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Résumé

Les recherches récentes tendent a exploiter les ressources biologiques naturelles en raison de leurs
vertus bénéfiques pour la santé humaine afin qu’on puisse contourner les problémes liés a I'usage
abusifs des substances synthétiques. Pour cet objectif, deux espéces appartenant a la famille des
Apiacées; Carum montanum, provenant de Sétif, et Daucus gracilis, provenant de Skikda, ont fait
I’objet de cette étude. Les HE de chaque plante ont été obtenu par hydrodistillation de leurs parties
aériennes en utilisant un appareil d’extraction de type Clevenger et les extraits bruts ont été obtenus
par macération hydroalcoolique méthanol/eau. L’analyse des HE a été faite par la chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/MS) et le Nothoapiole a été purifié par
chromatographie successive sur colonne de gel de silice. Le dosage des polyphénols totaux des Eb a
été réalisé suivant la méthode de Folin-Ciocalteu. L’activité antimicrobienne des HE et des Eb a été
estimé qualitativement sur 25 souches microbiennes par la technique de diffusion sur gélose, ensuite
quantifiée par trois méthodes pour déterminer les CMI correspondantes. Les souches sensibles ont
fait ’objet de d’étude de bactéricidie et de lyse cellulaire. En paralléle, les effets antioxydants des
HE et des Eb ainsi que ceux de leurs combinaisons ont été testé par la technique du DPPH et celle du
pouvoir réducteur. Les Eb ont été testé pour évaluer leurs activités antihémolytiques et
antidénaturantes. Les deux HE sont caractérisées par la présence des phénylpropanoides. L’HE de
C.montanum contient principalement le Nothoapiole (62.8%), le Dillapiole (8.5 %) et I’a-Humuléne
(7.1%). Alors que celles de D. gracilis contient majoritairement 1’Elemicine (35.3 %) et I’ Acétate de
géranyl (26.8 %). Les deux extraits sont tres riches en polyphénols totaux ; C. montanum 101.50
ng/mg et D. gracilis 149.05. Le criblage antimicrobien a montré une activité des HE et des extraits
allant de la résistance a la sensibilité sur I’ensemble des souches testées. Les CMI des HE différent
en fonction du germe et en fonction de la méthode utilisée. La souche de B. cereus est la plus
sensible avec des CMI de I’'HE de C. montanum de 4.86ug/ml par microdilution liquide, 55.5 pg/ml
par macrodilution liquide et de 17.15ug/ml par macrodilution solide avec I’'HE de D. gracilis.
L’action des HE au cours du temps n’est pas trop prononcée. Les HE agissent modérément sur la
membrane plasmique de K. pneumoniae et celle de P. mirabilis mais celle de B. cereus n’est pas du
tout affectée. Les HE et les extraits de C. montanum et de D. gracilis présentent une activité
antiradicalaire tres importante en utilisant le test de piégeage du radical DPPH ; ICso= 0.001, 0.002,
0.065 et 0.06 mg/ml respectivement. Ils ont montré également des pouvoirs réducteurs dose
dépendants. Les extraits des deux plantes possédent des activités antihémolytiques et antidénaturante
des protéines (ICso de Carum 298,12 ug/ml et Daucus 554,07 pg/ml) inferieurs a celles des
références. En conclusion, ces plantes posseédent des effets biologiques intéressants qui varient en
fonction de la souche testée et de technique utilisée.

Mots clés : Apiacées, huiles essentielles, phénylpropanoides, polyphénols, activité antimicrobienne,
activité antioxydante, activité synergique.



Abstract

Recent researches tend to exploit natural biological resources because of their beneficial properties
for human health to overcome the problems associated with the improper use of synthetic substances.
For this purpose, two species belonging to the family of Apiaceae; Carum montanum, from Setif, and
Daucus gracilis from Skikda, were the subject of this study. Essential oils (EO) of each plant were
obtained by steam distillation of their aerial parts using a Clevenger type extraction apparatus and the
crude extracts (CEs) were obtained by hydroalcoholic maceration (methanol/water). The analysis of
EOs was made by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS) and the Nothoapiole
was purified by successive chromatography on a silica gel column. The determination of total
polyphenols in CEs was performed according to the method of Folin-Ciocalteu. The antimicrobial
activity of EOs and CEs were estimated qualitatively on 25 microbial strains by the agar diffusion
method, and then quantified by three methods for determining the corresponding MICs. The action
of EOs on susceptible strains was tested by the time kill assay and bacterial lysis experience. In
parallel, the antioxidant effects of EOs and CEs as well as their combinations were tested by the
technique of DPPH and reducing power assay. CEs were tested to assess their antihémolytic and
protein antidénaturant activities. Both of EOs are characterized by the presence of phenylpropanoids.
The EO of C.montanum contains mainly Nothoapiole (62.8%), the Dillapiole (8.5%) and the o-
Humulene (7.1%). While D. gracilis‘s EO contains predominantly the Elemicin (35.3%) and the
Geranyl acetate (26.8%). Both of extracts are rich in total polyphenols; C. montanum 101.50 and D.
gracilis 149.05 ug / mg. The antimicrobial screening showed an activity of EOs and extracts from the
resistance to susceptibility on all strains tested. The MICs of EOs are different depending on the
bacterial strain and the method used. B. cereus is most susceptible strain with MIC of C. montanum’s
EO of 4.86pg /ml by liquid microdilution, 55.5 ug /ml by liquid macrodilution and 17.15pg /ml of D.
gracilis ‘s EO by solid macrodilution. The action of EOs over time is not too pronounced. EOs act
moderately on the cytoplasmic membrane of K. pneumoniae and P. mirabilis but B. cereus’s
membrane is not at all affected. EOs and extracts of C. montanum and D. gracilis have a very
important antioxidant activity by DPPH radical scavenging test; ICso = 0.001, 0.002, 0.065 and 0.06
mg / ml respectively. They also showed dose-dependent reducing powers. The extracts of the two
plants have antihémolytic and protein antidénaturant activities of (ICsy for Carum 298.12 ug /ml and
554.07 g /ml for Daucus) lower than those of references. In conclusion, these plants possess
interesting biological effects that vary according to the tested strain and the technique used.

Keywords: Apiaceae, essential oils, phenylpropanoids, polyphenols, antibmicrobial activity,
antioxidant activity, synergistic activity
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ABREVIATIONS

AMP : Ampicilline

ATCC : American Type Culture Collection
ATP : Adénosine Tri Phosphate

BHT: Butylated hydroxytoluen

BN : Bouillon Nutritif

CG/SM : Chromatographie en Phase Gaz Couplée a la Spectrométrie de masse
CMB : Concentration Minimale Bactéricide
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
CPG : Chromatographie en Phase Gaz
DMSO : Diméthyle sulfoxyde

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl

Eb : Extrait brut

ERO : Espéces Réactifs a I’Oxygéne

G : Gentamicine

GN : Gélose Nutritive

HE : Huile essentielle

ICs, : Concentration inhibitrice a 50%
MHA: Muller-Hinton Agar

NA: Nothoapiole

NCLSI: National Clinical and Laboratory Standards Institute
OMS : Organisation mondiale de la Santé
QMI : Quantité Minimale Inhibitrice

RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire

UFC : Unité Formant Colonies
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INTRODUCTION

La médecine traditionnelle existe depuis toujours : elle est la somme totale des
connaissances, des compétences et des pratiques qui reposent, rationnellement ou non, sur les
théories, les croyances et les expériences propres a une culture et qui sont utilisées pour maintenir les
étres humains en bonne santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies
physiques ou mentales (OMS, 2000). Grace a la nouvelle attraction pour les produits naturels,
certains produits d’origine végétale sont devenus des alternatifs efficaces ou des compléments a des
composés synthétiques de l'industrie chimique, sans aboutir aux effets secondaires manifestés par ces

derniers (Bakkali et al., 2008).

Le terme «produits naturels» couvre une gamme tres vaste et diversifiée de composés
chimiques issus et isolées a partir d’une source biologique, ces produits peuvent étres ; soit des
organismes entiers (par exemple, une plante, un animal, ou un micro-organisme) qui n'a pas été
soumis a tout type de traitement autre qu’un simple processus de conservation (par exemple le
séchage), soit une partie d'un organisme (par exemple, les feuilles ou les fleurs d'une plante ou un
organe animal isolé), soit un extrait d'un organisme ou d'une partie d'un organisme, et des exsudats
ou bien des composés purs (par exemple, des alcaloides, des coumarines, des flavonoides, des

glycosides... etc.) isolés a partir de plantes, d'animaux ou de microorganismes (Sarker et al., 2006).

La lutte contre la résistance des micro-organismes aux antibiotiques et les espeéces
réactifs a I’oxygene (ROS) présentent un vrai défi pour les chercheurs, ce qui a fait orienter les
recherches vers 1’exploitation des substances végétales bioactives, ces dernieres montrent de plus en
plus, des capacités significatives concernant leurs pouvoirs biologiques totalement ou presque

exemptes d’effets secondaires.

Notre travail est concerné par cet axe général, et dans le but d’exploiter les propriétés
biologiques des plantes de la flore algérienne, nous avons essayé d’évaluer ces propriétés chez deux
especes végétales appartenant a la famille des Apiacées a savoir Carum montanum provenant de

Sétif et Daucus gracilis provenant de Skikda.
Pour atteindre ce but, nous avons procédé en plusieurs étapes ;

e L’extraction des huiles essentielles (HE)
e La préparation des extraits bruts (Eb).

e L’analyse phytochimique des HE

e Le dosage des polyphénols dans les Eb.



e [L’évaluation Qualitative et quantitative de I’activité antimicrobienne des huiles et des extraits
par différentes techniques sur une panoplie de souches bactériennes et fongiques.

e L’estimation de I’effet antioxydant des He et des Eb par différentes techniques ensuite
I’estimation de ce pouvoir chez les combinaisons des deux HE et des deux Eb.

e La mise en évidence du pouvoir anti hémolytique et du pouvoir anti-inflammatoire des Eb in
vitro.

Le manuscrit est divisé en deux parties : une revue bibliographique, contenant les notions
principales sur les substances bioactives d’origine végétale et la présentation des deux plantes
étudiées ainsi que leurs systématiques et une partie expérimentale qui présente les techniques
étudiées pour la valorisation des extraits de ces deux plantes pour différentes activités

biologiques  suivie par les résultats obtenus ainsi que leur  discussion.



I-SUBSTANCES BIOACTIVES
I-1-LES SUBSTANCES D’ORIGINE VEGETALE

Malgré les progres en chimie de synthése, les plantes restent une source importante de
composés pharmaceutiques. Une grande partie de la population mondiale a recours aux plantes pour
des soins de santé primaires. La recherche de nouveaux principes actifs fait ressortir une grande
diversité de structures chimiques ayant des activités biologiques potentielles. Ainsi, les
microbiologistes cliniciens ont deux raisons d'étre intéressé par le sujet des extraits végétaux a effet
antimicrobien ; tout d'abord, il est trés probable que ces composés phytochimiques trouveront leur
chemin dans l'arsenal de médicaments prescrits par les médecins ; deuxiemement, le public est de
plus en plus conscient des problemes de I'utilisation abusive des antibiotiques traditionnels menant
aux différentes formes de résistance (Cowan, 1999).

Les plantes ont une capacité presque illimitée de synthétiser des métabolites secondaires,
au moins 12 000 ont été isolés. Dans de nombreux cas, ces substances servent de mécanismes de
défense des plantes contre la prédation par les micro-organismes, les insectes et les herbivores.
Certains, comme les terpenes, donnent aux plantes leurs odeurs, d'autres (quinones et des tanins) sont
responsables de pigments végétaux. De nombreux composés sont responsables de la saveur de la
plante (par exemple les terpénes du piment) (Cowan ; 1999). Les substances phytochimiques a effets
biologiques notables peuvent étre divisées en plusieurs catégories ;

I-1-1- LES HUILES ESSENTIELLES (HE)

Les HE, appelées aussi huiles volatiles, sont des liquides huileux obtenus par les
végétaux (fleurs, tiges, feuilles, bois, bourgeons, licge, fruits et racines). Elles peuvent étre obtenues
par expression, fermentation, enfleurage ou extraction mais la méthode la plus utilisée pour la
production commerciale est la distillation par la vapeur d'abord développée au moyen age par les
Arabes (Burt, 2004; Bakkali et al., 2008).

I-1-1-1- ROLE DANS LA NATURE

Selon certains, les HE jouent un rdle important dans la protection des plantes en tant
qu’antibactériennes, antivirales, antifongiques, insecticides et jouent aussi bien un role contre les
herbivores en réduisant leur appétit donc de repousser les indésirables (Bakkali et al., 2008). Elles
peuvent également attirer certains insectes pour favoriser la dispersion de pollens et de graines, et
constituent une défense chimique contre les prédateurs (animaux et parasites) et les maladies

(Teixeira da Silva, 2004).



I-1-1- 2- EXTRACTION

Il existe plusieurs méthodes pour l'extraction des HE. Celles-ci peuvent inclure la
distillation en utilisant de 1'eau bouillante et la vapeur chaude, 1'utilisation du dioxyde de carbone
liquide et I'utilisation des micro-ondes.

Le type d'extraction est choisi en fonction de la fin de I'utilisation, I'extraction par
distillation a la vapeur ou par expression, par exemple pour les agrumes, est préférée. Pour les
utilisations en parfumerie, 1’extraction avec des solvants lipophiles et parfois avec le dioxyde de
carbone est favorisée. Ainsi, le profil chimique des HE varie en nombre de molécules extraites
(Bakkali et al., 2008).

D’une facon générale, le temps de distillation affecte la composition de ’'HE dans la
mesure ou I’hydro-diffusion des composés volatils présents dans les tissus végétaux a travers les
parois cellulaires constitue 1’étape limitante du processus. Le mélange HE-eau est refroidi dans un
condenseur ; la séparation se fait le plus souvent par simple décantation dans un vase florentin. Des
vitesses d’entrainement 3 a 5 fois supérieures sont atteintes par hydrodistillation accélérée, par suite
de I’accélération de I’hydro-diffusion obtenue apres dilacération et broyage de la matiere végétale en
phase liquide. La qualité du produit s’en trouve améliorée par suite de la réduction des temps de
séjour ; par ailleurs, 1’agitation mécanique liée au broyage entraine une amélioration des échanges
thermiques. Enfin, il est possible de procéder a un traitement enzymatique a I’aide de cellulase en
vue d’augmenter le rendement (Crouzet, 1998).

Cependant, plusieurs inconvénients sont a énumérer par ces techniques ; le rendement
faible, les pertes des composés volatils, le temps d'extraction long et la toxicité des solvants.
L’extraction par fluide supercritique (SFE) est une technique intéressante pour l'extraction de
composés aromatiques a partir des matieres végétales. Elle peut constituer une alternative aux
procédés d'extraction par les solvants et la distillation a la vapeur. Néanmoins, le processus SFE,
dans de nombreux cas ne permet pas une extraction sélective en raison de l'extraction simultanée de
nombreux composés indésirables. La SFE suivie d'une séparation fractionnée de I'extrait en plusieurs
séparateurs de phase, permet de surmonter ces limitations et produit des HE de haute qualité
(Khajeh et al., 2004).

I-1-1-3- COMPOSITION

Les HE peuvent étre constitués d’un nombre élevé de composés variés appartenant aux
différentes classes chimiques. Les terpenes et les phénylpropanoides forment les principaux
constituants des HE. En outre, quelques constituants aromatiques et aliphatiques sont également
présents. Les monoterpenes, les sesquiterpenes et les dérivés oxygénés représentent la plus grande
partie d'entités chimiques présentes dans les HE (Raut and Karuppayil, 2014). Si tous les organes

d’une méme espece peuvent renfermer une HE, la composition de cette derniere peut varier selon sa
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localisation, par exemple I’HE de la fleur ’orange amere et celle de la feuille et des fruits donnent
deux compositions différentes (Bruneton, 1999). La composition chimique peut également varier en
fonction du mode de préparation et de la durée de conservation. Cette variation de la composition a
des conséquences importantes sur le plan thérapeutique et nécessite une procédure de contrdle
adaptée (Ghestem et al., 2001).

Les HE présentent des structures et des fonctions chimiques trés diverses. Il n’est pas
rare de reconnaitre par les moyens de I’analyse instrumentale moderne (chromatographie gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse) plusieurs dizaines voire une ou deux centaines et parfois plus de
constituants dans une HE. Ainsi I’HE de Rose Bulgare est riche de plus de 300 constituants connus.
Par contre, certaines HE sont trés riches en un constituant donné, c’est le cas de I’HE de Bois de
Rose du Brésil riche en linalol mais aussi celui des HE de Citronnelle riches en citral, des HE de
Badiane, d’Anis vert et de Fenouil doux et amer riches en anéthol, ’'HE d’Eucalyptus globulus est
riche en cinéole, etc. Mais plus souvent, les HE sont plus complexes dans leur composition chimique

(Garnero, 1996).
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Figure 1 : Quelques structures des composés des huiles essentielles (Bakkali et al., 2008)
I-1-1-4- REPARTITION ET LOCALISATION

Les HE ne se trouvent presque que chez les végétaux supérieurs dans un nombre limité
de familles qui en sont particulierement riches, par exemple chez les Myrtacées, les Lauracées, les
Astéracées, les Apiacées, les Rutacées et les Lamiacées. Toutefois on peut les trouver dans tous les
organes végétaux: fleurs (Bergamotier), feuilles (Eucalyptus, Laurier), racines (Vétiver), écorces
(Cannelier), fruits (Anis, Agrumes, Badiane), graines (Muscade), rhizomes (Gingembre) et bois
(Bois de Rose), mais leurs compositions varient selon cette localisation (Bruneton, 1999; Ghestem
et al., 2001). L’ambre gris (du Cachalot), le castoréum (du Castor) et le musc (du Chevrotin) sont,
également, des substances odorantes et huileuses de provenance animales (Osmotheque, 2015), sont

utilisées en parfumerie en parallele avec les HE.



Les éléments sécréteurs peuvent se trouver dans tous les organes végétaux végétatifs ou
reproducteurs et il arrive que dans une méme plante, plusieurs organes contiennent les éléments

sécréteurs (Belaiche, 1979).

Figure 2 : Micrographie montrant le détail d’un canal sécréteur dans la graine de Carum carvi
(Svoboda et Svoboda, 2000)

La synthese et la localisation des HE sont généralement associées a la présence de
structures histologiques spécialisées (Figure 2), souvent localisées sur ou a proximité de la surface
de la plante: des cellules sécrétrices, des poches sécrétrices, des canaux sécréteurs ou des poils
sécréteurs (Bruneton, 1999).

I-1-2- LES COMPOSES PHENOLIQUES

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substances. L’élément
structural fondamentale qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel
est lié directement au moins un groupe hydroxyle (Figure 3), libre ou engagé dans une autre
fonction (éther, ester, hétéroside...etc.) (Bruneton, 1999). Le phénol est le composé de base de ce

groupe et les dérivés portant plusieurs cyles sont appelés les polyphénols.

OH

Figure 3 : Structure de la molécule phénol
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Les phénols sont anti-inflammatoires, antiallergiques, anti-inflammatoires,
antimicrobiens, anti-thrombotiques, cardio-protecteurs et vasodilatateurs (Ksouri et al., 2008). On
suppose que les plantes en les produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes
phytophages. Les acides phénoliques comme les acides rosmariniques sont fortement antioxydants et
anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales. La Gaulthérie (Gaultheria
procumbens) et le saule blanc (Salix alba) contiennent des acides phénoliques qui donnent par
distillation des dérivés de ’acide salicylique ; le précurseur de l'aspirine (Patrick, 2003; Iserin,
2001).

I-1-2-1- LES PHENOLS SIMPLES ET LES ACIDES PHENIQUES

Certains des plus simples composés phytochimiques bioactifs sont constitués d'un seul
anneau phénolique. Structurellement, les composés phénoliques comportent un noyau aromatique
portant un ou plusieurs groupes hydroxyles substitués et vont de la molécule phénolique simple a des
composés hautement polymérisés (Ksouri ef al., 2008).
I-1-2-2- LES FLAVONOIDES

Les flavonoides sont des pigments polyphénoliques presque toujours hydrosolubles qui
contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaunes ou en blanc. Ils ont un champ
d’action important et possédent de nombreuses vertus médicinales (Iserin, 2001).

