enterococcus faecalis

Gram positif anaérobie facultatifs, flore normale du tractus gastro-intestinal, des voies
génitales féminines, et de la cavité orale, entrainent des infections des voies urinaires, des
plaies et des tissus mous. une endocardite en présence de valvules cardiaques déja lésées,
résistant aux B-lactames, aux aminoglycosides et a la vancomycine (Teixeira et al., 2007).
8- Salmonella enterica

est une forme de tige , flagellé , anaérobie facultative , Gram négatif bactérie et un
membre  du genre Salmonella. Un  certain nombre  de sérovars sont  des agents
pathogenes humains sérieux. Salmonella enterica a 7 sous-especes, et chaque sous-espece a
associé des sérotypes qui different selon la spécificité antigénique. Il existe plus de 2500
sérovars pour S. Enterica . Salmonella bongori était auparavant considérée comme une sous-
espece de S. enterica, mais elle est maintenant l'autre espece du genre Salmonella . La
plupart  des sérotypes  de Salmonella pathogenes humains appartiennenta la  sous-

espece entérique.
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9- Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline ou SARM est une infection bactérienne
qui résiste aux antibiotiques de type méthicilline.
10- Pseudomonas aeruginosa

Bacille a Gram négatif, mobile aérobie, non capsulé. Agent pathogéne opportuniste
actif, résistance a I’ampicilline, céphalothine, triméthoprine et acide nalidixique. provoque des
infections nosocomiales, sous forme d’infections urinaires, d’infections du sang, des plaies et

de I’appareil respiratoire (Perry et al., 2004).

+* Champignons
1- Levures
1.1- Candida albicans
Levures avec colonies grandes et rondes, vivant a 1’état normal dans la bouche, le
vagin et le tube digestif, responsable d’infections fongiques superficielles (le muguet, des
vulvo-vaginites) et systémiques chez des individus immunodéprimés (Art et Shears, 1997).
1.2- Candida tropicalis
Candida tropicalis (céréales, eau, sol), représente environ 4 % des Candida spp. isolées chez
I’homme (tube digestif, voies urinaires et respiratoires) (Weinberger et al., 2005)
2- Moisissures
«* Aspergillus
Aspergillus est un genre fongique asexué, qui consiste a plus de 180 especes
officiellement reconnues réparties en 18 groupes (essentiellement définies d’apres les
caracteres de l’appareil reproducteur) morphologiquement, génétiquement et
physiologiquement proches. Il se caractérise par des longs hyphes qui se terminent par la
formation d’une structure globuleuse, contenant des spores ressemblant la forme d’un
goupillon (Pasqualotto, 2010).

2-1 -Aspergillus flavus
Ce sont des colonies duveteuses a poudreuses, d’abord blanche puis jaunes-verts leur

température optimale pour la croissance est 37°c, la vitesse de croissance est de 4 a 5 jours
(chabasse et al., 2002)
2-1- Aspergillus niger

L’ Aspergillus niger, 1'espece la plus commune, soit reconnu comme opportuniste
pathogene, sans spécialisation d'hote, les autres membres de la section Nigri sont

généralement considérés comme des champignons bénins. Capacité de produire I'ochratoxine
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A (3 a2 10% des souches connues d’A. niger produisent ces mycotoxines sous certaines

conditions fermentatives) (Masayuki et Katsuya, 2010).

Annexe 3 : Préparation des milieux de culture

Gélose Mueller-Hinton

Extrait de VIANAe .......o.oiiiii i e 2g
Peptone de CasEine. ..........ooiuiiiiiii i 15¢
AMIAON A MALS. .. e ettt e e et et e 1.5¢
N . | Pt 17¢g
Eau distillée. .. ... 1L
pH=74

Autoclavage pendant 15min a 120C°

Milieu Sabouraud

Peptone de CaSEINe. .........oviniii it S5g
Peptone de VIANAe. ........c.oiiuiiii i e 5¢g
GIUCOSE. . ettt e 20g
N P 15¢
Eau distillée. ..o IL
pH =5

Autoclavage pendant 15 min a 120C°

Bouillon Nutritif

POPtONE. ..o e 10g
L S5¢g
Extrait de BoeufL. ... .o 10g
Eau distillée ... e IL

pH=73+0.2
Autoclavage pendant 15 min a 120C°

Milieu Sabouraud-liquide

Peptone de CaSEINe. ... ...ouuiiint it S5g
Peptone de VIANAEe. .........ooiuiiiiii e S5g
GlUCOS. .ottt e e 20g
pH =5

Autoclavage pendant 15 min a 120C°.
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Annexe 4 : Préparation des réactifs

Réactif Drangendroff : Il s’agit d’'un mélange (V/V) de deux solutions A et B.
» Solution A :

Nitrate de bismuth............ooii 0.85¢g
Eau distillée. ..o 40ml
ACIAE ACEHIQUE. ...ttt e e e 10ml

» Solution B :
Tode de POtasSTUML. ......einute it 8g

Eau diStillEe. ..o oottt 2ml

+* Nous mélangeons les deux solutions, ensuite nous ajoutons 20ml de 1’acide acétique et

nous complétons a 100 ml avec de I’eau distillée

Préparation de réactif Fehling : 11 s’agit d’un mélange (V/V) de deux solutions
A et B.
» Solution A :

[O11 Yo Y 35
g

Eau diStllEe. . ..ot e 500ml
HQSO4“ .................................................................................. Sml

+¢* Laisser refroidir et compléter a 1L avec de ’eau distillée

> Solution B :
Sel de SEIGNEILE ...ttt e e 150g
Eau diStillEe. ..ottt 500ml

+¢* Refroidir et ajouter 300 ml de lessive non carbonatée puis ajuster jusqu'au 1L avec de

I’eau distillée

NB : Mélanger les deux solutions a volume égale au moment de 1’emploi.