Un des rdles de la couleur, due aux flavonoides chez les plantes, est d'attirer les insectes
et cela afin de déclencher la fécondation, de les charger de pollen ou de graines de facon a en assurer
la dissémination nécessaire a la reproduction de l'espeéce. On peut également noter que les
flavonoides, en repoussant certains insectes par leur golit désagréable, peuvent également jouer un
role dans la protection de ces plantes (Cowan, 1999).

Le monde animal est lui aussi trés concerné par les flavonoides. On trouve par exemple
de la chrysine, de la quercétine et de la galangine dans la propolis des abeilles. Ces insectes la
fabriquent a partir des sécrétions des bourgeons de nombreux arbres (le Bouleau, le Sapin, le Saule et
'Orme) et la modifient par leurs enzymes salivaires. Les abeilles mettent instinctivement en ceuvre
les propriétés antifongiques et antibactériennes des polyphénols pour aseptiser leurs ruches et pour en
colmater les fentes. Les propriétés cicatrisantes et anti-infectieuses de la propolis étaient entre autre
utilisées par les civilisations égyptienne, romaine, grecque et inca (Bruneton, 1999).

I-1-2-3- LES QUINONES

Ils sont omniprésents dans la nature et sont hautement réactifs. Ces composés, étant
colorés, sont responsables de la réaction de brunissement des fruits (coupés ou blessés) et des
légumes. Leur présence dans le henné donne ses propriétés de teinture.

Les quinones sont des composés oxygénés qui correspondent a I’oxydation de dérivés

aromatiques. Il y a plus de 1200 quinones chez les Angiospermes, les Gymnospermes, les


http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_acétylsalicylique

champignons, les lichens et trés rarement chez les fougeres. Ces molécules se trouvent, également,
dans le régne animal, en particulier chez les Arthropodes et les Echinodermes (Cowan, 1999).
[-2-2-4- LES TANINS

Les tannins sont des composés polyphénoliques qui contractent les tissus en liant les
protéines et en les précipitant, d’ou leur emploi pour « tanner » les peaux. Ils permettent de stopper
les hémorragies et de luter contre les infections. Les tanins ont des couleurs qui vont du blanc
jaunatre au brun et foncent a la lumiere. Ils possedent une légere odeur caractéristique et sont
astringents. Ils se dissolvent dans I’eau, 1'acétone et 1'alcool. On les trouve, pratiquement, dans tous
les végétaux, mais ils sont particuliecrement abondants chez les Coniferes, les Fagacées et les
Rosacées. Ils peuvent €tre présents dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.) et ils sont
caractérisés par leur astringence (sensation de dessechement en bouche). Par exemple, les pépins de

raisins sont trés chargés en tanins (Ghestem et al., 2001).

I-2-2-5-LES COUMARINES

Les coumarines sont des lactones des acides cinnamiques. Ils sont largement distribués
dans tous le regne végétal et possedent des propriétés tres diverses. Les coumarines du Mélilot et du
Marronnier d’Inde contribuent a fluidifier le sang (anti-thrombotiques) et les furanocoumarines
comme le bergaptene, contenu dans le Céleri, soignent les affections cutanées (Iserin, 2001).

Les coumarines sont dotées de propriétés anti-inflammatoires, vasodilatatrices,
oestrogéniques et antivirales (Cowan, 1999). Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et
dans des solvants organiques tels que le dioxyde d’éthyle ou les solvants chlorés avec lesquels on
peut les extraire (Bruneton, 1999).

I-2- MECANISMES D’ACTIONS DES SUBSTANCES PHYTO-BIOACTIVES
I-2-1- EFFET ANTIMICROBIEN

Bien que les propriétés antimicrobiennes des HE et de leurs composants aient été connus
au passé, le mécanisme d'action n'a pas été étudi€é en détail. Compte tenu du grand nombre de
composés chimiques présents dans les HE, il est fort possible que leur activité antibactérienne n'est
pas attribuable a un mécanisme spécifique mais qu'il existe plusieurs cibles dans la cellule. Ces
mécanismes ne sont pas tous indépendants, certains se produisent a la suite des autres (Burt, 2004).

Une caractéristique importante des HE est le caractere hydrophobe de leurs composants,
ce qui leur permet la diffusion dans les lipides de la membrane cellulaire des bactéries et des
mitochondries (Figure 4), perturbant ainsi leurs structures et les rendant plus perméables. Il peut se
produire un flux des ions et d'autres contenus cellulaires ce qui conduit a la mort cellulaire.

Les composants des HE semblent également agir sur les protéines membranaires comme
les ATP-ases qui sont situées dans la membrane cytoplasmique et bordées par des molécules de
lipide. Les hydrocarbures cycliques pourraient agir sur ces derniers, s'accumuler dans la bicouche

lipidique et fausser les interactions protéine-lipide.
-9.
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Figure 4 : Sites et mécanismes d’action des composants des HE sur les bactéries (Burt, 2004)

Des études avec Bacillus cereus ont montré que le carvacrol interagit avec la membrane
cellulaire, ou il se dissout dans la bicouche phospholipidique et est supposé pour s’aligner entre les
chaines d'acides gras. Cette déformation de la structure physique causerait l'expansion et la
déstabilisation de la membrane, augmentant ainsi la fluidit€é membranaire, qui a son tour augmente la
perméabilité passive. Il est donc présumé que le taux de synthese d'ATP a été réduit ou que la vitesse
hydrolyse d'ATP a été augmenté (Burt, 2004).

Cependant, les champignons pathogenes (étant des eucaryotes) ont des similitudes avec
leurs hotes, a la fois aux niveaux cellulaire et moléculaire. Par conséquent, les champignons sont des
cibles difficiles a atteindre. Il ya des options limitées de médicaments disponibles pour la
chimiothérapie antifongique. Plusieurs champignons pathogeénes se sont révélés sensibles aux HE.
Leurs effets varient en fonction des organismes cibles et de l'huile testée. La croissance et la
production de l'aflatoxine d’A. flavus est empéchée par des HE d'origine végétale. L huile de
Citronnelle est l'une des huiles les plus efficaces contre les champignons filamenteux. L’agent
principal pathogeéne de I'homme, C. albicans, est inhibé par les terpeénes (Raut et Karuppayil,
2014). Ces activités peuvent étre dues a l'inhibition de l'ergostérol de la membrane et des voies de
signalisation impliquées dans les levures. L'Eugénol, le Thymol et le Carvacrol induisent la perte
d'ions et lI'inhibition de S. cerevisiae. Les anomalies de la fluidité membranaire entrainent la fuite du
contenu cytoplasmique et la perte de la viabilité des champignons. Par exemple, la perméabilité de la
membrane et l'activité de la chaine respiratoire dans les cellules de C. albicans sont empéchées en
présence de ’HE du thé ce qui entraine la mort cellulaire. La membrane mitochondriale, rendue
perméable, par un traitement aux HE, conduit a l'apoptose et la nécrose cellulaires (Raut et
Karuppayil, 2014).

Les sites et les nombres de groupes hydroxyle sur le groupe de phénol sont considérés

responsables de leur toxicité aux micro-organismes. De plus, certains auteurs ont constaté que plus
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fortement le phénol est oxydé plus il est inhibiteur. Le mécanisme pensé€ pour étre responsable de la
toxicité phénolique pour les micro-organismes inclue I’inhibition des enzymes par les composés
oxydés, ainsi que plus d’interactions non spécifiques avec les protéines. Les composés phénoliques
possédant une chaine latérale en C; a niveau d'oxydation moindre et ceux ne contenant pas d'oxygene
sont classés comme HE et souvent cités comme antimicrobiens ainsi I’eugénol est un représentant
bien caractérisé se trouve dans l'huile de clou de girofle. L'eugénol est considéré comme
bactériostatique contre les champignons et les bactéries. Les plantes communes comme 1I’Estragon et
le Thym contiennent tous les deux 1’acide caféique, qui est efficace contre les virus, les bactéries, et
les champignons. Le catéchol et le pyrogallol sont toxiques pour les micro-organismes. (Cowan,
1999).
En plus de fournir une source de radicaux libres stables, les quinones sont connues pour
complexer de maniere irréversible avec les acides aminés dans les protéines, ce qui conduit souvent a
une inactivation de la protéine et la perte de sa fonction. Pour cette raison, le potentiel d'effets
antimicrobiens est grand. Les cibles probables dans la cellule microbienne sont les adhésines, les
polypeptides de la paroi et les enzymes liées a la membrane (Cowan, 1999). Il a ét€ rapporté,
également, que les coumarines agissent sur Candida albicans. Les acides hydroxycinnamiques, liés a
des coumarines, semblent avoir un effet inhibant des bactéries Gram-positif. En outre, les
phytoalexines, qui sont dérivés de coumarines, sont produites dans les carottes en réponse a une
infection fongique et peut étre présumé avoir activité antifongique (Cowan, 1999).
[-2-2- LE STRESS OXYDANT
Le stress oxydant survient lorsqu’il y’a un déséquilibre dans le taux des oxydants et des anti-
oxydants dans un systéme biologique donné, et cela arrive s’il y’a :
e Un d éficit nutritionnel en antioxydants
e Une surproduction endogene d’agents pro-oxydants
e Une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (médicaments, radiations

ionisantes)

[-2-2-1- EFFET ANTIOXYDANT

La recherche de nouveaux antioxydants a partir de mati¢res végétales a pris une tres
grande attention cette derniere décennie. De nombreux groupes de recherche mettent leur accent sur
I’extraction d'antioxydants des plantes et des sous-produits agro-industriels et de mettre ce sujet a
l'avant-garde de la recherche. L'utilisation des extraits du thé dans les produits alimentaires comme
les yaourts et dans les cosmétiques a été largement popularisé (Franco et al., 2008).

Les antioxydants peuvent inhiber ou retarder 1'oxydation des substrats oxydables et cela

semble étre tres important dans la prévention du stress oxydatif qui est considéré comme la cause
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principale de nombreuses maladies (Figure 5). En raison des effets secondaires indésirables tels que
la toxicité et la cancérogénicité des additifs synthétiques, 1'intérét a considérablement augmenté pour
trouver des antioxydants d'origine naturelle appropriés pour une utilisation dans les denrées

alimentaires et / ou en médecine (Bamoniri ef al., 2010).

- Arthrite N i
vieillissement I'athérosclérose

Choc Cancer

Dégats

? . les espéces réactives de I'oxygeéne
radioactifs

Diabéte

parkinsonisme gelure

Ischémie . Infections
Cerveau, coeur Inflammation (SIDA, Malaria..)

Figure 5 : Maladies et dommages causés par les especes réactives de 1'oxygene (Shahidi et
Naczk, 2006).
Pratiquement, plusieurs HE ont été étudiés pour leur efficacité antioxydante et leur

capacité a réduire les pourritures de fruits. L'HE de Carum nigrum (cumin noir) et son oléorésine
étaient capables de piéger les radicaux libres DPPH avec un effet de 41-71 % et 50-80 %,
respectivement. Ceci peut étre comparé avec l'efficacité du BHT. Cependant, cette activité ne pouvait
étre observée qu’en utilisant une concentration ¢levée de I'HE et son oléorésine. Une bonne activité
antioxydante a été évaluée également par d'autres tests: le dosage de 1'acide linoléique a montré que
I’HE était capable de diminuer le taux du peroxyde au cours de la période d'incubation (Baser et
Buchbauer, 2010).

L’effet antioxydant est dii a la présence de groupes hydroxyle dans leurs structures
chimiques. Plusieurs composés non volatils tels que le carnosol, la quercétine, 1'acide caféique et
l'acide rosmarinique sont bien connus pour étre de bons capteurs de radicaux libres, mais certains
composés volatils d'HE possédent également le potentiel de conserver les aliments. Un certain
nombre d'études sur les activités antioxydantes des HE de diverses plantes aromatiques ont indiqué
que ’HE d’Origan, riche en thymol et en carvacrol, a un effet antioxydant considérable sur le
procédé de I'oxydation (Kulisic et al., 2004). Mohammedi et Atik (2012), ont conclus que I’'HE de
Lavandula stoechas peut étre employé comme antioxydant vue sa liposolubilité et donc il serait
intéressant d’envisager 1’utilisation de cette huile pour protéger les silos de céréales contre une
dégradation par les champignons contaminants au cours de leur conservation.

Les polyphénols et les acides phénoliques, de leur tour, sont des antioxydants principaux

et puissants, les phénols existant dans D. carota sont I’acide chlorogénique, 1’acide caféique et
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l'acide p-hydroxybenzoique avec de nombreux dérivés de l'acide cinnamique. Les caroténoides des
légumes ont regu une grande attention puisqu’ils sont liés a des propriétés antioxydantes importantes

(Goncalves et al., 2010 ; Ksouri ef al., 2008).

30 HO, LH
. s Formation
Composés phénoliques ... ... ...l ... .....
Inactivation
05", Ha0a, 0, LOOH, LO' L, LOO" ————— 0., L-L,
Espéces réactives de l'oxvgéne LOH. HO
Effet

Composés phénoliqgues --==-=====-"-=-==ccc-co-a.

Lipides Protéines ADN

Composés phénoliques ---cececaclamomcaaanna..

Endommagement des tissus

Figure 6 : Effet des espéces réactives a I’oxygéne dans les maladies et réle préventif des
polyphénols (Shahidi et Naczk, 2006)

I-2-3- EFFET ANTI-INFLAMMATOIRE

L'inflammation est un symptome trés fréquent de nombreuses maladies chroniques. C’est
une réponse protectrice normale a une 1€sion tissulaire causée par agent microbien, un traumatisme
physique ou un agent chimique nocif. L'inflammation est une tentative de protection par le corps a
éliminer les stimulants nuisibles ainsi que lancer le processus de guérison pour le tissu. Les
médicaments anti-inflammatoires sont couramment utilisés pour la gestion des états inflammatoires,
mais ceux-ci sont associés a de nombreux effets secondaires indésirables tels que l'irritation
gastrique, l'ulcére...etc. Les plantes médicinales utilisées dans la médecine traditionnelle pour traiter
les cas d’inflammations semblent étre une alternative fiable et logique a la recherche d’agents anti-
inflammatoires siir et efficace. Il est bien connu que la dénaturation des protéines tissulaires conduit
a des maladies inflammatoires et des arthritiques. Les produits naturels qui peuvent empécher la
dénaturation des protéines seront donc utiles pour le développement de la thérapie anti-inflammatoire
(Alhakmani et al., 2013).

Les plantes constituent une source potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles
font I’objet d’études scientifiques rigoureuses pour leur éventuelle utilisation comme alternative,
particulierement pour la protection contre la peroxydation lipidique et le traitement des maladies
anti-inflammatoires (Bourkhis et al., 2010).

I-3- LES ANTIBIOTIQUES
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Les antibiotiques sont des substances chimiques employées pour le traitement des
maladies, ces agents tuent les microorganismes pathogénes en inhibant leur développement a des
concentrations suffisamment faibles pour éviter d’occasionner des dommages chez I’hdte, la plupart
de ces agents sont des produits microbiens ou leurs dérivés. Ils peuvent étres d’origine non
microbienne tels que les sulfamides qui sont synthétiques (Yala et al., 2001).

Les antibiotiques utilisés sont produits par les micro-organismes pour assurer leur propre
vie par le phénomene de compétition (Hancock, 2005).

Les antifongiques inhibant ou tuant les mycétes sont toxiques pour 1’étre humain, du fait
que les cellules fongiques sont eucaryotes donc semblables aux cellules humaines. Les agents
antifongiques agissent fréquemment par extraction des stérols membranaires, ou par inhibition de la
synthése de ceux-ci ou encore par inhibition de la chitine synthase comme la Polyoxine D et la
Nikomycine (Prescott et al., 2003).

I-3-1- CARACTERISTIQUES

Pour étre efficace, un agent chimio-thérapeutique doit avoir une toxicité sélective; il doit
tuer ou inhiber le germe pathogéne en portant le moins possible préjudice a I’hdte. Une substance
interrompant une fonction microbienne absente dans une cellule eucaryote, a souvent une toxicité
sélective, par exemple la pénicilline inhibe la synthése du peptidoglycane pariétale de la bactérie
mais a peu d’effet sur les cellules hotes car elles n’ont pas de peptidoglycane, mais comme les effets
secondaires de ces agents peuvent €tre graves, ils doivent étre administré avec grande prudence
(Prescott et al., 2003).

Un agent bactéricide tue I’organisme cible, mais son activité dépend de la concentration
et dans certains cas, aux faibles concentrations, il peut étre seulement bactériostatique. L’effet d’un
agent varie également selon I’espeéce cible: un agent bactéricide pour une espece peut étre
bactériostatique pour une autre. On peut avoir une idée sur I’efficacit¢ des agents chimio-
thérapeutiques contre un microorganisme en déterminant la concentration minimale inhibitrice
(CMI), c’est la concentration la plus faible d’un antibiotique capable d’empécher le développement
d’un microorganisme particulier. La concentration minimale bactéricide (CMB), ou létale (CML) est
la concentration la plus faible capable de tuer les microorganismes. Une substance bactéricide détruit
les microorganismes a des concentrations a peine 2 a 4 fois supérieure a la CMI, alors qu’un agent
bactériostatique tue a des concentrations nettement supérieures (si elles peuvent €tre atteintes)
(Prescott et al., 2003).

I-3-2- LA RESISTANCE AUX AGENTS ANTIMICROBIENS

Apres un demi-siécle d’utilisation des antibiotiques, 1’émergence et la dissémination de
la résistance bactérienne a cette classe thérapeutique pose un probléeme de santé publique important.
De nombreux facteurs en sont responsables, parmi lesquels la pression de sélection antibiotique et la

transmission croisée de certaines especes hospitalieéres, favorisent les infections a germes multi

-14 -



résistants (Bertrand et al., 2005). La chimiothérapie est devenue moins efficace et plus complexe
suite a la propagation de plasmides de résistance aux antibiotiques (Prescott et al., 2003).
I-3-2-1- MECANISMES DE RESISTANCE

Le développement de la résistance aux antibiotiques peut €tre naturel ou acquis, ce qui
peut étre transmis au sein des especes identiques ou différentes de bactéries. La résistance naturelle
apparait par mutation génétique spontanée alors que la résistance acquise se passe par le transfert de
fragments d'ADN par exemple par des transposons d’une bactérie a ’autre (Hemaiswary et al.,
2008).

Les bactéries peuvent manifester une résistance a 1’égard des substances antibactériennes
par des mécanismes divers. Quelques especes bactériennes sont résistantes a une classe des agents et
dans quelques cas, toutes les souches de cette espece sont résistantes a tous les membres de cette
classe d’antibiotiques (Guillemot et Leclercq, 2005).

Le microorganisme peut acquérir des génes qui codent pour des enzymes qui limitent
I’acces des agents dans la cellule par la régulation des geénes codant les porines (une stratégie de
résistance est de rejeter hors de la cellule, la substance qui vient d’y entrer) (Pages et Garnotel,
2003; Walsh et Amyes, 2004)

De nombreuses bactéries pathogeénes résistent a 1’attaque en inactivant les antimicrobiens
par des modifications chimiques, I’exemple le plus connu est I’hydrolyse du noyau B-lactame de
nombreuses pénicillines par la pénicillinase. Les antimicrobiens sont également inactivés par
I’addition de groupes chimiques, des organismes résistants peuvent phosphoryler ou acétyler les
amino-glycosides et acétyler le chloramphénicol (Yala et al., 2001). La résistance peut apparaitre
lorsque I’enzyme ou 1’organite cible est modifi¢ de facon a ne plus étre sensible a cet agent, par
exemple les entérocoques deviennent résistants a la vancomycine en modifiant la terminaison D-
alanine D-alanine de leur peptidoglycane en D-alanine D-lactate, ce qui réduit d’une fagon
remarquable la fixation de I’antibiotique (Yala et al., 2001).

Les bactéries résistantes peuvent soit utiliser une voie alternative pour éviter la séquence
inhibée par 1’agent, soit augmenter la production du métabolite cible. Certaines bactéries sont, par
exemple, résistantes aux sulfamides simplement parce que, plutdt que le synthétiser elles-mémes,
elles utilisent de 1’acide folique préformé provenant de leur environnement. D’autres souches
accroissent leur vitesse de production de I’acide folique et contrecarrent ainsi I’inhibition due aux
sulfamides (Quincampoix et Mainardi, 2001).

L’association a d’autres mécanismes de résistance (enzymes inactivatrices, efflux) est
responsable du caractére souvent multi-résistant des souches nosocomiales (Cloete, 2003).

I-3-2-2- L’UTILISATION DES PLANTES CONTRE LA RESISTANCE
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Les métabolites secondaires de plantes sont de bonnes sources de thérapie de combinaison. comme le
montre la (Figure 6), il existe une large gamme de produits phytochimiques qui agissent comme
modificateurs ou élimineurs de résistance aux médicaments (Hemaiswary et al., 2008).

Du moment que cette stratégie est largement utilisée par les plantes pour lutter contre les
phyto-pathogenes, 1’étude des interactions des extraits de plantes avec les antibiotiques est devenue
I'une des nouveaux moyens de surmonter les mécanismes de résistance des bactéries et peut étre,
¢galement, exploitée sur les animaux et 1’étre humain en choisissant les substances les moins
toxiques aux doses les plus faibles.

En plus du probléme de résistance aux agents antimicrobiens, il y’a plusieurs autres
raisons de tester les combinaisons citant ;

e [ ’¢largissement du spectre d’action dans les infections dues a plusieurs

microorganismes lors des infections poly-bactériennes.

e L’ignorance des germes en cause.

e La recherche d’un effet synergique

e Limiter les risques de toxicité de certains antibiotiques en réduisant les doses de

L

chacun
Diminution de la
"ol penétration
Modification du K\'\.
recepteur ou du site ™ S:' @
actif

Augmentation de
I"efflux

DEgradation

enzymatique ou
medification de
I'antibiotigue

Figure 7: Mécanismes d’action des molécules responsables de la multi-résistance et effets des
métabolites secondaires (Hemaiswarya ef al., 2008).

O : Antibiotique, & : Récepteur, A & Récepteur modifié, .y Pompe a efflux, e : Enzyme, *:‘t Dégradation
de D’antibiotique. A* :les diterpenes agissent sur I’expression des protéines de liaison a la pénicilline, B*:
I’epigallocatechine gallate inhibe les B-lactamases, C*: le thymol, le carvacrol et l'acide gallique augmentent la
perméabilité de la membrane externe des bactéries, D* : I’epigallocatechine gallate, le methoxyhydnocarpin, la reserpine,
I’acide carnosique et les dérivés isopimarane inhibent les pompes a efflux (Hemaiswary et al., 2008).

II-LES APTIACEES

C’est une famille tres importante dans la Flore algérienne ou elle est représentée par 55
genres. La détermination des especes appartenant a cette famille est délicate et doit toujours porter

sur des échantillons complets, présentant en particulier des fruits mirs (Quezel et Santa, 1963).
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Les especes de cette famille on une grande histoire dans [’utilisation médicinale, en
revenant au pass¢ a travers des milliers d’années, ¢’est pourquoi qu’elles sont encore tres utilisées en
médecine qu’en cuisine (Anethum graveolens, Angelica archangelica, Apium graveolens, Carum
carvi, Coriandrum sativum, Foeniculum vulgare), quoique cette famille comprend aussi les especes
les plus toxiques du monde causant des problémes digestifs, des intoxications neurologiques, allant
jusqu’a la mort (Cicuta maculata, Conium maculatum) (Németh, 2006).

I1I-1- DISTRIBUTION

Les especes de la famille des Apiacées sont largement distribuées un peu partout dans le
monde (Tableau 1), apparemment 1’Asie est le centre de la biodiversité de cette famille. La famille
est divisée en trois sous-familles ; Les Apioideae avec 250 genres, les Hydrocotyloideae avec 34
genres et les Saniculoideae avec 9 genres (Nemeth, 2006).

Tableau 1 : distribution géographique mondiale des Apiacées (Pimenov et Leonov in Nemeth,

2006)

Continent Nombre de genres Nombre de genres
Europe 139 29

Asie 265 159
Afrique 126 50
Australie 36 11
Amérique 197 52
Antarctique 02 00

I1-2- MORPHOLOGIE

Les Apiacées sont des arbustes ou plantes sous-frutescentes ou herbacées, trés variables,
a feuilles en général tres divisées. Inflorescences ombelliformes. Fleurs de type 5, sépales en général
trés petits ou nuls, pétales libres, égaux ou parfois rayonnants, 5 étamines alternipétales. Ovaire
infére, formé de 2 carpelles, un ovule par loge. Fruit constitué par un diakeéne. Vallécules pourvues
de 1 ou plusieurs canaux sécréteurs (Quezel et Santa, 1963).

La plante porte de petites fleurs hermaphrodites ou unisexuelles. La famille peut étre
divisée selon la forme des cotylédons (Nemeth, 2006).
I1I-3- PHYTOCHIMIE

Les Apiacées sont riches en métabolites, et surtout en huiles essentielles (HE). Ces
métabolites sont secrétés dans des canaux schizogenes dans tous les organes. Quelques molécules ont
été identifiées la premicre fois dans des HE d’Apiacées, ainsi leur dénomination en était dépendante
tel que le Carvone qui a été isolé au début dans I’HE de Carum carvi (Nemeth, 2006).
I1-4- PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES

La plupart des plantes de la famille des Apiacées a HE sont surtout des especes destinées
a I’alimentation et a 1’industrie agro-alimentaire. En phytothérapie, on leur attribue principalement

des propriétés digestives (Bruneton, 1999).
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Les Apiacées possedent un ensemble de composants a activités biologiques diversifiées
(Tableau 2). Ces propriétés vont de 1’induction de I’apoptose, aux activités antibactériennes, hépato-
protectrices, vaso-relaxantes et anti-tumorales (Oroojalian et al., 2010), Quelques molécules
identifiées dans I’HE de quelques Apiacées ont montré un effet sur les contractions cardiaques
(Nemeth, 2006). On a aussi déterminé des propriétés antioxydantes, anti-tumorales et anti-
inflammatoires manifestées par les métabolites secondaires appartenant aux différents membres de
cette famille (Valente et al., 2015). Le tableau 2 récence quelques effets pharmacologiques
rapportés dans la littérature chez les especes les plus connues des Apiacées.

Tableau 2 : Propriétés pharmacologiques de quelques especes des Apiacées

Espices d*Apiacées Propriétés pharmacologiques Références

Ammi visnaga Traiter I'asthme (HE) Khalfallah et al., 2011

Stimulants, carminatives, traitement de la
diarrhée et de la dyspepsie.

Diurétique, anti-vomissements, carminatives et
antihelminthique, carminatif pour les enfants et  Oroojalian et al. 2010
un reméde anti-choléra

Guérir les maux d'estomac, la diarrhée et la
dysenterie.

Expulser le placenta lors de 1’accouchement,
tonique et froideur.

Antibactérien, stimulant, antiseptique,

Bunium persicum

Carum copticum

Cuminum cyminum

Daucus crinitus Bendiabdellah et al., 2013

D S S i . Abd All L, 201
aucus spp carminative, diurétique, et anti-inflammatoires bd Alla et al, 2013
Hypotenseur, diurétique, carminatif,
Daucus carota stomachique et hypolipémiant, diurétiques et Bendahou et al., 2008

dépuratives.

Contre les probléemes digestifs et apaise les

coliques chez les nourrissons

Traiter les maux d'estomac. réduire l'enflure, y Lawton, 2007
compris les furoncles, et réduire les douleurs

communes.

Anethum graveolens

traiter l'arthrite, la goutte, 1'inflammation des
voies urinaires et de l'insomnie, traiter les
Apium graveolens flatulences, les rhumatismes, la jaunisse,
I'hydropisie, les ulcéres de la bouche, les
piqiires d'araignées venimeuses, et méme
I'hystérie et diurétique. traiter les plaies.

Lawton, 2007

Carum carvi les troubles digestifs, augmenter la lactation

chez les méres allaitantes. Lawton, 2007

aphrodisiaque, aide a la digestion, et un
Coriandrum sativum stimulant de l'appétit. prévenir la variole,

abaisse le cholestérol. Réputé pour ces fortes

propriétés antibactériennes et fongicides.

Lawton, 2007

I1-5- Carum montanum Benth. et Hook
Plante des lieux humides salés ou non, a souche épaisse mais non ligneuse. Feuilles
bipennatiséquées a lobes linéaires lancéolés. Tiges plus robustes, de 20-40 cm, fortement cannelées.

Ombelles a pédoncules épais-cannelés. Fruits globuleux de 1-1,5 mm, cette espece est appelée aussi
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Selinopsis foetida Coss. Et Dur et Carum foetidum (Coss. et Dur.) Benth. et Hook (Quezel et
Santa, 1963).
I1-5-1- SYSTEMATIQUE (Euro Med, 2013)

Reigne : Plantae

Division : Tracheophyta
Subdivision : Spermatophytina
Classe : Magnoliopsida
Superordre : Asteranae

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Carum

Espece : Carum montanum

I1-6- Daucus gracilis Stem.
Plante annuelle a tiges jusqu'a 40 cm, debout, peu ramifiée, glabre. Feuilles, alternatives,

glabre, les segments linéaires, aigués. Ombelles longues pédonculées, contractées a la fructification.
Fruit jaunatre, 3,5 x 2 mm, nettement comprimé dorsalement; primaire crétes discrets, avec deux
rangées de simple court et poils étoilés, commissure largement espacés; crétes secondaires avec une
rangée d'épines, 1,5 a 2 fois plus long que la largeur du fruit, Iégerement élargies a la base, faisceaux
vasculaires tres petits. Fruits hérissés de poils courts blanchatres (Quezel et Santa, 1963 ; Saenz
Lain, 1981).
I1-6-1- SYSTEMATIQUE (EuroMed, 2013)

Regne : Plantae

Division : Tracheophyta

Subdivision : Spermatophytina

Classe : Magnoliopsida

Superordre : Asteranae

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Daucus
Espece : Daucus gracilis
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http://ww2.bgbm.org/EuroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=106829&PTRefFk=7500000

Figure 8 : Schéma représentant ; D. gracilis (A), fruit de D. gracilis (B) et Fruit de C.

montanum (C) (Saenz Lain, 1981).
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ITI- 1- MATERIEL VEGETAL

Les parties aériennes de Carum montanum ont été recueillies a Djebel Megress (situé a
une vingtaine de kilometres au nord-ouest du chef lieu de la wilaya de Sétif), a une altitude de 1500
m au dessus du niveau de la mer. Ensuite, Elles sont débarrassées des impuretés puis séchées a
I’ombre a une température ambiante. La cueillette de Daucus gracilis a été réalisée a Djebel Felfla
(Skikda) a 550 m d’altitude, puis la plante est traitée de la méme facon. Les deux especes ont été
identifiées par le professeur Laouer Hocine, directeur du laboratoire de valorisation des substances

naturelles biologiques.

Figure 9 : Photo de Carum montanum prise apres la cueillette ; a : avant la floraison, b : en
floraison.

Figure 10 : Photo de Daucus gracilis prise apres la cueillette; a : avant la floraison, b : pendant
la floraison, c : fructification.

III- 2- MATERIEL DU TESTE DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE
ITI- 2- 1- SOUCHES MICROBIENNES

L’activité antimicrobienne des HE ainsi que celle des extraits bruts ont été évalué sur 21
souches de référence ; 14 souches de 1I’American Type Culture Collection (ATCC) et une souche du
Netherland Culture Collection of Bacteria (NCCB), 4 souches Collection de 1’Institut Pasteur (CIP)
ainsi que deux souches provenant de prélevements fournis par Institut Pasteur de Paris (PV IPP).

Quant aux souches fongiques, ’activité a été testé sur Candida tropicalis (ATCC 66029) qui
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provient du National Museum of Natural History (NMNH) (Paris, France), ainsi que sur Candida
albicans ATCC 1024, Aspergillus niger 2CA936 et Aspergillus flavus (Northern Regional Research
Laboratory) NRRL 391 (Tableau 3).
III- 2- 2-MILIEUX DE CULTURE

La culture des bactéries est réalisée en utilisant le milieu de culture Mueller-Hinton Agar
(MHA) ainsi que d’autres milieux de culture, Bouillon Nutritif (BN) la gélose nutritive (G), Pour la
culture des moisissures, le milieu utilisé est celui de Sabouraud Agar. Les milieux proviennent de
Fluka et de I’Institut Pasteur d’Alger. Les réactifs chimiques utilisés proviennent de Sigma, Fluka,
Merck, Prolabo et de Sanofi Diagnostic.

Tableau 3 : Souches utilisées dans le test antimicrobien

Souches microbiennes Gram Origine Code
Bactéries
Escherichia coli - ATCC 9738
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853
Escherichia coli - ATCC 25922
Salmonella typhimurium - ATCC 13311
Acinetobacter baumanii - ATCC 19606
Citrobacter freundii - ATCC 8090
Klebsiella pneumoniae - ATCC 700603
Proteus mirabilis - ATCC 35659
Bacillus cereus + ATCC 10876
Enterococcus faecalis . ATCC 49452
Lysteria monocytogenes + ATCC 15313
Staphylococcus aureus SARM + ATCC 43300
Staphylococcus. aureus sub aureus + ATCC 6538
Staphylococcus aureus + ATCC 25923
Bacillus subtilis + NCCB 1090
Enterococcus faecalis + PV IPP 14C1104
Pseudomonas aeruginosa - PV IPP 13C3104
Staphylococcus epidermitis + CIP 10464
Staphyloccus saprophyticus subsp. + CIP 10464
Saprophyticus
Staphylococcus simulans + CIP 8164
Staphylococcus lugdunensis + CIP 103584
Souches fongiques
Candida tropicalis ATCC 66029
Candida albicans ATCC 1024
Aspergillus niger 2CA 936
Aspergilus flavus NRRL 391

ATCC : American Type Culture Collection, NCCB: Netherland Culture Collection of Bacteria, PVIPP: Prélévements
Institut Pasteur de Paris, CIP : Collection de I’Institut Pasteur, NRRL : Northern Regional Research Laboratory.

ITI- 3 - EXTRACTIONS DES HE

Les HE sont obtenues par le procédés d’hydrodistillation en utilisant un dispositif

d’extraction de type Clevenger (Figure 11).
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L’hydrodistillation est basée sur ’entrainement des substances volatiles présentes dans
les plantes, grace a la vapeur d’eau. Une quantité, bien déterminée du matériel végétal (coupé en
parties trés fines), est portée a I’¢bullition dans de I’eau distillée pendant 3 heures. Pendant
1’ébullition, les cellules végétales s’éclatent et libérent leurs contenus. La vapeur dégagée, chargée de
I’eau et des HE, traverse un réfrigérant et se condensent. Enfin, deux phases se forment et par la
différence de densités, les huiles se déposent au dessus de I’eau.

L HE obtenue est séparée de la phase aqueuse a 1’aide d’une aiguille d’une seringue. Les
HE obtenues sont conservées dans des flacons opaques fermés hermétiquement a 1’abri de la lumiere
et a une température de 4 a 6 °C. Le rendement est estimé en fonction de la masse totale du végétal
sec.

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le

poids de la plante traitée. Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :
R = (Pug/Pp) x 100

Ou : R : rendement en % ; Pp : poids de la plante en g ; Pyg : poids de I’huile en g.
III- 3- 1- ANALYSE DES HE

La séparation, ensuite 1’identification des constituants des HE ont été réalisée par la
chromatographie en phase gazeuse (CPG/FID) et par la chromatographie en phase gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse (CPG/MS) a colonne apolaire. Les analyses ont été effectuées a 1’aide d’un
appareil (Agilent 6890N) équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) couplé a un détecteur
sélectif de masse quadripolaire (Agilent 5973 Network) qui fonctionne en mode impact d’électron a
70 eV. Le gaz chromatographe est équipé de deux colonnes capillaires de silice fondue HP-1(PDMS,
de 50 m de longueur par 0.2 mm de diametre et d’une épaisseur de 0.33 pm).

Les parametres d’analyse sont les suivants : le gaz vecteur est I’hélium avec un flux de
Iml/min; la température du four a été programmée de 60 a 250°C/min et maintenue fixée pendant 40
min. La température de I’injecteur (mode split, rapport 1/100) est de 250°C. La température du
détecteur a ionisation de flamme (FID) a été fixée a 250°C et, dans I’analyseur CG/SM, les
températures de la source d’ion et de ligne de transfert sont de 170°C et 280°C respectivement.

Les constituants des HE sont identifiés par comparaison de leurs spectres de masse et
leurs indices de rétention (RI) avec ceux des composés purs enregistrés dans la bibliothéque ou avec
ceux de la base de données €laborée par le laboratoire a partir de composés authentiques (Lilios et

al., 2007).
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Figure 11 : Montage d’hydrodistillation de type Clevenger
III- 3- 2- ISOLEMENT DU COMPOSE MAJORITAIRE

Le composé majoritaire apparu dans le profil de GC-MS de I'HE de C. montanum est
purifié par une chromatographie successive sur colonne sur gel de silice, la phase mobile étant lun
mélange ether de petrol/diethyl ether, ce composant est ensuite identifié par SM et RMN et comparé
avec les données spectrales bibliographiques.

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un spectrometre Bruker WM 200 ou 500 MHz
dans CDCI3. Les valeurs des déplacements chimiques sont indiquées en référence a la TMS et les
constantes de couplage sont données en Hz. Les parametres de la spectrométrie de masse sont les
mémes que ceux de I’analyse des HE (Laouer et al., 2009).

III- 4- PREPARATION DES EXTRAITS BRUTS

Les parties aériennes des deux especes sont broyées et réduites en poudre, ensuite 20g de
chaque espece sont macérées dans 100 ml d’un mélange hydro-alcoolique méthanol/eau (1-10 v/v) a
température ambiante pendant 72h. Apres filtration par du papier filtre plusieurs fois, le méthanol et
I’eau est éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite dans un évaporateur rotatif
(BUCHI), permettant ainsi d’obtenir ’extrait brut (Athamena et al., 2010; Sourabie et al., 2010).
I11- 4- 1- DOSAGE DES COMPOSES POLYPHENOLIQUES

Du moment ol les composés polyphénoliques sont toujours impliquées dans les activités
biologiques des extraits végétaux bruts, nous avons estimé leur abondance dans nos extraits. La
teneur en composés phénoliques des extraits est estimée selon la méthode de Folin-Ciocalteau (Li et
al., 2007). Cette méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture

phosphotungstique (WO4>) phospho-molybdique (MoO4*) de réactif de Folin-Ciocalteau par les
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groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de
réduction de couleur bleu. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon. En fait, 1 ml
de réactif de Folin-Ciocalteau est ajouté a 200 pl d’extrait ou la référence (préparé dans le méthanol
ou I’eau distillée) avec des dilutions convenables. Apres 4 min, 800 ul d’une solution de carbonate
de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 h d’incubation a température
ambiante, I’absorbance est mesurée a 765 nm. La teneur en polyphénols totaux est estimée a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-160 pg/ml) et est
exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.

III- 5- L’ ACTIVITE ANTIMICROBIENNE PAR CONTACT DIRECT

L’activité antimicrobienne des HE des deux espéces est réalisée selon deux techniques ;
la technique de contact direct (méthode de diffusion sur gélose et méthode de dilution) ainsi que par
la technique de contact indirect (micro-atmospheres).

III- 5-1- METHODE DE DIFFUSION SUR AGAR

C’est un criblage préalable qui vise a mettre en évidence une éventuelle activité
antimicrobienne sans pour autant la quantifier. Le test est réalisé par la méthode de diffusion sur
gélose (ou technique des disques), qui est la méme que la technique de 1’antibiogramme, mais en
substituant les disques d’antibiotiques par des disques imprégnés par de I’HE ou de ’extrait a tester ;
ce qu’on appelle I’aromatogramme.

Des testes positifs sont réalisés en parallele avec les aromatogrammes et des témoins
négatifs qui ne contiennent que du DMSO on été appliqués. Le choix des antibiotiques pour chaque
souche microbienne est basé sur les directives du National Commitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) (Rahal et al., 2008).

Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 37°C pendant 24h. Aprés I’incubation, les
diameétres des zones d’inhibition sont mesurés autour de chaque disque (Figure 12). En ce qui
concerne les champignons, des suspensions de cellules fongiques (levures) et de spores sont
préparées a partir de cultures pures et jeunes, dans de 1’eau physiologique stérile. Ces suspensions
servent a ensemencer la gélose Sabouraud. Les géloses sont préparées au préalable dans des boites de
Petri de 9 cm de diamétre, 1’épaisseur de la gélose est de 4 mm. L’ensemencement des milieux se fait
par écouvillonnage selon les recommandations de ’OMS (Rahal et al., 2008). L’incubation des
champignons se fait a une température de 28°C alors que celle des levures se fait a 37°C pendant 48h
a 7jours.

Une souche est dite :
- Sensible lorsque la zone d’inhibition est supérieur ou égale a 15mm.