Annexe 5 : Détermination de la teneur en eau

Plante Essai 02 81.18 % 82.12% 0,006

Essai 01 82.57 % Moyenne Ecart-type

Essai 03 82.60 %
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Annexe 6 : Résultats du rendement d’extraction apres deux types de séchage

Rendement apres séchage a 1I’étuve Rendement apres séchage a I’air libre
1 0.18 1 0.615
2 0.876 2 0.413
3 0.346 3 0.458
4 0.413 4 0.689
Moyenne 0.453 Moyenne 0.543
Ecart-type 0.258 Ecart-type 0.112

Annexe 7 : Chromatogramme de I’analyse de I’huile essentielle par GC/MS
(S.calamintha)

1004 5.36
| / 15.29
. 1522 | 1562
\.I
s0s | r
R |
A
% (\
[
- 377 fl g
1 14.04 |
. ] 555 16.54 ’ 1758
v { U "l '1 17.50
2 Lf v L/ LA A AA AN Time (gun)
U433 1383 0 1433 0 148T 0 1533 1582 1633 1683 1133 ?52. U330 iBEr 0 1233 0 19.8F

Annexe 8 : Spectres de masse de I’huile essentielle de S.calamintha

+* Temps de rétention : 13.77mn

10 15 4

4" & 2
d

21 2425 8 65|60 7 f B gy B% 0T P 15 s

il E'5|| |x W f5f\|.nx \||. N NNy e N e, nl

18 2% 3% 4 53 68 73 B3 o8 108 118 128 138 148 153
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+¢ Temps de rétention : 15.08mn

© 180
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¥
F
T 1Ty B | 198 % 13
£ SN %' 2513 | 143143) 1"
13 asﬂg|93 s U o e P s
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+* Temps de rétention : 15.36mn
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1
1 712013 33135
ﬁ,gﬁg? % 1 1 W4 "{151 Pl o ma W

Gt v 155 146 156 g6 176 186 195 ﬁ'm




Annexes

+¢ Temps de rétention : 17.28mn
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Annexe 9 : Densité optique de la réduction du DPPH par I’huile et les standards (AA et BHT)

C1 C2 C3 C4 Cs5 C.control
Huile 0.654 0.635 0.646 0.665 0.658 0.707
AA -0.020 -0.027 0.006 0.080 0.203 0.707
BHT 0.214 0.292 0.426 0.458 0.534 0.522

Annexe 10 : Pourcentage d’inhibition de I’huile essentielle, AA et BHT

C1 C2 C3 C4 Cs
% d’inhibition 59% 44.06% 18.39% 12.26% -2.29%
de BHT
% d’inhibition 102.82% 103.81% 99.15% 88.68% 71.28%
d’AA
% d’inhibition 7.49% 10.18% 8.62% 5.94% 6.93%
d’HE

Annexe 11 : Résultats de ’activité antibactérienne
Test de I’huile essentielle Test de I’antibiotique

Staphylococcus aureus
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Pseudomonas aerogenosa

SARM

Klebseila pneumoniae

Salmonella enterica
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Bacillus cereus

Listeria innucua

Annexe 12 : Test de Student pour les souches bactériennes

Souche bactériennes Chloramphénicol Amoxicilline
Staphylococcus aureus 0.015 0.681
Listeria innucua 0.0004 0.0004
Bacillus cereus 0.249 1,5234E-05
E.coli 0.0004 0.0545
Klebseila pneumoniae 1,11227E-06 0.0006
Salmonella typhique 0.093 0.001
Enterococcus faecalis 0.004 0.018
Salmonella enterica 0.0015 0.9194
SARM 0.117 7,98333E-05
Pseudomonas aerogenosa 0.0085 0.0005
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Annexe 13 : Résultats de I’activité antifongique (Anti-candida)

Test de I’huile essentielle Test de I’antifongique

Candida tropicalis 1

Candidas tropicalis 2

Annexe 14 : Test de Student pour les souches fongiques (levure)

Souche fongique Fongenal
Candidas albicans 0.0019
Candidas tropicalis 1 0.0666

Candidas tropicalis 2 0.0006
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Annexe 15 : Résultats de I’activité antifongique (Anti-moisissure)

Test de I’huile essentielle Témoin Test de I’antifongique

Aspergillus flavus

Aspergillus niger 2
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Glossaire

e Akene
Est un fruit, sec, dont la graine unique pas soudée a son enveloppe appelée péricarpe, il ne

s’ouvre pas pour se vider de son contenu : c’est un fruit indéhiscent.

e Alléopathique
Est ’ensemble des interactions biochimiques direct ou indirect, positive ou négative d’un

organisme sur un autre inhibant le développement de nombreuses especes.

® Antagonisme
Se dit de toute substance, organe ou phénomene dont I’action est opposée a toute autre
substance, organe ou phénomene.

® Apoptose
Est une forme physiologique de la mort cellulaire hautement régulé et qui est indispensable a
la survie des organismes multicellulaire.

e Endémique
En biologie une espece ou un organisme endémique est spécifique a une région géographique
particuliere et bien limitée. Un organisme est dit endémique lorsqu’il ne vit que dans une

région donnée.

® Gamopétales
Sous-classe de plantes dicotylédones dont les fleurs ont une corolle formée de pétales soudés
entre eux.

® Spore
Elément issu de la reproduction sexuée des champignons et destiné a assurer la survie du
champignon et sa propagation.

® Synergie
Est un type de phénomene par lequel plusieurs facteurs agissant en commun (ensemble)

créent un effet global.
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