- Limitée lorsque la zone d’inhibition est inférieure a 15mm.
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- Résistante ou bien 1’extrait n’est pas efficace lorsque la zone d’inhibition est inexistante (Rouibi et
al. 2009).
III- 5-1-1- INTERACTIONS ENTRE LES HE ET LA GENTAMICINE

La méthode utilisée dans ce test est celle de De Araujo et al. (2014) avec de 1égeres
modifications. Les disques de gentamicine sont imprégnés avec 10 pl de la dilution de 50% de 'HE
de chaque plantes. Ensuite, ces disques sont déposés sur la gélose ensemencée aux germes qui ont
manifesté une sensibilité aux HE. De méme, les disques vierges sont imprégnés de 10ul de chaque
HE puis déposés sur la gélose ensemencée aux germes qui ont manifesté une sensibilité aux HE.
I1I- 5-1-2- DETERMINATION DES CMI

Apres la mise en évidence de 1’activité antimicrobienne de I’HE sur une souche sensible
(zone d’inhibition > 15mm), on doit quantifier cette activité par plusieurs méthodes en déterminant
les CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) des extraits qui correspondent a la plus faible
concentration en extrait capable d’inhiber la croissance bactérienne. Cette technique consiste a
inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de concentrations décroissantes en extrait. Apres

incubation, I’observation de la gamme permet de déterminer les CMI.
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Figure 12: Technique de diffusion sur gélose par disques

III- 5-2- 1-MACRO-DILUTION EN MILIEU SOLIDE
Cette méthode permet la détermination de la CMI a partir d’'une gamme de concentration

de ’'HE dans un milieu de culture gélos¢. Une solution stérilisée de Tweengy a 10 % dans de I’eau
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distillée est ajoutée a une quantité¢ d’HE de fagon a ce que le rapport HE/Tween soit de 80/20 (v/v).
Le mélange est agité pendant 2 a 3 minutes pour disperser I’HE dans la solution mére S. Ensuite, une
série de dilutions a base de deux sont faites pour obtenir la gamme de dilutions. Dans des tubes a
essais contenant chacun 18 ml de milieu gélosé stérilisé et maintenu en surfusion a 50°C au bain
Marie, on ajoute, aseptiquement, 50ul de la solution (S) ou de diverses dilutions (Figure 13). Apres
solidification du milieu, I’inoculation des géloses contenant I’HE ou non (témoin négatifs) est
effectuée en surface. L’ensemencement en surface est réalisé a partir d’une suspension microbienne
d’une densité de 0.5 Mc Farland (CLSI, 2012 ; Guinoiseau, 2010).

Apres I’incubation des bactéries et des levures a 37°C et des moisissures a 27°C, on note
pour chaque souche la CMI qui est la plus petite concentration pour laquelle aucun développement
n’est visible. La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible
concentration en HE capable de tuer plus de 99,9 % de I’inoculum bactérien initial. Elle définit
I’effet bactéricide d’un extrait. Pour la déterminer, la méme gamme de concentration, réalisée par
cette technique (macro-dilution), est utilisée. Des prélévements sont effectués dans le tube témoin et
dans chacun des tubes dépourvus de culot bactérien puis déposés en stries sur gélose MHA. Les
boites ensemencées sont incubées 24 heures a 37°C. La CMB est déduite a partir de la premiere boite

dépourvue de bactéries.

Eau distillée + Tween 80 (10/90 v/v) (1) 4+ Huile essentielle (2)

Solution mére (1)+(2) 20/80 viv

Série de dilution au 1/2

S0ul de la
dilution de (S)
+ 18ml de la
Gélose | B | Ry | | " L= -4
1 2 ‘3 4 s 6
\ ILV §’ . It_._..ll_lk__ |
1 b3 k) b = - 6
Ensemencement
en stries
QT QMg g Sl Cilis i
1 3 3 4 5 6
Incubation
S T SR T S T+ -T2
1 2 3 4 5 6

oMl

Figure 13: Technique de macro-dilution sur milieu solide
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III- 5-2- 2-MACRO-DILUTION EN MILIEU LIQUIDE

Préparer un inoculum standardisé a 0.5 Mc Farland, ensuite le diluer dans un bouillon en
vue que, la densité finale soit de 5 x 10° UFC/ml. Ajouter 1 ml de I’inoculum ajusté & chaque tube
contenant 1 ml d'extrait en série de dilution et mélanger.

Préparer un tube de contrdle positif ne contenant que du bouillon inoculé. La CMI est la
concentration minimale d'extrait qui inhibe complétement la croissance des microorganismes dans

les tubes, elle est présentée par le premier tube montrant un trouble et elle est détectée par l'ceil nu

(CLSI, 2012) (Figure 14).
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Figure 14: Technique de macro-dilution en milieu liquide

III- 5-2- 3-MICRO-DILUTION EN MILIEU LIQUIDE

Cette méthode est congue pour les petits volumes, elle est réalisée en préparant des
solutions meres des extraits préparés dans le DMSO. Des séries de dilutions de 1/2 sont faites dans
des microplaques de 96 puits. 100 ul de chaque dilution sont transférés dans les puits de la
microplaque qui contiennent chacun 100 ul de BN ensemencé ayant une densité microbienne de 10°
cellules/ml de cultures jeunes de bactéries. La derniere ligne contenant seulement les dilutions en
série de I'échantillon sans micro-organismes est utilisée comme témoin négatif. De 1'eau distillée

stérile et du milieu ensemencé servent de témoin positif.
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Incuber les plaques inoculées a 37°C pendant 16 a 20 h, la CMI est la concentration
minimale d'extrait qui inhibe complétement la croissance des microorganismes dans les puits de
micro-dilution telles que détectées par I'eeil nu (CLSI, 2012).

I1I- 5- 3- COURBE DE BACTERICIDIE

Cette méthode dite Time-kill Assay permet de caractériser ’activité antibactérienne
d’une HE au cours du temps. Elle évalue la décroissance en nombre des bactéries, qui sont soumises
a une concentration donnée en HE, sur plusieurs heures.

Une suspension standardisée a 0,5 Mc Farland et diluée au 1/20. Un ml de cet inoculum
est déposé dans 9 ml de MHB-Tween 80 (0,01% v/v) en absence (témoin de croissance) ou en
présence d’une concentration en extrait correspondant a la CMI en milieu liquide. Les suspensions
ainsi obtenues contiennent environ 5.10° céllules/ml et sont maintenues sous agitation a 37°C. 100 pl
de suspension sont prélevés a différents temps (0, 2, 4, 6, 8 et 24 heures) afin de procéder a un
dénombrement sur gélose MHA aprées une incubation a 37°C pendant 24 heures. La quantification du
nombre de colonies bactériennes est limitée a la valeur seuil de 200 UFC/ml.

Les résultats sont interprétés pat une courbe de bactéricidie représentant les intervalles de
temps sur l'axe des abscisses et le nombre de survivants sur 1'axe des ordonnées (Schwalbe et al.,
2007; Guinoiseau, 2010).

I1I- 5- 4- EXPERIENCE DE LA LYSE CELLULAIRE

Cette méthode permet de déterminer une éventuelle action bactériolytique des HE par
mesure de I’absorbance a 620 nm. En principe, une bactérie non lysée absorbe a 620 nm, il y aura
donc bactériolyse si I’absorbance a 620 nm diminue au cours du temps.

Une suspension bactérienne jeune est standardisée a 3.10'° UFC/ml (DOgp9 ~ 0.3),
déposée dans un tube stérile en absence (contrdle négatif) ou en présence d’HE a deux
concentrations, 1’une correspondant a la CMI et 1’autre a 2 fois la CMI. Les suspensions obtenues
sont soumises a agitation. Aux temps 0 s, 30 s, 30 min, 60 min, 90 min et 120 min, elles sont diluées
au 1/100 et leur absorbance est mesurée a 620 nm.

Les résultats sont exprimés par le rapport de la DOgyg a chaque intervalle de temps par
rapport a la DOgyp a t = 0 min % (Carson et al., 2002).

III- 6- L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE PAR CONTACT INDIRECT

Cette technique permet d’exploiter la nature volatile des HE, donc d’étudier I’effet de la
phase volatile des HE sur les microorganismes sans contact direct entre les deux. La méthode
consiste a déposer un disque de papier filtre (de 9 cm de diametre) imprégné d’une quantité bien
définie de I’HE sous le couvercle d’une boite de Pétri, sans que ’HE entre en contact direct avec la
gélose ensemencée. Si la vapeur de I’HE est active contre un microorganisme, sa vapeur induira

I’inhibition de la croissance de 1’inoculum.
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Des boites de Pétri contenant du milieu MHA sont ensemencées par écouvillonnage a
partir d’une suspension bactérienne ou fongique d’une densité de 0.5 Mc Farland, du papier filtre de
9cm de diametre stérilisé est placé au fond du couvercle de chaque boite de Pétri. Juste avant la
fermeture de la boite 1’huile est déposée a la surface du papier.

Pour chaque huile testée les dépdts sont de 0 (témoin), 10, 20, 40, et 80 ul. Les boites
sont immédiatement fermées et incubées (Figure 15).

La croissance est observée pendant 7 jours. La quantité minimale inhibitrice (QMI) est
définit comme la plus petite quantit¢ d’HE pour laquelle aucune croissance n’est visible

comparativement au témoin.
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Figure 15 : Technique des micro-atmosphéres

ITI- 7- ACTIVITE ANTIOXYDANTE
I1I- 7- 1- TEST DU DPPH
ITI- 7- 1-1- DES HUILES ESSENTIELLES ET DES EXTRAITS BRUTS
Le radical DPPH (Diphenyl-2-picrylhydrazyl) absorbe a 517 nm et l'activité antioxydante

peut étre déterminée en surveillant la diminution de cette absorbance. Apres avoir fait une gamme
-30 -



d’essai pour estimer I’intervalle d’activit¢é des HE et des extraits, on procéde aux gammes de
concentrations finales, pour cela, différentes concentrations d’une solution méthanolique ou de
DMSO d’extraits ou d’huiles respectivement sont mélangées avec 1250ul d'une solution
méthanolique du DPPH a 0.004 %. L’absorbance est mesurée a 517 nm apres 30 min d’incubation a
I’obscurité (Figure 16).

Des antioxydants synthétiques ; la quercetine et le BHT sont utilis€és comme témoins
positifs. La capacité a piéger le radical DPPH est calculée comme suit :
% d’activité antioxydante = [(Abss;7 controle—Abss;7 échantillon) / Abs s;7controéle] x 100
(Singh et al., 2006)
ICso (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée ECsy (Efficient concentration 50), est la
concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH, plus la Cls, est
petite plus I’antioxydant a une activité plus importante

Les ICsg sont calculées a partir des courbes représentant les pourcentages d’inhibition en
fonction des différentes concentrations des extraits.
III- 7- 1-3- EFFET ANTIOXYDANT DES COMBINAISONS

L’effet synergique/antagoniste des associations entre HE et entre extraits bruts a été
estimé selon la méthode de Peyrat-Maillard et al. (2001). Cette méthode fait intervenir et I’effet
mesuré réellement du mélange et 1’effet calculé pour chaque individu. Dans notre cas nous avons
testé des quantités identiques pour chaque individu.

La détermination de 1’activité antioxydante d’un mélange (EM) est définie en impliquant
Pactivité expérimentale du mélange (AE) et I’activité calculée (AC) exprimée par la somme des
activités individuelles (chaque individu a son pourcentage dans le mélange). Elle est exprimée
comme Ssuit :

EM=[(AE -AC)/ AC] x100
Une valeur positive définit un effet synergique tandis qu'une valeur négative correspond

a un antagonisme.
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Figure 16: Test de I’activité antioxydante
III- 7- 2- TEST DU POUVOIR REDUCTEUR

C’est une technique qui permet de mesurer la réduction du Fe** (fer ferrique) en Fe** (fer
ferreux) en présence des extraits a tester. Cette derniere est un essai simple, rapide et reproductible.
La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe’ dans le
complexe ferricyanide a la forme fer ferreux Fe**. Par conséquent, Fe** peut étre évalué en mesurant
I’augmentation de la densit¢é de la couleur verdatre dans le milieu réactionnel a 700nm
(Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Dans un tube a essai contenant 1 ml de solution d’échantillon sont ajoutés 2.5 ml de
tampon phosphate (0.2M, pH 6.6) puis 2.5 ml d’hexacyanoferrate de Potassium [K3Fe (CN) ¢]
(10g/1). L’ensemble est chauffé a 50°C au bain marie pendant 20 minutes. Un volume de 2.5 ml
d’acide trichloracétique (TCA) (100 g/l) est ensuite ajouté et le mélange est centrifugé a 3000
tours/min pendant 10 minutes. Enfin, 2,5 ml du surnageant sont mélangés avec 2.5 ml d'eau distillée
et 0.5 ml de chlorure ferrique [FeCls] (1g / I). Un blanc sans échantillon est préparé dans les mémes
conditions. La lecture est mesurée a 700 nm. Le BHT est utilisé pour le controle positif (Bourkhis et
al., 2010), Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des extraits testés (Narasimhan et al., 2013; Liu et al., 2011).

ITI- 8- ACTIVITE ANTI-HEMOLYTIQUE

Le principe ici est la stabilisation de la membrane des globules rouges humains par la

lyse membranaire induite par 1I’hypotonie. Le mélange d'essai contient du tampon phosphate de 1ml
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[pH 7.4, 0.15 M], 2 ml de solution hyposaline [0.36%], 0.5 ml de la suspension des érythrocytes
[10% v/v] avec 0,5 ml d'extraits de plantes et du diclofenac de diverses concentrations (50, 100, 250,
500, 1000, 2000 pg / ml) et de contrdle (eau distillée au lieu de solution hyposaline pour produire
I'hémolyse de 100%) ont été incubés a 37 ° C pendant 30 min et centrifugé respectivement. La teneur
en hémoglobine dans la suspension a été estimée en utilisant un spectrophotométre a 560 nm
(Nishantbhi et al., 2012).

Le pourcentage d'hémolyse des membranes des érythrocytes peut €tre calculé comme
suit:
% Hémolyse = (densité optique de test échantillon / densité optique de contréle) X 100

Le pourcentage de stabilisation de membrane HRBC peut étre calculé comme suit: %
Protection = 100 - [(densité optique de test échantillon / densité optique de contréle) x 100]
III- 9- ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE in vitro

L'activité anti-inflammatoire in vitro a été évaluée par la méthode de dénaturation des
protéines (Alhakmani ef al., 2013). Le diclofénac sodique, un puissant anti-inflammatoire est utilisé
comme référence. Le mélange réactionnel est constitué de 2 ml des différentes dilutions de 1’extrait
ou du control et 2.8 ml du tampon phosphate salin (pH 6.4) mélangé avec 2 ml d'albumine d'ceuf
(frais), ensuite le mélange est incubé a 27°C pendant 15 minutes. La dénaturation est induite en bain
marie 70°C pendant 10 min. Apres refroidissement, on mesure l'absorbance a 660 nm. Le
pourcentage d’inhibition de la dénaturation est calculé comme suit :

% inhibition = (At-Ac) x 100/Ac

Ou At : est ’absorbance du test, Ac : 1’absorbance du control.
III- 10- ANALYSES STATISTIQUES

Les valeurs ont été en général exprimées en moyenne + SD. Les résultats des différents
tests sont analysés par le test ¢ de Student pour les comparaisons simples, et ANOVA uni-variée
suivie du test de Dunnett et Tukey pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de

signification. Les statistiques sont faites par Graphpad Prism 5.
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IV- 1- RESULTATS DES EXTRACTIONS
IV-1- 1- LES HUILES ESSENTIELLES
IV-1- 1-1-RENDEMENT

L’huile essentielle de Carum montanum, obtenue par hydrodistillation, est de couleur
verdatre, celle de D. gracilis est d’une couleur jaune claire et limpide. Les deux HE sont solubles
dans le DMSO et dans le méthanol.

Les rendements des extractions sont calculés par rapport au poids sec de la matiere seche des deux
especes végétales selon la formule suivante ;

Rendement = (poids de I’extrait / poids initial de la poudre végétale) x100

L’hydrodistillation de la partie aérienne de C. montanum a donné une HE d’un
rendement de 1.1 % (w/w) ou 0.99 % (v/w), alors que ’'HE de D. gracilis est d’un rendement
inférieur de celui de C. montanum ;, 0.56 % (w/w) ou 0.68 % (v/w).

Selon Sandberg et Corrigan (2004), les plantes qui sont riches en HE (jusqu’a 10%) se
trouvent dans environ 30% des familles botaniques. Certaines en sont hautement riches ; les
Apiacées, les Lamiacées, les Lauracées, les Myrtacées, les Pinacées, les Rutacées et les
Zingiberacées. Cependant, le rendement de C. montanum est relativement inférieur en le comparant a
ceux des especes du méme genre car des travaux antérieurs ont rapporté des valeurs supérieures; C.
copticum 5.2% (v/w) (Oroojalian et al., 2010), C. copticum 4.6% (v/iw) (Mohagheghzadeh et al.,
2007), C. copticum 2.8% (v/iw) (Khajeh, 2004) et C. carvi 1.46 % (v/w) (Pitasawat et al., 2007).

De méme pour le rendement de I’espece D. gracilis qui est légerement inférieur a
d’autres especes du méme genre ; les fruits de D. gingidium 1.21% (w/w) (Flamini et al., 2007), les
fruits de D. carrota L., cultivar 0.69% (Glisic et al., 2007) et la partie aérienne de D. carota 0.6%
(Gonny et al., 2004).

Cependant, des taux inférieurs ont été obtenus chez des espéces du méme genre ; les
feuilles de D. gingidium 0.04% (w/w) (Flamini et al., 2007), D. carota L. var. sativa tiges et
feuilles, racines, 0,07% et 0.01 % (v/w) respectivement (Yin et al., 2006). D. crinitus 0.3% (w/w)
(Lanfranchi et al., 2010), les fleurs de D. carota L. var. sativa 0.27% (v/iw) (Yin et al., 2000).

D’apres Fellah et al. (2006), les variations dans le rendement peuvent étre attribuées a la
technique d’extraction, a la période de la cueillette de la maticre végétale (I’influence du cycle
végétatif) et a I’origine de la plante; par exemple, le rendement de Salvia officinalis (Maroc) de deux
régions différentes a donné deux rendements différents 2,55% et 1,80% (w/w). La teneur en HE
provenant d'une espece peut dépendre du sol, du climat, de 1’ensoleillement, de la technique de
séchage et de stockage (Sandberg et Corrigan, 2004; Naghdi Badi et al., 2004).

Dans I’¢tude de Staniszewska et Kula (2005), la plus forte concentration d'huile dans les
parties de la plante de la carotte sauvage (Daucus carota L. ssp. carota) a été observée en ombelles
matures (1.06% v/w). Les ombelles fleuries contenaient 0.65% (v/w) et le reste de la partie aérienne

contenait seulement 0.09% (v/w).
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La technique d’extraction joue, également, un réle important dans le taux de rendement
en HE. Ainsi, Une extraction au carbone supercritique a donné un rendement de C. copticum allant
jusqu’a 5.8% (w/w) et celui par hydrodistillation 2.8% (v/w) (Khajeh et al., 2004). Aussi dans le cas
des fruits de D. carota L., cultivar le rendement le plus élevé (1,17%) a été obtenu par le carbone
supercritique alors que celui obtenu par hydrodistillation est de 0.69% (Glisic et al., 2007).
Zheljazkov et al., (2013), ajoutent que le temps d’extraction influence, également, le rendement.

Il semble, en fait, que la teneur maximale en huile est obtenue quand toutes les fleurs ont
atteint leur pleine maturité, parce que les calices contiennent le plus grand nombre de glandes
sécrétrices par unité de surface (Rahman et al., 1999).

Selon Bakkali er al., (2008), afin d'obtenir des HE de composition constante, elles
doivent étre extraites dans les mémes conditions a partir du méme organe de la plante qui a été de
plus en plus sur le méme sol, sous le méme climat et a été récolté dans la méme saison.

Le tableau 4 montre les variations des rendements en fonction différent parametres dans
la méme famille botanique (les Apiacées) et parfois dans la méme espece.

IV-1-1-2- ETUDE PHYTOCHIMIQUE DES HE
% C. montanum

L’analyse des HE par chromatographie en phase gaz couplée a la spectrométrie de masse
(CPG/SM) a permis d’identifier plus de 94.4% des constituants de I’'HE de C. montanum,
représentés par 43 constituants dont le composant majeur (non identifié au départ) est le Nothoapiole
a un pourcentage remarquable de 62.8% (Tableau 2).

En plus du nothoapiole, deux autres composés a des pourcentages loins d’étre comparés a
ce dernier, mais quand méme assez présents dans 1’analyse chimique ; le Dillapiole a 8.5 % et I’a-
Humuleéne a 7.1%. La composition de cette HE ressemble qualitativement en grande partie a celle
de I’HE de C. bulbocastanum ou le dillapiole représentait 44.6%, et le nothoapiole 8.3% (Kapoor et
al., 2010). L’HE de Carum présente une composition particuliere et différente de la majorité des
autres HE, les phénylpropanoides dominent a un taux élevé (71.9%) (Figure 17), ce qui n’est pas le
cas général dans les HE; selon Cowan (1999), les HE sont composées de terpenes (20.7% de
terpénes dans notre huile) et le reste est constitué de composés aromatiques et de constituants
aliphatiques. Dans un cas similaire au notre, I’HE de la carotte sauvage D. carota est composée de
45.0% de phénylpropanoides (Gonny et al., 2004). Quoique Raut et Karuppayil (2014) confirment
la présence des phénylpropanoides plus fréquemment chez les Apiacées.

D’apres Garnero (1996), 11 n’est pas rare de reconnaitre certaines HE qui sont tres riches
en un constituant donné. C’est le cas de ’HE de bois de rose du Brésil riche en linalol et celui des
HE de citronelle riche en citral, des HE de badiane, d’anis vert et de fenouil riches en trans-anéthole,
de 'HE d’Eucalyptus globulus riche en 1,8-cinéole, etc. Ainsi, I’'HE de C. copticum est constituée,

en partie majeure, d’un monoterpénoide qui est le y-terpinéol a un pourcentage de 55.75% (Baby et
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al., 2012). L’huile des écorces de racines de Securidaca longepedunculata, est constituée, a plus de
90%, de salicylate de méthyle (Nébié et al., 2004).

Cependant, dans 1’ensemble, les HE peuvent contenir environ 20-60 composants a de
tres différentes concentrations et peuvent étres caractérisées par deux ou trois composants
majoritaires a des concentrations assez €levées (20-70 %) par rapport a d' autres composants présents

sous forme de traces (Bakkali et al. 2008).
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Parametre

Technique

Durée

Organe

eng d’extraction Cycle végétatif d’extraction utilisé Origine Rendement Référence
speces
C. montanum Hydrodistillation Différentes périodes 3h Partie aérienne  Sétif 0.99 (v/w) Présent travail
C. copticum Hydro 4 h Graine Iran 5.2% (v/w) Z%igo‘lahan etal,
C. carvi VD;;tel}}f“"“ ula Thailand 1.46 % (viw) Pitasawat et al., 2007
C. copticum Hydrodistillation 4h Fruit Iran 4.6% (/W) MoPagheghzadeh ef
. Hydrodistillation 2.8% .
L: copricusi CO, supercritique @l lirz de1.025.8%(w/w) Khajeh, 2004
C. nierum Distillation a la Graines Inde Padmashree ef al.,
-1 vapeur 2007
D. gracilis Hydrodistillation Différentes périodes 3 h Partie aérienne  Skikda  0.58% (v/w) Présent travail
D. carota ]V);Is)gllllratlon ala Fin de floraison 6h Partie aérienne  Corse 0.6% Gonny et al., 2004
D. crinitus Hydrodistillation Différentes périodes 3 h Partie aérienne ~ Sétif 0.3% (w/w) %élln(franchi s
Sy B T et Fruits . 1.21% Flamini et al., 2007
D. gingidium Hydrodistillation 2h Feuille Italie 0.04% (w/w) i
Fleurs 0.27%
D. carota Hydrodistillation 6h Tige et Feuille  Chine 0,07% Yin et al., 2006
Racines 0.01 % (v/w)
CO, supercritique . . 1,17% Glisic et al., 2007
04 et Hydrodistillation L Sl 0.69%
Ombellemature 1.06% Staniszewska et Kula
Daucus carota Hydrodistillation Sh ombelle fleurie 0.65% 2005 >
Herbe 0.09% (v/w)
Floraison
Développement de Feuilles et 0.27%
D. sahariensis Hydrodistillation la plante Fleur 0.63% Flamini et al, 2013
Floraison- 0.68%
fructification
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Tableau 5 : composition chimique de ’HE de Carum montanum par CPG/SM.

N° Constituant % IR
1 Z-hex-3-enol 0.1 833
2 a-thujene 0.1 923
3 B-pinene 0.1 969
4 a-terpinene 0.1 1009
5 undecane 0.1 1100
6 tridecane 0.1 1300
7 o-copaene 0.1 1374
8 a-muurolene 0.1 1490
9 a-bisabolene 0.1 1499
10 osthole 0.1 2069
11 sabinene 0.2 964
12 z-B-ocimene 0.2 1026
13 terpinolene 0.2 1078
14 B-elemene 0.2 1385
15 a-selinene 0.2 1486
16 elemicine 0.2 1516
17 e-caryophyllene oxide 0.2 1562
18 para-cymene 0.3 1011
19 ylangene 0.4 1468
20 myristicine 0.4 1483
21 B-bourbonene 0.5 1379
22 a-farnesene 0.5 1495
23 e-hex-2-enal 0.6 823
24 limonene 0.6 1020
25 B-sesquiphellandrene 0.6 1512
26 e-pB-ocimene 0.7 1037
27 y-terpinene 0.8 1048
28 o-bergamotene 0.8 1430
29 a-pinene 0.9 930
30 myrcene 0.9 981
31 thymol 0.9 1266
32 germacrene-d 2.2 1471
33 -caryophyllene 25 1413
34 nothoapiole 62.8 1738
35 o-humulene 7.1 1446
36 dillapiole 8.5 1589
37 hexanal t 772
38 heptanal t 875
39 nonanal t 1081
40 terpinen-4-ol t 1136
41 methyl thymyl ether t 1224
42 carvacrol t 1275
43 apiole t 1640

Total identifié 94.4
IR : indice de rétention, t : traces
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Figure 17 : Pourcentages des différentes familles chimiques dans ’HE de C. montanum
PP : phénylpropanoides, MO : monoterpénes oxygénés, MH : monoterpénes hydrocarbonés, SO : sesquiterpénes

oxygénés, SH : sesquiterpeénes hydrocarbonés, ACI : autres composés identifiés, ACNI : autres composés non identifiés.
s D. gracilis

L’analyse de I’huile de D. gracilis a révélé 49 constituants représentant plus de 94.8 %
du total (Tableau 6). L’elemicine est le constituant majeur avec un pourcentage de 35.3 % de I’huile.
L’acétate de géranyl est également présent a un pourcentage élevé 26.8 % et apres vient le cedr-
8(15)-en-9-a-ol a 8.3 %. Il semble que I’acétate de géranyl est un constituant commun des especes de
D. carota subsp. gummifer provenant de deux pays méditerranéens, c’est le composé majeur aux
pourcentages de 37% dans I’HE de I’espece du Portugal et de 51.7 a 76.9% chez I’espece de
I’Espagne (Valente et al., 2015). Maxia et al., (2009), ont fait I’analyse de deux HE de Daucus
carota L. subsp carota et ils ont aussi trouvé 1’acétate de géranyl a 15% chez I’espéce provenant du
Portugal, tandis que chez celle de I’'Italie ce composé ne figure pas. Ils ont trouvé, également,
I’elemicin a 6.3% et 6.4% avec des taux trés bas de phénylpropanoides; 0.3% et 9.7%.

L’HE de D. gracilis est représentée en grande partie par les phénylpropanoides, comme
celle de C. montanum, a 35,6% mais pas au méme niveau (Figure 18), ce qui corrobore d’autres
études sur le méme genre ; 1'HE des fruits de D. carota ssp. maximus provenant de ’Egypte est
constituée principalement de phénylpropanoides a 56,84% (Saad et al., 1995) et D. carota de Corse
a45.0% (Gonny et al., 2004).

Selon Saad ef al. (1995), la présence des phénylpropanoides dans les HE a des quantités
appréciables, est d'une grande importance dans les interactions insectes-plantes car ils sont connus
comme stimulants de ponte sur les feuilles pour la mouche de la rouille de la carotte.

En faisant la comparaison entre la composition chimique des deux HE, on constate que la

différence essentielle se voit dans le pourcentage des phénylpropanoides, ou la différence atteint le
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double,. Si non, le reste des groupes chimiques sont présents a des taux trés proches. D’ailleurs, on

peut méme recenser 13 constituants en commun entre ces deux huiles essentielles.

Tableau 6 : Composition chimique de ’HE de Daucus gracilis par CPG/SM

N° Constituant % IR

1 o -pinene 0.1 937

2 neral 0.1 1240
3 (Z)-isoelemicin 0.1 1571
4 o -phellandrene 0.2 1006
5 y-terpinene 0.2 1062
6 geranial 0.2 1272
7 valencene 0.2 1493
8 germacrene B 0.2 1554
9 dillapiole 0.2 1623
10 selin-11-en-4-a-ol 0.2 1655
11 p-cymene 0.3 1027
12 terpinolene 0.3 1090
13 a-terpineol 0.3 1191
14 a -longipinene 0.3 1352
15 o -terpinene 0.4 1019
16 d-elemene 0.4 1340
17 myrcene 0.5 989

18 (E)-b-ocimene 0.5 1052
19 (Z)-b-ocimene 0.6 1041
20 juniper camphor 0.6 1693
21 limonene 0.7 1032
22 a-humulene 0.7 1456
23 humulene epoxide II 0.7 1608
24 B -vetivene 1.0 1530
25 Y -curcumene 1.1 1480
26 B -himachalene 1.2 1501
27 B -pinene 14 977

28 linalool 1.5 1101
29 Cubenol 1.6 1645
30 geranyl acetate 26.8 1384
31 B -bisabolene 3.2 1509
32 elemicin 353 1557
33 geraniol 4.7 1257
34 cedr-8(15)-en-9-a-ol 8.3 1643
35 heptanal tr 902

36 camphene tr 951

37 benzaldehyde tr 968

38 6-methyl-5-hepten-2-one tr 987

39 1,8-cineole tr 1035
40 phenylacetaldehyde tr 1045
41 nonanal tr 1103
42 trans-pinocarveol tr 1141
43 (E)-2-nonenal tr 1162
44 pinocarvone tr 1168
45 4-terpineol tr 1179
46 cis-carveol tr 1231
47 isobornyl acétate tr 1287
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Suite du tableau 6 de la Composition chimique de I’HE de Daucus gracilis par CPG/SM

N° Constituant % IR

48 neryl acetate tr 1368

49 B-elemene tr 1392
Total identifié Plus de 94.8 %

IR : indice de rétention, t : traces

Du moment que dans cette étude, les deux especes ont été traité de la méme maniére et
dans les mémes conditions, on peut attribuer de telles différences de compositions, qualitatives et

quantitatives, a la différence génétique des genres (taxons).
52
\‘ Daucus
3 \

mPP

B MO
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Figure 18 : Pourcentages des différentes familles chimiques dans I’HE de D. gracilis
PP : phénylpropanoides, MO : monoterpénes oxygénés, MH : monoterpénes hydrocarbonés, SO : sesquiterpénes
oxygénés, SH : sesquiterpenes hydrocarbonés, ACI : autres composés identifiés, ACNI : autres composés non identifiés.

IV-1-1- 3- EXTRACTION DU NOTHOAPIOLE

Le composé majoritaire de ’'HE de C. montanum a été identifié par chromatographies
successives sur colonne. Ensuite, ce composé a été isolé sous sa forme pure et identifié comme le
Nothoapiole (NA) (Figure 19.a) par SM et RMN en comparant son spectre avec les données

spectrales décrites dans la littérature.

OCH;, OCH;,4 a OCHs

(o) X = 0 =
< <
(0] | — o OCHj,
b c
Figure 19: Structures chimiques : Nothoapiole (a), Myristicine (b), Apiol (¢) et Anethapiole

(d)
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Ce phénylpropanoide hautement oxygéné est structurellement liées a la Myristicine (b),
I’Apiole (c) et I'Anethapiole (d), qui sont largement répandues dans de nombreuses especes
végétales, mais le Nothoapiole est, généralement, beaucoup moins fréquent que ces composés. Le
Nothoapiole a été, également, identifié, par Singh et al. (2006), dans I'HE de C. nigrum et dans son
oléorésine, chez Carum bulbocastanum (Kapoor et al., 2010) ainsi que dans d'autres especes
végétales: Perilla frutescens (Ito et al., 1999), Pimpinella serbica (Ivanic et al.,1983),
Molopospermum peloponnesiacum (Kubeczka et Ulmann, 1983), Peucedanum pauciradiatum
(Bagirov et al., 1982) et Nothosmyrnium japonicum (Saiki et al., 1970), Pleurospermum
angelicoides (Mathela et al., 2015) et dans 1'algue brune Spatoglossum variabile par Rahman et al.
(1999). Cependant, aucune de ces espéces n’en contient un pourcentage si €¢levé comme C.
montanum.
IV-1- 2- LES EXTRAITS BRUTS
IV-1-2- 1- RENDEMENT

Les rendements des extraits bruts, contenant les biomolécules totaux, obtenus par
macération hydro-alcoolique de la poudre seche des deux plantes ont été€ de : 3,77 % pour C.
montanum et 3,74 % pour D. gracilis. Les deux extraits sont de couleur marron foncé, solubles dans
le DMSO et dans le méthanol. Ces deux rendements présentent des valeurs trés proches, c’est
probablement dues au fait que les deux especes végétales appartiennent a la méme famille botanique
(Apiacées). Cela peut étre du, également a 1’utilisation de la méme technique d’extraction dans les
mémes conditions expérimentales. Ces deux valeurs se situent dans la moyenne par rapport a celles
obtenues par Bendahou et al., (2008) ou I’extraction hydro-alcoolique des feuilles et des tiges de D.
crinitus a donné des valeurs de 6.1% et 2.5 % respectivement.
IV-1- 2- 1- DOSAGE DES POLYPHENOLS

La teneur en polyphénols totaux est estimée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-160 pg/ml). Les valeurs sont exprimées en pg

d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.
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Le dosage des polyphénols dans les deux extraits montre que 1’extrait brut de D. gracilis
est le plus riche en polyphénols suivi par celui de C. montanum 149.05 + 3.33 et 101.50 + 5.33
png/mg respectivement (Tableau 7). Ces teneurs sont considérables par rapport a la majorité des
especes des mémes genres.

Tableau 7 : Dosage des polyphénols totaux dans les extraits bruts

Quantités des Polyphénols exprimées en pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait

C. montanum 101.5 £5.33
D. gracilis 149.05 £ 3.33

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures n=2 + SD

Ces quantités sont, également, proches de celle trouvée par Zahin et al. (2010), dans
I’extrait des fruits de C. copticum ; 119.2 mg/g et celles de (Bendiabdellah et al., 2012) dans
I’extrait de D. crinitus ; 130.19 pg /mg.

Les quantités estimées, des polyphénols totaux, dans les extraits de 1’espece la plus
étudiée du genre Carum ; C. carvi étaient trés basses. On a estimée cette quantité dans 1’extrait
méthanolique de C. carvi provenant de 1’Australie a Spg/mg (Polovka et Suhaj, 2010), celle dans
I’extrait méthanolique de C. carvi du Himalaya a 45.5 pg/mg (Xavier et al., 2011) et 50.20 pg/mg
dans I’extrait de C. carvi provenant de 1’Inde (Thippeswamy et al., 2013). L’extrait de C. nigrum ne
contenait que 3,065ug/mg de polyphénols (Padmashree ef al., 2007). Des études antérieures ont
montré que la quantité des composés phénoliques dans les plantes dépend des facteurs biologiques
(génotype, organe en question), ainsi qu’édaphiques, et environnementaux (température, salinité,
stress hydrique et l'intensité lumineuse) (Ksouri et al., 2008).

IV-2 - ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE
IV- 2-1- TEST DE DIFFUSION SUR GELOSE
IV-2-1-1- LES HUILES ESSENTIELLES

Pour mettre en évidence une éventuelle activité antimicrobienne, on a commencé par
I’évaluation qualitative des effets des deux HE, en procédant par la technique de diffusion sur
gélose ; une technique facile a mettre en ceuvre et donne des résultats rapides. En plus, cette
technique est recommandée avant toute procédure de quantification.

Les résultats obtenus par 1’application des HE (Tableau 8), montrent que ces derniéres
sont actives a des pourcentages différents. Selon Rouibi et al., (2009), une souche est dite:

e Sensible lorsque la zone d’inhibition est supérieur ou égale & 15mm.
e Limitée lorsque la zone d’inhibition est inférieure & 15mm.

e Résistante lorsque la zone d’inhibition est inexistante.
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En adoptant cette classification on peut dire que I’HE de C. montanum est active sur
16% des souches testées et complétement inactive contre 42% de ces souches. Pour I’HE de D.
gracilis, 33% des souches sont sensibles alors que 33% des souches se sont parues complétement
résistantes. On constate que, pour les deux HE, I’activité manifestée n’est pas sélective que ce soit
selon le Gram ou bien au sein du méme genre ou nous avons constaté des diametres d’inhibition qui
vont de la résistance jusqu’a quelques mm comme chez le genre Staphylococcus (de 0 a 26 mm).
Belaiche (1978), rend cette non-sélectivit¢ I’immense variét¢ de la composition des HE, cette
derniére ne permet pas de définir de spectre particulier a chaque huile ni méme de les classer en
adoptant le critere d’activité classique Gram+ et Gram

La sensibilité des différentes bactéries envers les HE, extraites des especes du genre

Carum a été rapporté par plusieurs auteurs ; C. carvi (De martino et al., 2009 ; Fang et al., 2010 ;
Seidler-Lozykowska et al., 2013), C. copticum (Dashti-Rahmatabadi et al., 2007 ; Rezaei
Kahkha et al., 2014).
L’espéces B. cereus était sensible a I’'HE de C. montanum (16mm), ce qui était le cas de I’'HE de C.
carvi qui a agit d’une fagon trés forte sur la méme souche (De martino et al., 2009), mais S. aureus
sensible a cette huile a ét¢ moyennement sensible a I’HE de C. carvi, provenant de 17 régions
différentes (Seidler-Lozykowska et al., 2013).

L’activité des HE extraites du genre Daucus ont été largement exploité chez ses
différentes especes et les souches de S. aureus ont été les plus sensibles. Lanfranchi et al., (2010)
ont mis en évidence cette activité sur E. coli (15 mm) et S. aureus (22mm) par ’HE D. crinitus. S.
aureus est aussi trés sensible a I’'HE de D. crinitus (28 mm) mais B. cereus et E. coli en sont
résistantes (Bendiabdellah et al., 2012). L’HE de D. syrticus est aussi active sur B. cereus (Abd
Alla et al., 2013). D’apres Valente et al. (2015), I’activité antimicrobienne de I’HE de D. carota
subsp. Gummifer serait due a la présence du géranyl acétate, rappelant que ce méme constituant est
présent dans I’HE de D. gracilis a 26.8%. En plus du géranyl acétate, 1’a-pineéne, 1’a-terpinéol, le
géraniol, le limonene, le myrcene, le néral, le a-phellandrene, le géranial, le dillapiol, le a-terpinéol,
le linalool, le 1,8-cinéol et le p-cymene, sont des molécules a potentiel antibactérien selon Duke
(2015).

En général, les phénylpropanoides, peuvent étre a I’origine de 1’activité antibactérienne
car ils ont été isolés, auparavant, a partir d’'une espece connue pour exercer une action protectrice
contre les agents phyto-pathogenes (les bactéries et les champignons) Da Silveira et al., (2014).

Enfin, il est a noter que le diamétre d’inhibition n’est pas une mesure directe de 1’activité
antimicrobienne des HE car les différents constituants ne diffusent pas tous de la méme maniére dans

le milieu gélosé (Hulin et al., 1998).
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Tableau 8 : diameétres d’inhibition des HE en mm

Pourcentage dans le DMSO T-

Souches bactériennes 50 % 20 % 10 %

C. montanum

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) - - - 08G
Escherichia coli (ATCC 25922) 08 £0.00 07,5+0.7 07,5+0.7 22G
Salmonella typhimurium ( ATCC 13311) 11£0.00 08 +0.00 - 20G
Acinetobacter baumanii (ATCC 19606) 11£0.00 08 £0.00 - 20G
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 13 +0.00 12 +0.00 10 £0.00 31G
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 20+0.00 I - 25G
Bacillus cereus (ATCC 10876) 16 £0.00 14+ 0.00 11 +0.00 19G
Enterococcus faecalis (ATCC 49452) 12 £0.00 07 +0.00 - 20G
Lysteria monocytogenes (ATCC 15313) - - - 19G
Citrobacter freundii (ATCC 8090 ) - - - 18G
Proteus mirabilis (ATCC 35659) 08+2.38 07 +0.00 - 26G
Escherichia coli (ATCC 9738) - nt nt 12 AMP
Enterococcus faecalis (14C1104) - nt nt 32 AMP
Pseudomonas aeruginosa (13C3104) - nt nt 30 AMP
Staphylococcus. aureus sub aureus (ATCC6538) 09 nt nt 33 AMP
Staphylococcus epidermitis (CIP 10464) 14 nt nt 62 AMP
Staphyloccus saprophyticus subsp. Saprophyticus - nt nt 40 AMP
(CIP 10464)
Staphylococcus simulans (CIP 81.64) 26 nt nt 32 AMP
Staphylococcus lugdunensis (CIP 103584) 06 nt nt 09 AMP
D. gracilis
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 12£0.00 11+0.00 12 +£0.00 08G
Escherichia coli (ATCC 25922) 13.5+2.12 - - 20G
Acinetobacter baumanii (ATCC 19606) 1975 +2.47 09 +0.00 08 +0.00 20G
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 13+ 2.08 11+2.12 10+1.73 31G
Bacillus cereus (ATCC ]0876) 17+ 4.04 16 +4.72 11£1.15 19G
Lysteria monocytogenes (ATCC 15313) - - - 19G
Proteus mirabilis (ATCC 35659) 15£0.00 13 £0.00 12 £0.00 26G
Staphylococcus aureus (ATCC 43300) - - - nt
Bacillus subtilis (NCCB 1090) = - - nt

G : gentamicine, AMP : ampicilline, nt : non testée, | : zone moins dense, - : pas d’activité.n=3+ SD
Concernant I’antibiogramme et d’aprés Rahal et al., (2008), le domaine de sensibilité de
la majorité des souches qu’on a testé vis-a-vis de la gentamicine (10png) et de I’ampicilline (30 pg) se

situe au dela de 15mm, ce qui signifie que ces souches sont toutes sensibles aux deux antibiotiques.
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Quoi qu'il en soit, il est intéressant de noter que la plupart des molécules issues des plantes ont une
activité antimicrobienne inférieure a celle des antibiotiques communs envers les bactéries et les
champignons (Hemaiswary et al., 2008). Notant que la nature des activités observées par les HE
sont toutes bactériostatiques.

IV-2-1-2- LE NOTHOAPIOLE

La présence d’un composé (le Nothoapiole) en masse (62.8 %) dans I’'HE de C.
montanum nous a conduit a tester son effet seul et a le comparer avec 1’effet de I’HE enti¢re afin de
savoir si I’activité de I’HE peut étre attribuée a lui seul. Pour cela, la méme technique a été adaptée ;
la technique de diffusion sur gélose.

Les résultats obtenus (Tableau 9), montrent que E. coli est restée complétement
résistante comme avec I’HE entiére. Cependant, I’inhibition des souches sensibles a 1’huile entiere
s’est diminuée voire disparue (S. lugdunensis), malgré 1’application de 10 pl du composé pur.

Bien qu’il a été rapporté que les phénylpropanoides forment un groupe majeur de
produits naturels avec un spectre large d'activités biologiques y compris des activités cytotoxiques et
anti-tumoraux (Ma et al., 2013), le Nothoapiole s’est montré modérément actif dans notre étude.
Cela peut étre expliqué par deux hypothéses ; ou bien le Nothoapiole n’a pas du tout un effet
antimicrobien, ou bien il n’agit qu’en association synergique avec d’autres composés de I’HE pour
donner une certaine activité. La premiére hypothése est renforcée par le fait de I’inactivité totale du
nothoapiole sur E. coli (ATCC 9738) ainsi que la chute remarquable des zones d’inhibition chez le
reste des souches testées. Selon Belaiche (1979), il a été démontré que le pouvoir global des HE
entieres est incomparablement plus grand que celui des composants pris isolément.

Tableau 9 : Diamétres d’inhibition en mm du Nothoapiole et de I’huile de Carum entiére

Dilution Concentrations dans le DMSO HE | NA T+
1 172 | 1/4 1/8 101 (AMP)

Escherichia coli (ATCC 9738) - - - - - 12
Staphylococcus. aureus sub sp. aureus | 11 09 - - 10 33
Staphylococcus epidermitis (CIP 10464) 16 14 10 07 08 62
Staphylococcus simulans (CIP 8164) 28 26 17 15 08 32
Staphylococcus lugdunensis (CIP 103584) 12 - - - - 09
Candida tropicalis (ATCC 66029) 14 12 11 10 10 -

Nt : non testé, AMP : ampicilline, - : pas d’activité
D’autre part, Bakkali et al. (2008) préferent la notion de synergie entre les composants
d’une HE, méme ceux présents a de faibles quantités car il est possible que 1'activité des principaux

composants soit modulée par d'autres molécules mineures. Il semble que c’est le cas de nos HE car
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des molécules composantes de I’'HE de C. montanum ont été testées individuellement et ont
manifesté des effets antibactériens sur différentes souches; le dillapiole, I’a-pinene, le a-thujene, le
myrcene, le terpinen-4-ol, thymol, le carvacrol et le hexanal selon la base ethnobotanique de Duke
(2015). Mis a part le dillapiole (8.5%), les autres molécules se trouvent en traces (0.1-0.9%).

En outre, il est probable que plusieurs composés des HE jouent un rdle dans la
pénétration cellulaire et la fixation sur les parois et les membranes cellulaires. En ce sens, a des fins
biologiques, il est plus informatif d'étudier une huile entic¢re plutdt que de certains de ses composants
parce que le concept de synergie apparait plus significatif. Certaines études ont conclu que les HE
entieres ont une activité antibactérienne supérieure a celle des composants principaux mixte ce qui
suggere que les composants mineurs sont critiques pour l'activité et peuvent avoir un effet synergique
(Burt, 2004).

IV-2-1-3- EFFET SUR LES CHAMPIGNONS

Les HE des deux plantes étudiées étaient complétement inactives sur la souche d’A.
flavus. Alors que la souche d’A. niger, exposée aux mémes concentrations d’HE était sensible a la
premicre lecture, c'est-a-dire apres 48h d’incubation (Tableau 10). Cependant, on a constaté que les
spores ensemencées au début de 1’expérience ont germé & partir du 15°™ au 20°™ jour, donnant lieu
a ’apparition de nombreuses colonies fongiques d’A. niger. Les espéces de Candida sont les plus
sensibles aux deux HE. Ce résultat est similaire a celui observé par Basilico et Basilico (1999), lors
de I’étude des effets des HE sur A. ochraceus, ils ont constaté que 1’effet de I’HE de Basilic était

initialement completement efficace, mais apres 7 jours, L’HE est devenue inactive et a permis la

Tableau 10: Effet des HE sur les champignons

éme -
477" jour,

croissance du mycélium. De son coté, L’HE d’origan était complétement efficace jusqu'au 1
ensuite I’inhibition de la croissance fongique est devenue partielle aprés le 21°™ jour. De méme,
l'extrait de 1'origan testé par Koci Tanackov ef al. (2012), a provoqué une absence ou un retard dans
la germination des spores des especes d’Aspergillus. Le retardement de I’effet des deux HE sur A.
niger peut étre attribué au fait que ces huiles ont, toutes les deux, manifesté au début de 1’incubation
une activité fongistatique, ce qui a empéché la germination des spores. Au dela du 20°™ jour, les HE
se sont évaporées du fait de leur nature volatile, ce qui a permis aux spores de germer et de donner un
nouveau mycélium. L’activité antifongique des HE de Carum a été signalée auparavant par C. carvi
et C. copticum (Fang et al., 2010 ; Rezaei Kahkha et al., 2014). La croissance des dermatophytes et
le développement de leurs spores sont facilement inhibés par les HE riches en phénylpropanoides et
les alcools sesquiterpéniques monocycliques. Les HE possédent également une activité inhibitrice

sur le cycle cellulaire de C. albicans du moment que le géraniol et I'acétate de géranyle sont signalés

a bloquer C. albicans dans la phase S du cycle cellulaire (Raut et Karuppayil, 2014). Duke,
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Pourcentage de ’HE dans le T-

DMSO
Souches fongiques 50 % 20 % 10 % NY MCZ

C. montanum

Aspergillus niger 2CA936 - - - - 10
Aspergilus flavus NRRL 391 - - - 22.50 30
Candida albicans ATCC 1024 37+3.35 19£6.02 09 *3.05 30.00 26
Candida tropicalis (ATCC 66029) 12£0 - - . -
D. gracilis

Aspergillus niger 2CA936 - - - - 10
Aspergilus flavus NRRL 391 08.61.15 - - 22.50 30
Candida albicans ATCC 1024 20+7.5 1000  09+1.73 30.00 26

NY : Nystatine, MCZ : Muconazole,- : pas de developpement, n=3+SD.

(2015) recense le thymol, ’a-pinéne et le myrcene, le B-pinene, le thymol, le y-terpinene et le
myrcene parmi les molécules antifongique chez le genre Carum et I’elemicin (présent a 35%), le
terpinoléne parmi les molécules fongicides chez le genre Daucus.

Les résultats obtenus par I’'HE de D. gracilis sont en accord avec plusieurs études faites
sur le méme genre; A. niger et C. albicans sont aussi inhibées a (17mm) et (25-30 mm),
respectivement, par I’HE de D. crinitus (Lanfranchi et al., 2010 ; Bendiabdellah et al., 2013).
L’HE de D. carota L. subsp carota, a manifesté une activité remarquable sur une panoplie de
souches fongiques. Cette HE de deux provenances, a savoir le Portugal et I’Italie, était active sur A.
niger (10 ul/ml), A. flavus (20 ul/ml) et C. albicans (10-20ul/ml) avec des différentes CMIs (Maxia
et al., 2009).

En fait la difficulté des études sur les HE, due a leur volatilité, s’ajoute au fait que les
moisissures présentent des difficultés supplémentaires de mutations et de croissance lente par rapport
aux bactéries.

Les HE et les extraits végétaux agissent de manicres différentes. Les études
microscopiques ont montré qu’il peut y avoir des déformations des hyphes avec I’apparition
fréquente des fragmentations, des épaississements et des désorganisations des organes reproductifs
(vésicules irrégulieres, apparition de métules €largies), la perte totale du cytoplasme des hyphes, des
cellules appauvries des organites, la lyse des hyphes, l'amincissement des parois cellulaires, le
décollement de la membrane cellulaire de la paroi cellulaire et la destruction des organites cellulaires
(Koci Tanackov et al., 2012).

IV- 2-1-4-LES EXTRAITS BRUTS

Les extraits bruts ont été peu actifs sur quelques souches avec des diamétres d’inhibition

variant entre 7 et 9.5 mm a la concentration de 70 mg/ml. Cette activité demeure toujours plus faible

que celle montrée par les antibiotiques.
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D’aprés la littérature, les extraits bruts possédent, en général, une activité
antimicrobienne significative, par exemple, 1’extrait phénolique de C. carvi testé sur E. coli, B.
cereus, S. aureus et S. typhimurium est trouvé actif avec une inhibition significative de la croissance
bactérienne. Les résultats ont montré que l'inhibition de B. cereus et S. aureus était supérieure par
rapport a E. coli et S. typhimurium (Thippeswamy et al., 2013). L’extrait méthanolique de D.
crinitus était trés active sur la souche de B. cereus a la concentration de 40 mg/ml en plus de S.
aureus, E. coli et C. albicans (Bendahou et al., 2010).

Les sites et le nombre de groupes hydroxyle sur le groupe phénol peuvent étre 1i€ a leur
toxicité sur les micro-organismes. Certains auteurs ont constaté que plus les phénols sont oxydée
plus leur activité inhibitrice augmente. Les mécanismes responsables de la toxicité pour les micro-
organismes par les composés phénoliques comprennent I’inhibition des enzymes (Cowan, 1999).
Les composés phénoliques perturbent la membrane cellulaire résultant en l'inhibition des propriétés
fonctionnelles de la cellule, et éventuellement causent la fuite du contenu interne de la cellule. Les
mécanismes d'action peuvent se rapporter a la capacité des composés phénoliques de modifier la
perméabilité cellulaire, endommager les membranes cytoplasmiques, interférer avec le systeme de
production de I'énergie cellulaire (ATP), et de perturber la force motrice de protons. La perméabilité
perturbée de la membrane cytoplasmique peut entrainer la mort cellulaire (Calo et al., 2015).

Tableau 11 : Activité antimicrobiennes des extraits bruts (diameétres en mm)

Souches microbiennes C. montanum D. gracilis T (g)

B. cereus (ATCC 10876) 07+ 00 09.5+£0.70 19
L. monocytogenes (ATCC 15313) 08 £00 08 £00 19
P. aeruginosa 07 £00 08 £00 20
C. freundii (ATCC 8090 ) 07+ 00 0700 20
A. flavus NRRL 391 08 + 00 _ nt

- : pas d’activité, G : gentamicine, nt : non testé, n=3xSD.

IV-2-1-5- MISE EN EVIDENCE DES INTERACTIONS ENTRE LES HE ET LA
GENTAMICINE

Pour contourner le probléme de la résistance croissante des microorganismes aux
antibiotiques, de nouvelles stratégies antimicrobiennes sont mises en ceuvre. Parmi ces stratégies, il
y’a la poly-chimiothérapie qui utilise des associations de deux ou de plusieurs agents antimicrobiens.
Dans ce contexte, nous avons essayé de mettre en évidence 1’effet synergique ou antagoniste des HE
avec un antibiotique ; la gentamicine, ainsi qu’entre les deux HE sur les souches qui se sont révélées
sensibles apres le premier criblage par la méthode des disques. Les résultats obtenus montrent que
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pour la combinaison de I’'HE de C. montanum avec la gentamicine a provoqué 1’augmentation du
diametre d’inhibition chez B. cereus seulement, alors que chez K. pneumoniae I’inhibition a diminué.
L’association de I’HE de D. gracilis avec la gentamicine a induit une augmentation des diametres

d’inhibition pour les deux souches de B. cereus et P. mirabilis.

Concernant I’activité du mélange des deux HE, nous avons remarqué que 1’inhibition a
diminué (Figure 20). Selon le document édité par TEUCAST (2000) concernant la terminologie
relative aux méthodes pour la détermination de la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens,

les interactions entre deux molécules sont définies par :

e L’indifférence ; I’effet d'une combinaison est égal a 1’effet du composant le plus actif.

e L'additivité ; une combinaison dans laquelle l'effet est égal a celui de la somme des effets
des composants individuels.

e La synergie; si ’effet de la combinaison est supérieur a I'additivité des effets des
composants testés individuellement.

e L’antagonisme ; si I’effet de la combinaison est réduit en comparaison avec l'effet de la

substance individuelle la plus active.

En se basant sur cette classification, on peut déduire que toutes les combinaisons testées
présentent 1’effet antagoniste. Les interactions entre les composés antimicrobiens peuvent modifier
l'efficacité et peuvent entrainer une concurrence pour les sites des cibles. Si des constituants d’un ou
de plusieurs extraits sont en mesure d'affecter plusieurs cibles d’une maniere agoniste, un effet multi-
cible de synergie se produit. Alternativement, l'interaction entre les différents composés peut
conduire a des changements dans la conformation structurale, résultant ainsi en la réduction de
l'activité inhibitrice appelée antagonisme (D’Arrigo et al., 2010). D’aprés Hemaiswarya et al.
(2008), le nombre de composés naturels qui agit en synergie avec les drogues synthétiques a 1'égard
des especes fongiques est minime. Cela pourrait étre di aux connaissances limitées des mécanismes
d'action des médicaments contre ces organismes. Donc, la recherche devrait €tre orientée dans cette
direction pour identifier plus de composés naturels qui présentent un comportement synergique.

Des études antérieures ont traité la possibilité d’application de mélanges HE-HE et HE-
antibiotique. D’aprés Hemaiswarya et al. (2008), les métabolites secondaires des plantes sont de
bonnes sources de combinaisons thérapeutiques, il existe un large éventail de composés
phytochimiques qui agissent contre la multi-résistance des bactéries, par exemple ; Les HE de
Melaleuca leucodendron et Ocimum gratissimum, aux composés majoritaires le 1,8 cinéol, le
linalol, le a-terpinéol et le terpinen-4-ol, utilisées avec 1’Ampicilline, la Kanamycine, 1’acide

fusidique et la Rifocine étaient synergiques contre S. aureus.
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Dans I’étude de Rosato ef al. (2007), I’HE de Pelargonium graveolens (qui contenait le
citronellol et le géraniol comme constituants majeurs) mélangée a la Norfloxacine a montré un effet
synergique sur B. cereus et sur S. aureus. Cependant, aucun effet synergique n’a été observé avec B.
subtilis et E. coli. La combinaison Norfloxacine soit avec le géraniol, le Triacetine ou le citronellol,
testée sur B. cereus et S. aureus. B. cereus, était moins sensible que la combinaison Norfloxacine —
HE enticere.

L’effet antagoniste survient, probablement, quand 1’'une des molécules en combinaison
(extrait ou antibiotique) annule I’effet de I’autre molécule ou bien quant il y’a neutralisation
réciproque entre les deux molécules en méme temps, ce qui donne un effet nul de cette combinaison ;
c’est le cas de la combinaison des deux HE sur P. mirabilis qui a donné un diameétre nul. Les
mécanismes produisant I'antagonisme sont moins connus, bien qu’ils impliquent des combinaisons
d’agents bactéricides et bactériostatiques par l'utilisation de composés qui agissent sur la méme cible
du micro-organisme et sur les interactions entre les composés chimiques (interactions directes ou
indirectes). Par exemple, les hydrocarbures mono-terpéniques comme le c-terpinene et le p-cymene
produisent des effets antagonistes en réduisant la solubilité aqueuse des terpenes et, par conséquent,

la disponibilité des composants actifs (Goni et al., 2009).
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Figure 20 : Mise en évidence des interactions entre les deux HE et entre chaque HE et la

Gentamicine
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Toutefois, les résultats des différentes études ne peuvent €tre comparés parce que la
concentration de I’huile, en molécules chimiques, est variable et dépend de nombreux facteurs, y
compris le chémotype de la plante, sa récolte et les conditions de son stockage. Les résultats des
différentes études indépendantes menées dans ce domaine pourraient différer en raison de ces
variables incontrOlables et pas vraiment en termes d'activité antibactérienne réelle (Rosato et al.
2007).

IV- 2- 2- DETERMINATION DES CMI

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des agents
antimicrobiens constitue 1’étape de 1I’évaluation quantitative de I’activité antimicrobienne sur laquelle
se base les prescriptions médicales. Au niveau de notre étude c’est une approche quantitative qui
nous renseigne sur le niveau d’efficacité des HE testées. Quoiqu’en réalité la CMI des extraits
végétaux in vitro est loin d’étre comparée a celle in vivo a cause des différents parametres
pharmacocinétiques au niveau des étres vivants. Les CMI ne sont évaluées que sur les souches
sensibles aux HE c'est-a-dire celles qui ont donné des diamétres d’inhibition égales ou supérieurs a
15mm (Figure 21).

IV- 2- 2- 1-MACRO-DILUTION EN MILIEU SOLIDE

L’inhibition en milieu gélosé est survenue dans la plus grande concentration testée c'est-
a-dire la valeur de 35.05 pg/ml dans le cas de la gamme de C. montanum et 17.15 pg/ml pour la
gamme de I’HE de D. gracilis.

En effet, la valeur de la CMI ne peut pas étre déterminée avec précision du fait qu’on test
des concentrations espacées. Cependant, on peut dire que la CMI se situe dans un intervalle ou la
valeur minimale est supérieure a la plus grande concentration ou il y a eu le développement bactérien
et inférieure ou égale a la plus petite concentration ou il y a eu une absence totale de développement
bactérien. La différence observée dans les valeurs de la CMI ne peut pas €tre considérée comme une
différence significative de l'activité en raison des variations connues habituellement et observées
dans ces techniques, méme en utilisant des méthodes standardisées (Berahou et al., 2007). A titre
d’exemple, en comparant la technique de micro-dilution avec celle de I’E-test, Mayrhofer et al.
(2008) ont trouvé des valeurs différentes des CMI, ils ont conclu que ce phénomene peut étre
expliqué par la forte fréquence des mutations spontanées et par la perte de l'activité des agents
antimicrobiens instables pendant 1’incubation, ce qui peut entrainer des concentrations inhibitrices
que pourrait favoriser 'émergence de souches résistantes.

IV- 2- 2-2- MACRO-DILUTION EN MILIEU LIQUIDE

L’exposition des souches sensibles a une série de concentrations croissantes en HE a
montré que B. cereus est la souche la plus sensible a I’'HE de C. montanum avec une CMI de 55.5
pg/ml. Ensuite, vient K. pneumoniae avec une CMI de 111 pg/ml. Pour I’huile de D. gracilis, il est

clair qu’elle est beaucoup moins active quantitativement sur les deux souches testées.
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IV- 2- 2- 3-MICRO-DILUTION EN MILIEU LIQUIDE

Les valeurs des CMI obtenues par la technique de micro-dilution sont plus petites par
rapport a celles obtenues par la méthode de macro-dilution. Avec I’HE de C. montanum, B. cereus
est inhibée a 4.86 ug/ml et K. pneumoniae a 19.43 pg/ml. L’HE de D. gracilis, de sa part, a donné
des CMI de 57.05 ug/ml pour B. cereus et 114.1 pour la souche de P. mirabilis. Ces valeurs sont trés
petites par rapport a celles obtenues de 1’espece D. crinitus par Lanfranchi ef al., (2010) sur S.

aureus ; 2.5 x10°ug/ml.
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Figure 21: détermination des CMI des huiles essentielles sur les souches sensibles

D’aprés le CLSI (2012), les CMI issues de la micro-dilution pour les bacilles a Gram -
sont les mémes ou inférieures que celles issues de la macro-dilution, c’est le cas de K. pneumoniae
ou les valeurs des CMI sont de 19,43ug/ml et 111ug/ml par micro-dilution et par macro-dilution
respectivement. En testant la sensibilité de plusieurs souches vis a vis des antibiotiques, Luber et al.
(2003) ont conclu que la méthode de micro-dilution semble étre une méthode simple et fiable pour la
détermination des CMI et qu’elle peut offrir une alternative intéressante a la technique de dilution en
gélose ou a I’E-test.

En fait, le choix de la méthode a appliquer se fait selon les avantages et les inconvénients

de chacune. La micro-dilution est économique en matériel ainsi qu’en extraits mais délicate, la
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macro-dilution facile dans I’interprétation mais nécessite des quantités de 1’extrait. La macro-dilution
en gélose est rapide et économique et permet de tester plusieurs souches a la fois et les
contaminations peuvent étre directement reconnues mais nécessite de grandes quantités d’extraits.
Pour les CMB, on ne peut pas les déterminer du moment que les effets observés sont, tous,
bactériostatiques.

IV-2-3- DYNAMIQUE D’ACTION DES HE

La croissance bactérienne des souches sensibles exposées aux HE testées, est mesurée sur
une période de 24 heures. Les taux de bactéricidie, générés sont déterminés par mesure de la
décroissance bactérienne au cours de la méme période. Les courbes de mort cellulaire, obtenues pour
des concentrations en HE égales a la CMI, et la courbe de croissance des populations témoins sont
présentées dans la figure 22. Les souches témoins présentent une courbe de croissance ordinaire avec
une phase exponentielle pendant les 10 premieres minutes. La phase stationnaire survient a partir
d’une heure pour B. cereus et apres trois heures pour P. mirabilis.

Pour les souches, traitées avec des concentrations équivalentes aux CMI, leurs nombres
chutent de maniere continue. Cependant, le seuil de détection (10> UFC/ml) n’est atteint qu’avec la
souche de P. mirabilis exposée a ’HE de D. gracilis. La souche de B. cereus, exposée aux HE aux
concentrations équivalentes a leurs CMI, a réagit de maniere semblable vis-a-vis des deux HE.
D’abord, le nombre des UFC a diminué d’une fagon lente ; jusqu’a la 5°™ heure, ensuite la
diminution continue, pour 'HE de Carum jusqu’a la 24 “™ heure, alors que la méme souche exposée
a I’HE de Daucus a manifesté une augmentation inattendue. L’effet de la méme HE sur la population
de K. pneumoniae n’est pas observé pendant toutes les 5 premieres heures, cet effet n’est remarqué
qu’apres 15 heures ou il y’a eu une diminution du nombre des UFC par rapport au nombre initial
P. mirabilis, mise en suspension avec I’HE de D. gracilis, était la souche la plus affectée au cours du
temps en montrant au début une indifférence a ’HE traduite par une phase de développement
pendant les 10 premieres minutes. Ensuite, il y a eu une diminution continue pour atteindre le seuil
de détection apres les 24 heures.

On constate que ’activité des HE a ’encontre des bactéries testées perdure au cours du
temps. Cette activité commence lentement jusqu’a peu prés la cinquiéme heure, ensuite il y a une
diminution rapide aboutissant aux faibles concentrations, sans pour autant arriver a 1’absence totale
de formes viables des bactéries. Cependant, cette diminution n’est significative statistiquement
qu’avec la souche Bacillus soumise a ’HE de Daucus (P < 0.05). Cela peut étre expliqué du fait que
les deux HE sont bactériostatiques et non pas bactéricides, comme il a été rapporté auparavant.
Malgré I’agitation continue du milieu réactionnel, il y a toujours le probléme de miscibilité¢ de ces

derniers, ce qui partage le milieu donnant lieu au développement bactérien loin des micelles des HE.
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Figure 22 : Courbes de la mort cellulaire des cellules bactériennes au cour du temps

A :B. cereus avec ’HE de Carum, B : K. pneumoniae avec I’HE de Carum, C : Bacillus avec I’huile de ’HE de

En effet, ’activité¢ des HE différe selon la phase de croissance, 1’action est plus faible
durant la phase stationnaire ou la bactérie est en état de repos, en phase de déclin I’activité augmente.
La différence des activités, des deux HE sur B. cereus,
agissent soit sur des cibles cellulaires distinctes, soit sur les mémes cibles mais que les molécules

actives n’ont pas la méme efficacité. Ces résultats ont montré que le temps de traitement et la

Daucus, D :P. mirabilis avec ’HE de Daucus.

concentration de I'HE avaient une grande influence sur I’effet antibactérien.
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IV- 2- 4- EXPERIENCE DE LA LYSE CELLULAIRE

Cette expérience nous renseigne si I’HE a agit sur la membrane cellulaire induisant ainsi
la lyse. C’est I'un des mécanismes fréquents provoqués par les agents antimicrobiens. Les résultats
obtenus sont représentés par des courbes montrant le pourcentage relatif de 1’absorbance des
suspensions bactériennes en fonction du temps (Figure 23).

La diminution en absorbance est expliquée par un taux de lyse cellulaire car, seules les
cellules vivantes absorbent a la longueur d’onde de 620 nm, ce qui n’est pas le cas pour les cellules
lysées.

Les mesures des absorbances sont effectuées pendant 2 heures, a différents intervalles.
Les absorbances relatives correspondant aux souches témoins représentent une augmentation
atteignant plus de 400% témoignant la croissance ordinaire des bactéries dans la phase exponentielle.
Ensuite, une chute d’absorbance apparait suivant la phase stationnaire. Chaque souche présente une
absorbance différente aprés 1 heure et demi d’incubation, cela dépond du cycle de vie de chaque
souche.

Lors de I’exposition des bactéries a des concentrations correspondantes aux CMI, les
valeurs des absorbances relatives ont diminué de 100% a des valeurs inférieurs mais différentes ;
66.7% (B. cereus avec C. montanum), 12.5% (K. pneumoniae avec C. montanum), 35.3% (B. cereus
avec D. gracilis), et 40% (P. mirabilis avec D. gracilis). Seul le deuxiéme cas ol il y a eu une
diminution continue jusqu’a la fin de I’expérience. Dans les trois autres cas, nous avons constaté
qu’apres une certaine chute d’absorbance, cette derniere augmente de nouveau.

L’incubation des souches avec des concentrations correspondantes a 4 fois la CMI, n’a
pas donn¢ de différences significatives (P < 0.01) en pourcentages d’absorbances.

Les monoterpenes ou les sesquiterpenes hydrocarbonés et leurs dérivés oxygénés
manifestent une activité antimicrobienne potentielle (Bajpai ef al., 2012). Les interactions avec les
structures hydrophobes de la bactérie jouent un réle clé¢ dans 1’effet antimicrobien de ces molécules

(Carson et al., 2002).
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Figure 23 : Le pourcentage de la lyse bactérienne en fonction du temps
ns : non significatif, p < 0.05

Les bactéries sont moins sensibles dans la phase stationnaire que dans la phase
exponentielle. Puisque les agents antimicrobiens qui agissent sur le processus de synthése ont
souvent de petits effets dans la phase stationnaire, ces résultats suggestent que la cible principale de

I’HE n’est pas la synthése des macromolécules (Carson et al., 2002). La repousse observée avec
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certaines souches (Bacillus) peut étre dii a la nature labile des composés des HE (Petersen et al.,
2007).

La pénétration de composés actifs des plantes dans la membrane cytoplasmique est
susceptible d'avoir un effet profond sur la propriété physique de la bicouche phospholipidique. Cette
modification pourrait interférer avec les processus de transport trans-membranaire entrainant des
changements dans la sécrétion de protéines associés a la virulence bactérienne dans le milieu
environnant (De Souza ef al., 2010).

Quelques agents antimicrobiens causent de grosses altérations a la membrane plasmique
provoquant ainsi la lyse complete de la cellule. Les enzymes auto lytiques induiront la lyse. Bien que
l'activation des enzymes auto lytiques peuvent étre responsables de cet effet, la lyse peut également
étre due a l'affaiblissement de la paroi de la cellule et la rupture ultérieure de la membrane
cytoplasmique due a la pression osmotique (plutdt que d'une action spécifique sur la membrane)
(Carson et al., 2002).

L’HE de D. gracilis est active sur plus de souches (B. cereus et P. mirabilis) mais avec IV- 2- 5-
TECHNIQUE DES MICRO-ATMOSPHERES

La phase vapeur des HE semble étre moins efficace. Les quantités minimales inhibitrices
(QMI) varient de 30 ul a 80 pl. La fraction volatile de I’'HE de C. montanum est complétement
inactive sur K. pneumoniae qui est résistante méme a la quantité de 80 pl, mais treés active sur B.
cereus avec une QMI de 20 ul seulement.

des QMI plus considérables (80 et 70ul respectivement). Dans une autre étude, I’HE de
D. carota, sous sa forme vapeur, s’est avérée inactive sur S. aureus, S. enteritidis; et P. aeruginosa

(Kloucek et al., 2012).
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Figure 24 : Détermination des valeurs des QMI des huiles essentielles
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Actuellement, il y’a plusieurs tentatives de tester le pouvoir inhibiteur de la phase
volatile des HE car les techniques de contact direct font face a plusieurs inconvénients en raison de
leur haute hydrophobie et de la volatilit¢ des HE. Dans la diffusion, les composants des HE sont
distribués dans l'agar selon leur affinité avec l'eau, et dans les procédés de dilution leur basse
solubilité doit étre surmonté par 1'addition d'émulsifiants ou des solvants (tel que le Tween 80, le
DMSO, I'éthanol), qui peuvent modifier leur I'activité (Nedorostova et al., 2009), et les composants
volatils actifs sont susceptibles d'étre évaporé, conjointement avec le solvant de dispersion. De méme
Goiii et al. (2009), Bae et al., (2015), ont rapporté que I'utilisation d'HE dans la conservation des
aliments peut €tre limitée, étant donné que les concentrations élevées changent leurs propriétés
organoleptiques et que la phase vapeur est plus efficace que la phase liquide. De ce fait, I’utilisation
des HE en phase vapeur pourraient étre tres efficace contre les agents pathogenes et les bactéries
d'altération a des concentrations plus faibles que la phase liquide, provoquant ainsi des effets néfastes
minimaux sur les propriétés organoleptiques des aliments. Tyagi et al. (2010), ajoutent que la forme
vapeur se préte a une technologie récente et prometteuse en incorporant ’'HE dans les matériaux
d'emballage (emballage actif) plutdt que dans la matiere alimentaire elle-méme.

IV-3 - ACTIVITE ANTI-OXYDANTE

Le pouvoir antioxydant a été évalué par deux méthodes différentes : le test au DPPH, et
la mesure du pouvoir réducteur du Fer qui sert d’un indicateur significatif de 1’activité antioxydante
potentielle des composés (Bougandoura et Bendimered, 2012 ; Narasimhan et al. 2013).
IV-3-1- TEST DU DPPH
IV-3-1- 1-HUILES ESSENTIELLES

Les résultats de 1'activité antioxydante a la fois des HE et des extraits bruts sont présentés
avec les molécules de référence (le BHT, la Rutine et la Quercetine) par les courbes représentant les
pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations (Figure 25).

Il est clair que D’effet antioxydant des HE est dose-dépendant. L’augmentation de la
concentration en HE de Carum a fait augmenter le pourcentage d’inhibition. Pour I’'HE de Daucus
’activité est restée légere jusqu’a peu prés 1.5 pg/ml ou il y a eu une augmentation remarquable.

Tableau 12 : Valeurs des activités antioxydantes des deux HE

ICso (mg/ml) ICs (ng/ml)
HE
C. montanum 0.001 1.09 £0.37
D. gracilis 0.002 2.36+0.2
BHT 0.087 87.26 = 0.001
NB : n=3+SD
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Les valeurs des ICs, (Tableau 12) montrent que les HE de C. montanum et de D. gracilis
sont les plus actives avec les ICs les plus basses, ces valeurs sont trés faibles en les comparant avec
celle du BHT (0.087 mg / ml) c’est le cas de C. bulbocastanum (Kapoor et al., 2010). Elles sont,
¢galement trés loin d’étre comparées avec celle obtenue par 1’huile de D. crinitus avec une ICsy >
Img/ml (Lanfranchi et al., 2010). Selon Bouzouita et al., (2008), de nombreux travaux, sur les
activités antioxydantes des HE d’une grande variété de plantes aromatiques, montrent que ces
propriétés sont en relation avec leur composition chimique, Il est difficile d’attribuer ces activités a
un seul composé puisque un effet de synergie entre les différents composés peut avoir lieu. Certains
composés volatils d'HE posseédent également le potentiel de conserver les aliments. Un certain
nombre d'études sur les activités antioxydantes des HE de diverses plantes aromatiques ont indiqué
que ’'HE d’Origan, riche en Thymol et en Carvacrol, a un effet antioxydant considérable sur le
procédé de l'oxydation (Kulisic et al. 2004). Cependant Kapoor et al., (2010), attribuent cette

activité, entre autre, au Nothoapiole présent parmi les constituants majeurs de I’'HE de C.

bulbocastanum.
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Figure 25 : Courbes de P’activité antioxydante des HE comparée a celle de la référence, NB :

Chaque valeur représente la moyenne = SD (n= 3).
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IV- 3 -1- 2-EXTRAITS BRUTS
Un rapport directement proportionnel est constaté entre les concentrations des extraits
bruts et 1’activité antioxydante de ces derniers ce qui est observé aussi chez les références (Figure
26). Contrairement aux HE, les deux valeurs des ICsy (0.06 mg/ ml) sont supérieures a celles de
références. Ces résultats sont trés en accord avec ceux obtenus par Bendiabdellah et al., (2012) par
I’extrait méthanolique de D. crinitus (0.068 mg/ml) malgré leurs différentes compositions chimiques.
Tableau 13 : Valeurs des activités antioxydantes des deux extraits bruts (Eb),

Chaque valeur représente la moyenne + SD

ICsy (mg/ml) ICs (ng/ml)
Eb
C. montanum 0.065 65.04 £ 0.00
D. gracilis 0.060 60.09+ 0.00
Quercetine 0.002 2.56 =0.00
Rutine 0.005 5.82+0.00

Ces valeurs sont trés bonnes par rapport a celles obtenues par Thippeswamy et al.,
(2013) pour P’extrait phénolique de C. carvi (ICsp : 2.7 mg/ml) et ’extrait éthanolique de C. nigrum
(ICsp :14 mg/ml), ou I’activité antioxydante est toujours dose-dépendante (Padmashree et al., 2007;
Fang et al., 2010). L’extrait de Daucus carota L. ssp. sativus a présenté également une activité
antioxydante considérable (Algarra et al,, 2014), mais 1’'ICsy de 1”’extrait méthanolique de cette
especes (provenant de 1’Inde) étaient plus grandes 1.9 mg/ml (Ramesh et al., 2011) et 22.17 mg/ml
(Shyamala et Jamuna, 2010). Cependant, 1’extrait méthanolique de C. carvi provenant du Himalaya
a présenté une activité plus forte que celles de nos extraits avec une ICsy de 0.0069 mg/ml (Xavier et
al., 2011).

L’effet antioxydant est df, d’aprés Kulisic et al. (2004), a la présence de groupes
hydroxyles dans leurs structures chimiques, Plusieurs composés non volatils tels que le Carnosol, la
Quercétine, I'acide caféique et I'acide rosmarinique sont bien connus pour étre de bons capteurs de

radicaux libres.
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Figure 26 : Courbes de I’activité antioxydante des extraits bruts et des références

IV-3 -1- 3-EFFET ANTIOXYDANT DES COMBINAISONS
L’effet antioxydant des mélanges (ME) des HE et ceux des extraits bruts son calculés

selon la formule suivante :

EM=[(AE - AC)/ AC] x100

Les valeurs de 1'activité antioxydante réelle (expérimentale), des mélanges des HE et des
mélanges des extraits bruts, sont présentées avec les molécules de référence (le BHT, la Rutine et la
Quercetine) par les courbes représentant les pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations
(Figure 27).

IV- 3 -1- 3-1-HUILES ESSENTIELLES
Le mélange des deux HE a donné une ICsyde 0.002 mg/ml et celui des extraits bruts 0.18

mg/ml (Tableau 14).
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Malgré que I’activité, calculée directement du mélange a partir de la courbe, des deux HE
(0.002mg/ml) est tres basse par rapport a 1’ICso du BHT (0.087 mg/ml), cette activité est considérée
antagoniste du moment que la somme des deux activités individuelles (0.003 mg/ml) est plus grande
de la valeur réelle mesurée directement, cet antagonisme est traduit par la valeur négative de —33.

Du fait que les HE des plantes médicinales sont des mélanges complexes, cela représente
un potentiel pour le développement d’interactions synergiques, additives ou antagonistes. Ngakegni-
Limbili (2012) attribue cet antagonisme antioxydant observé par les combinaisons des HE des
différentes parties (graines et coques) du fruit du genre Aframamom a 1’environnement physico-
chimique des molécules antioxydantes présentes dans les HE (en particulier, a celui des composés
phénoliques), a des endo-interactions entre des composés de chaque HE et a des exo-interactions
avec les différentes HE (Ngakegni-Limbili, 2012).

IV-3 -1- 3-2-EXTRAITS BRUTS

Les extraits bruts, moins actifs individuellement, apparaissent plus actifs en combinaison
en donnant une valeur supérieure a 1 lors de 1’application de la relation de Peyrat-Maillard (2001)
(Tableau 14), cela s’explique du fait que la somme des deux activités individuelles est plus grande
que la valeur réelle mesurée a partir de la courbe de régression (0.18 mg/ml). Ca veut dire qu’il y a

un effet synergique entre les deux extraits bruts.

Tableau 14 : Valeurs des IC 50 des combinaisons des HE et des combinaisons des extraits bruts

en mg/ml.

ICsy AE ICs50 AC AM
Mélange des HE 0.002 £ 0.00 0.003 -333a
Mélange des extraits 0.18 £0.001 0.125 44 s

AE : activité expérimentale, AC : activité calculée, AM : activité du mélange, a : antagonisme, s : synergie
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Figure 27 : Effet antioxydant des combinaisons des HE et des combinaisons des Extraits bruts
comparées aux références. NB : Chaque valeur représente la moyenne (n=3) = SD

IV-3-2- TEST DU POUVOIR REDUCTEUR

IV- 3 -2-1- HUILES ESSENTIELLES
La figure 28 montre les changements des absorbances en fonction des concentrations

croissantes en HE. On peut constater que le pouvoir réducteur de I’'HE de C. montanum est

concentration dépendant, avec une augmentation qui n’est pas tout a fait réguliere ; dans I’intervalle
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allant de 49,47 png/ml a 84,57ug/ml, le pouvoir réducteur n’augmente que légérement. Celui de I’'HE
de D. gracilis est dose dépendant jusqu’a la concentration de 75,44ug/ml, ensuite survient une chute
d’absorbance. Le pouvoir du BHT est nettement supérieur a ceux des deux HE.

D’autres espeéces testées de Carum ont, également, présenté des pouvoirs réducteurs
intéressants ; L’HE de C. nigrum, C. bulbocastanum ont montré un pouvoir réducteur trés élevé en
comparaison avec le BHT (Singh et al., 2006; Kapoor et al., 2010). Quoiqu’on ne peut pas attribuer
cette activité a une substance bien précise, certaines sont réputées d’étre antioxydantes telles que le
y-terpinene et le myrceéne chez le genre Carum et le y-terpinene, le myrcene et le terpinoléne chez le
genre Daucus (Duke, 2015).

En général, le potentiel antioxydant d’une I'HE peut étre du a la présence de divers types
de composés. En outre, 1’activité antioxydante pourrait étre le résultat des effets synergiques de deux
ou de plusieurs composés et la plupart des composés antioxydants naturels travaillent souvent en
synergie les uns avec les autres pour produire un large éventail de propriétés antioxydantes qui créent

un effet de défense du systéme contre les radicaux libres (Kapoor et al., 2010).
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Figure 28 : Pouvoir réducteur des HE comparé avec celui du BHT.
NB : Chaque valeur représente la moyenne (n=3) + SD

IV-3 -2- 2-EXTRAIT BRUTS
La méme technique est utilisée pout estimer le pouvoir réducteur des deux extraits bruts

comparé a celui du BHT. Les extraits révelent un pouvoir parfaitement dose dépendant; une
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augmentation en concentration des extraits dans le mélange réactionnel provoque une croissance en
absorbance (Figure 29). Le pouvoir réducteur de I’extrait de D. gracilis continu a augmenter jusqu’a
ce qu’il atteint un plateau a la concentration de 28,86 pg/ml.

Contrairement aux HE, les deux extraits présentent des pouvoirs réducteurs plus
importants que celui du standard (BHT). Ces résultats corroborent avec ceux de Thippeswamy et al.
(2013) ot le pouvoir réducteur de I'extrait phénolique de C. carvi a été déterminé en comparaison
avec le BHT, ce pouvoir augmente en fonction de la concentration. L'extrait phénolique a montré un
excellent pouvoir supérieur a celui du BHT. L’extrait de Daucus carota L. ssp. sativus a montré,
également, un pouvoir réducteur considérable (Algarra et al.,, 2014 ; Shyamala et Jamuna, 2010),
ainsi que I’extrait de la partie aérienne de D. aureus (Djabo et al., 2013 ; Ramesh et al., 2011).
Cependant, Xavier et al., (2011) ont trouvé que 1’extrait de C. carvi provenant du Himalaya est le
moins actif, parmi plusieurs espéces testées, par rapport a l’acide ascorbique, utilis¢ comme
référence.

Les propriétés réductrices sont généralement associées a la présence des agents
réducteurs capables de passer leurs électrons aux ROS et de les éliminer ce qui rompe la chaine de
radicaux libres en donnant un atome d'hydrogéne. Les réducteurs réagissent également avec certains
précurseurs du peroxyde, empéchant ainsi la formation de ce dernier (Liu et al., 2011). Les
composants dotés d’un pouvoir réducteur sont des donneurs d’électrons et peuvent réduire les
intermédiaires oxydés du processus de la réaction de peroxydation des lipides, donc ils peuvent agir

comme des antioxydants primaires ou secondaires (Narasimhan et al., 2013).
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Figure 29 : Pouvoir réducteur des extraits bruts comparé a celui du BHTdu BHT.
NB : Chaque valeur représente la moyenne (n=3) + SD

IV-4 - ACTIVITE ANTI-HEMOLYTIQUE

Cette approche nous permet de connaitre I’effet positif ou négatif de nos extraits sur le
systeme anti-radicalaire des hématies.

L’activité anti-hémolytique (protection des érythrocytes) des extraits est testée sur les
érythrocytes humains, elle est ensuite comparée a celle du diclofenac sodique, réputé d’étre un bon
anti-hémolytiques a des concentrations non toxiques (Figure 30).

L’extrait de D. gracilis présente une activité importante de stabilisation membranaire
proche de celle du diclofénac sodique et son efficacité est dose-dépendante, il a montré 1'inhibition
maximale de 78.7% a la concentration de 1000ug/ml et le diclofénac a montré 1'inhibition maximale
de 98.66% a la méme concentration.

Les érythrocytes sont considérés comme la cible majeure pour les radicaux libres en
raison de la présence a la fois de hautes concentrations membranaires d'acides gras polyinsaturés et
le transport de 'oxygene associé aux molécules d'hémoglobine qui sont des promoteurs puissants des
especes réactives a I’oxygéne (Ebrahimzadeh et al., 2010). Il semble que la teneur élevée en

phénols totaux dans l'extrait conduit a une activité anti-hémolytique puissante (Ebrahimzadeh et al.,

2010).
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Figure 30 : Activité anti-hémolytique des extraits bruts en fonction des concentrations des
extraits

NB : Chaque valeur représente la moyenne (n=3) = SEM. La comparaison est faite contre le Diclofénac et entre les deux
extraits ***;: p <0.01

IV-5 - ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE

L’activité anti-inflammatoire in vitro peut étre liée a la dénaturation des protéines. Le

pourcentage de l’inhibition de la dénaturation est comparé a celui du diclofénac (Figure 31).

L’inhibition de la dénaturation est directement liée a la concentration de I’extrait. Le diclofénac est

légerement plus actif avec une ICsy de 218,67 pug/ml suivi par Carum (IC sy 298,12 ug/ml ensuite

Daucus avec une IC 5y de 554,07 pg/ml. La comparaison des extraits avec le diclofénac montre que

la différence entre les activités est non significative a 95 %.
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Figure 31 : Activité anti-inflammatoire des extraits bruts
NB : Chaque valeur représente la moyenne (n=3) + SEM

Les extraits d’autres especes de Carum et de Daucus se sont montrés également anti-
inflammatoires ; ’espece C. copticum est douée d’activité anti-inflammatoire (Balaji et al., 2012)
ainsi que ses grains (Dashti-Rahmatabadi et al., 2007; Zahin et al., 2010). Les polyphénols
semblent étre responsables de cette activité ; en étudiant I’effet anti-inflammatoire de la propolis,
Valenzuela-Barra et al. (2015) ont attribué cet effet a la présence des polyphénols en pourcentages
considérables.

Les infections bactériennes provoquent une augmentation du nombre de neutrophiles, ce
qui produit un effet oxydatif au niveau du site de I'invasion microbienne. Les érythrocytes ont été
utilisés comme modele pour étudier les interactions médicaments-membranes cellulaires. Les anti-
inflammatoires stabilisent les érythrocytes contre le stress hémolytique induit par I’hypotonicité ce
qui empéche la libération de 1'hémoglobine. Cette activité de stabilisation membranaire des
érythrocytes est utilisée in vitro pour évaluer l'activité anti-inflammatoire de divers composés. La
membrane érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomale et sa stabilisation implique que
l'extrait peut aussi bien stabiliser la membrane lysosomale, ce qui est important pour limiter la
réponse inflammatoire en empéchant la libération des constituants lysosomales des neutrophiles
activés tels que les protéases bactériennes et qui provoquent en outre l'inflammation des tissus et des

1ésions (Kumar et al., 2013).
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V- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La phytothérapie et I’aromathérapie ont été, depuis toujours, le premier refuge
biomédical des populations contre les affections médicales. Jusqu’a présent les plantes médicinales
n’ont pas cessé de 1’étre. Mais les grands progres de la médecine moderne ont fait dévier un petit peu
les tendances thérapeutiques vers les molécules de synthese et surtout les antibiotiques. De ce fait,
plusieurs maladies sont apparues lors de 1’usage abusif de ces molécules y compris le phénomene de
résistance microbienne. Les chercheurs se sont trouvés, alors, obligés de tourner de nouveaux aux
vertus multiples de la nature pour prévenir ces phénomenes et pour trouver de nouvelles substances
d’origines naturelles dotées d’activité biologiques intéressantes aux moindres risques pour la santé.

Notre travail s’est inscrit dans ce contexte par 1’évaluation des activités biologiques de
deux plantes locales de la famille des Apiacées; C. montanum et D. gracilis. Ces deux especes n’ont
pas été étudiées auparavant.

Pour évaluer ces activités on a d’abord commencé par I’analyse chimique des extrais. Les
analyses des HE par CPG-MS ont montré I’existence du Nothoapiole (62.8 %), le Dillapiole (8.5 %)
et I’a-humuléne (7.1%) comme constituants majoritaires de I’HE de Carum. L’¢élemicine (35.3 %) et
I’acétate de géranyl sont également présents a des pourcentages élevés (26.8 %) dans I’huile de
Daucus. Le dosage des polyphénols dans les extraits bruts a montré que les deux plantes en
contiennent des quantités considérables 101.5 pour Carum et 149.05ug d’acide gallique par mg
d’extrait pour Daucus.

Les deux HE ainsi que le Nothoapiole ont montré des activités antimicrobiennes
modérées et statiques sur les souches testées mais leur efficacité s’est atténuée en association avec la
gentamicine. Néanmoins, on ne peut pas attribuer cette activité a un composé bien déterminé pour ne
pas exclure la contribution des autres composés

Les souches sensibles ; B. cereus, K. pneumoniae et P. mirabilis, ont fait I’objet d’une
étude antibactérienne approfondie par la détermination de leurs CMI par trois méthodes ;

L’HE de Carum a été plus active que celle de D. gracilis que ce soit du point de vu
qualitatif ou quantitatif. B. cereus est la plus sensible avec ’HE de Carum par les plus petites CMI ;
55.5, 4.86 png/ml par macrodilution et 35.80 pug/ml macrodilution solide avec la meilleure CMI
enregistrée 4.86 pg/ml de ’'HE de Carum sur B. cereus. P. mirabilis a été la moins sensible a la CMI
de 114.1 pg/ml de I’'HE de Daucus.

La décroissance bactérienne, au cours du temps de populations bactériennes traitées avec
les HE n’était pas significative sauf pour B. cereus traitée par ’HE de Daucus. Alors que
I’expérience de la lyse cellulaire a montré qu’il y a une légere différence en incubant ces souches

avec des concentrations égales aux CMI et a 4xCMI ce qui suggere que les HE agissent, entre autre,
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sur la membrane plasmique des souches de K. pneumoniae et P. mirabilis alors que celle de B.
cereus n’était pas altérée.

L’application de la phase vapeur a montré, également, que I’HE de Carum est plus active
sur B. cereus a la QMI de 20ul mais complétement inactive sur K. pneumoniae. En revanche, I’'HE
de Daucus est active sur B. cereus et P. mirabilis a des QMI de 80 et 70 ul respectivement.

Les extraits bruts des deux plantes se sont montrés presque inactifs sur la totalité des
souches microbiennes testées malgré leur richesse en polyphénols, réputés d’étre des antimicrobiens
par excellence. En général I’activité antimicrobienne de nos extraits peut étre classée comme suit ;
Gentamicine > HE de Carum > HE de Daucus > Eb de Daucus > Eb de Carum.

Les HE et les extraits bruts des plantes testées par la méthode du DPPH et celle du
pouvoir réducteur ont montré des activités antioxydantes importantes. Des ICsy tres intéressantes ont
été obtenues par les HE et leur combinaison par la technique du DPPH. Les Eb aussi ont été effectifs
mais pas au méme niveau des HE. On peut classer cette activité ainsi ; HE de Carum > Mélange des
HE > HE de Daucus > Quercetine > Rutine > Eb de Daucus > Eb de Carum > BHT > Mélange des
Eb. Les résultats de la technique du pouvoir réducteur ont montré le contraire car les Eb et leur
combinaison ont été plus actifs que les HE selon 1’ordre suivant ; Eb de Daucus > BHT > Eb de

Carum > HE de Daucus > HE de Carum. Ces deux activités demeurent concentration dépendants et
peuvent €tre attribuées aux molécules phénoliques exercant le role de récepteurs d’¢électrons.

En plus de I’effet antimicrobien et 1’effet antioxydant, nous avons estimé le pouvoir
protecteur des érythrocytes et D’inhibition de la dénaturation protéique, lié au processus de
I’inflammation. Les extraits des deux plantes ont montré un pouvoir protecteur des €rythrocytes.
L’extrait de Daucus a été le plus protecteur. Mais de toute facon, ce pouvoir a été inférieur a celui du
diclofénac ce qui conditionne leur utilisation dans la vois circulatoire a de grandes concentrations.

Les deux extraits ont manifesté, également, un effet anti-dénaturant qui n’est pas
significativement différent du Diclofénac (P < 0.05). Dans ce test I’extrait de Carum a été plus actif
que celui de Daucus avec la plus grande activité par le Diclofénac.

Pour terminer, on peut dire que les extraits de Carum et de Daucus sont doués d’activités
biologiques a des taux trés similaires probablement du fait que les deux especes font partie de la
méme famille botanique. Ces résultats peuvent étres approfondis ultérieurement par :

e L[’¢tude in vivo de ces activités.
e L’étude de la cytotoxicité des extraits des plantes étudiées afin de déterminer s’ils peuvent
étre utilisés en pharmacologie.

e Tester d’autres activités biologiques ; insecticide, anticancéreuse, antiparasitaire...etc.
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Annexe I : Composition des milieux de culture

MH gélosé :

-Infusion de viande de beeuf déshydraté. ... 300g
-Hydrolysat de Cas€ine...........o.ovuiiiiiiiiiii e 175 ¢
SAMIAON € MATS. ...t 15¢g

FA AT A AT .. e 13 ¢
SEau diStill€ QP ..t s 1000 ml

Sabouraud simple

-Peptone Chapoteaul. ... ....oouiii e e 10g
SGl0S ettt e 20¢g
SGIUCOSE. et e 20g
SEau diStill€e. ..o 1000 ml

Bouillon nutritif

] 0] (0] U P S5¢g
-Extrait de viande.........oo i lg
SEXtrait de leVUIE. ... 2g
-Chlorure de SOdIUm........ooiiii e S5¢g
SBau distille. ..o 1000 ml
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Annexe 11 : Echantillon de C. montanum

Echantillon de C. montanum appelée aussi Selinopsis montana , provenant de 1’Algérie, conservé
depuis 1861 dans I’Université de Coimbra en Portugal.




Annexe III : Echantillon de D. gracilis

Echantillon de D. gracilis, provenant de 1’Algérie, conservé depuis 1861 dans I’Université de
Coimbra en Portugal.
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Résumé

Les recherches récentes tendent a exploiter les ressources biologiques naturelles en raison de leurs vertus bénéfiques pour la santé
humaine afin qu’on puisse contourner les problémes liés a 1’usage abusifs des substances synthétiques. Pour cet objectif, deux espéces
appartenant a la famille des Apiacées; Carum montanum, provenant de Sétif, et Daucus gracilis, provenant de Skikda, ont fait 1’objet
de cette étude. Les HE de chaque plante ont été obtenu par hydrodistillation de leurs parties aériennes en utilisant un appareil
d’extraction de type Clevenger et les extraits bruts ont été obtenus par macération hydroalcoolique méthanol/eau. L’analyse des HE a
été faite par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/MS) et le Nothoapiole a été purifié par
chromatographie successive sur colonne de gel de silice. Le dosage des polyphénols totaux des Eb a été réalisé suivant la méthode de
Folin-Ciocalteu. L’activité antimicrobienne des HE et des Eb a été estimé qualitativement sur 25 souches microbiennes par la
technique de diffusion sur gélose, ensuite quantifiée par trois méthodes pour déterminer les CMI correspondantes. Les souches
sensibles ont fait I’objet de d’étude de bactéricidie et de lyse cellulaire. En paralléle, les effets antioxydants des HE et des Eb ainsi que
ceux de leurs combinaisons ont été testé par la technique du DPPH et celle du pouvoir réducteur. Les Eb ont été testé pour évaluer
leurs activités antihémolytiques et antidénaturantes. Les deux HE sont caractérisées par la présence des phénylpropanoides. L’HE de
C.montanum contient principalement le Nothoapiole (62.8%), le Dillapiole (8.5 %) et I’a-Humuléne (7.1%). Alors que celles de D.
gracilis contient majoritairement I’Elemicine (35.3 %) et I’Acétate de géranyl (26.8 %). Les deux extraits sont trés riches en
polyphénols totaux ; C. montanum 101.50 pg/mg et D. gracilis 149.05. Le criblage antimicrobien a montré une activité des HE et des
extraits allant de la résistance a la sensibilité sur I’ensemble des souches testées. Les CMI des HE différent en fonction du germe et en
fonction de la méthode utilisée. La souche de B. cereus est la plus sensible avec des CMI de I’HE de C. montanum de 4.86ug/ml par
microdilution liquide, 55.5 pg/ml par macrodilution liquide et de 17.15ug/ml par macrodilution solide avec I’'HE de D. gracilis.
L’action des HE au cours du temps n’est pas trop prononcée. Les HE agissent modérément sur la membrane plasmique de K.
pneumoniae et celle de P. mirabilis mais celle de B. cereus n’est pas du tout affectée. Les HE et les extraits de C. montanum et de D.
gracilis présentent une activité antiradicalaire trés importante en utilisant le test de piégeage du radical DPPH ; IC50= 0.001, 0.002,
0.065 et 0.06 mg/ml respectivement. Ils ont montré également des pouvoirs réducteurs dose dépendants. Les extraits des deux plantes
posseédent des activités antihémolytiques et antidénaturante des protéines (ICsy de Carum 298,12 pg/ml et Daucus 554,07 pg/ml)
inferieurs a celles des références. En conclusion, ces plantes possédent des effets biologiques intéressants qui varient en fonction de la
souche testée et de technique utilisée.

Abstract

Recent researches tend to exploit natural biological resources because of their beneficial properties for human health to overcome the
problems associated with the improper use of synthetic substances. For this purpose, two species belonging to the family of Apiaceae;
Carum montanum, from Setif, and Daucus gracilis from Skikda, were the subject of this study. Essential oils (EO) of each plant were
obtained by steam distillation of their aerial parts using a Clevenger type extraction apparatus and the crude extracts (CEs) were
obtained by hydroalcoholic maceration (methanol/water). The analysis of EOs was made by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC/MS) and the Nothoapiole was purified by successive chromatography on a silica gel column. The determination of
total polyphenols in CEs was performed according to the method of Folin-Ciocalteu. The antimicrobial activity of EOs and CEs were
estimated qualitatively on 25 microbial strains by the agar diffusion method, and then quantified by three methods for determining the
corresponding MICs. The action of EOs on susceptible strains was tested by the time kill assay and bacterial lysis experience. In
parallel, the antioxidant effects of EOs and CEs as well as their combinations were tested by the technique of DPPH and reducing
power assay. CEs were tested to assess their antihémolytic and protein antidénaturant activities. Both of EOs are characterized by the
presence of phenylpropanoids. The EO of C.montanum contains mainly Nothoapiole (62.8%), the Dillapiole (8.5%) and the o-
Humulene (7.1%). While D. gracilis‘s EO contains predominantly the Elemicin (35.3%) and the Geranyl acetate (26.8%). Both of
extracts are rich in total polyphenols; C. montanum 101.50 and D. gracilis 149.05 ug / mg. The antimicrobial screening showed an
activity of EOs and extracts from the resistance to susceptibility on all strains tested. The MICs of EOs are different depending on the
bacterial strain and the method used. B. cereus is most susceptible strain with MIC of C. montanum’s EO of 4.86pg /ml by liquid
microdilution, 55.5 ug /ml by liquid macrodilution and 17.15pg /ml of D. gracilis ‘s EO by solid macrodilution. The action of EOs
over time is not too pronounced. EOs act moderately on the cytoplasmic membrane of K. pneumoniae and P. mirabilis but B. cereus’s
membrane is not at all affected. EOs and extracts of C. montanum and D. gracilis have a very important antioxidant activity by DPPH
radical scavenging test; ICso = 0.001, 0.002, 0.065 and 0.06 mg / ml respectively. They also showed dose-dependent reducing powers.
The extracts of the two plants have antihémolytic and protein antidénaturant activities of (ICso for Carum 298.12 ug /ml and 554.07 g
/ml for Daucus) lower than those of references. In conclusion, these plants possess interesting biological effects that vary according to
the tested strain and the technique used.
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