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Résumé

Les plantes médicinales montrent de plus en plus des effets significatifs concernant leurs pouvoirs
biologiques totalement ou presque exemptes d’effets secondaires. Pour cet objectif, deux especes ont
fait I’objet de cette étude : Ammiopsis aristidis (syn: Daucus aristidis) (Apiaceae) provenant de
Ghoufi (Batna) et Oued Arrar (Boussaada, M’sila) et Achillea santolinoides (Asteraceae) provenant de
Djelfa. Les HE ont été obtenues par hydrodistillation en utilisant un appareil d’extraction de type
Clevenger. L analyse des HE a été faite par CPG/FID et CPG/SM. L’activité antimicrobienne des HE
a été estimée qualitativement sur 6 souches microbiennes par la technique de diffusion sur gélose puis
quantitativement en déterminant la CMI. En paralléle, 1’effet antioxydant des HE a été testé par la
technique du DPPH et par le test du blanchiment du B-carotene/acide linoléique. L’activité inhibitrice
de I’acétylcholinestérase et du butyrylcholinestérase des HE a été évaluée par la méthode d’Ellman.
L’insecte Tribolium confusum a été utilisé pour tester 1’effet insecticide de ces huiles. Ces dernieres
ont été également étudiées pour leurs pouvoirs dénaturants des protéines. L’analyse chimique des
huiles des différentes parties d’A. aristidis de Ghoufi et la partie aérienne de Boussadada a révélé la
présence de 1’a-pinene (entre 43.5% et 74.1%) et B-pinéne (entre 7.5% et 19.2%) comme composants
majoritaires. Les huiles des différentes parties d’A. santolinoides contiennent principalement le
camphre (entre 60.8% et 62%) et le 1,8 cinéole (entre 14.1% et 15.7%). Le test antimicrobien a montré
une activité allant de la résistance a la sensibilité sur ’ensemble des souches testées. Les valeurs des
CMI les plus prometteurs sont celles des huiles des feuilles d’A. aristidis et de la partie aérienne d’A.
santolinoides avec des valeurs CMI de 4.64 mg/ml et de 3.12 mg/ml contre S. aureus respectivement.
L’huile des fleurs d’A4. aristidis présente 1’activité antiradicalaire la plus importante en utilisant le test
de piegeage du radical libre DPPH avec un pourcentage d’inhibition de 75.75+1.40% ; cependant,
I’activité des huiles d’A. santolinoides est relativement faible par rapport a celle du BHT. Ces huiles
ont également montré une activité dose-dépendante de I’inhibition de la peroxydation lipidique et de la
dénaturation des protéines. Les huiles d’A. aristidis de Ghoufi et de Boussadada ont une activité
inhibitrice de I’AChE et du BChE modérée cependant les huiles d’A. santolinoides ont une activité
anticholinesterase faible par rapport a celle de la Galanthamine. Les huiles d’Ammiopsis et d’Achillea
se sont révélées toxiques a 1’égard de I’insecte Tribolium confusum (DLso: 0.13 pl/cm?et 0.10 pl/cm,?

respectivement).

Mots clés: Apiaceae - Asteraceae - huiles essentielles - activité antimicrobienne - antioxydante,

anticholinesteras - insecticide.



Abstract

Medicinal plants show increasingly significant capacities regarding their biological powers totally
or almost free of side effects. For this purpose, two species were studied: Ammiopsis aristidis (syn:
Daucus aristidis) (Apiaceae) from Ghoufi (Batna) and Oued Arrar (Boussaada, M’sila) and Achillea
santolinoides (Asteraceae) from Djelfa. EOs of each plant was obtained by steam distillation of their
different parts using a Clevenger type extraction apparatus. The Analysis of the EOs was carried out
by gas chromatography coupled with mass spectrometry GC/FID and GC/MS. The antimicrobial
activity of the EOs was estimated qualitatively on 6 microbial strains by the agar diffusion method and
then quantitatively by determining the MIC. In parallel, the antioxidant effect of the EOs was tested by
the DPPH method and the bleaching of p-carotene / linoleic acid assay. The inhibitory activity of
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase of the EOs was evaluated by the Ellman method. The
insect Tribolium confusum was used to test the insecticidal effect of the EOs. These latter have also
been the subject of the study of their denaturing power of proteins. Chemical analysis of the different
parts of A. aristidis from Ghoufi and the aerial part from Boussaada revealed the presence of a-pinene
(between 43.5% and 74.1%) and B-pinene (between 7.5% and 19.2%) as major compounds. The oils
of the different parts of A. santolinoides contain mainly camphor (between 60.8% and 62%) and 1.8
Cineole (between 14.1% and 15.7%). The antimicrobial test showed an activity ranging from
resistance to susceptibility on all strains tested. The most promising MIC values are those of leaves oil
of A. aristidis and the aerial part of A. santolinoides with MIC values of 4.64 mg / ml and 3.12 mg / ml
against S. aureus respectively. The flowers oil of A. aristidis exhibits the highest antiradical activity by
DPPH free radical scavenging assay with an inhibition percentage of 75.75 + 1.40% however the
activity of A. santolinoides oils is relatively low compared to that of BHT. These oils have also shown
a dose-dependent activity of the lipid peroxidation and protein denaturation inhibition. The oils of A.
aristidis from Ghoufi and Boussdada have a moderate AChE and BChE inhibitory activity, but the oils
of A.santolinoides have a low anticholinesterase activity compared to that of the Galanthamine.
Ammiopsis and Achillea oils were found to be toxic to the Tribolium confusum insect (LDso: 0.13 pl /
cm? and 0.10 ul / cm? respectively).

Keywords: Apiaceae — Asteraceae - essential oils - antimicrobial activity - antioxidant activity-

anticholinesterase- insecticide.
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INTRODUCTION



Introduction

Les plantes aromatiques et médicinales ont des propriétés importantes, plusieurs
médicaments pharmaceutiques ont été dérivés de plantes, ces derniers passent dans 1’esprit de
la population pour efficacité et tolérance du fait de son origine naturel faisant partie de la
médecine douce (Hami et al., 2011) . Ces plantes naturelles ont joué un role trés significatif
dans la découverte des médicaments (Newman et Cragg, 2007). I est reporté qu’au
minimum 119 composes dérivés de 90 espéces de plantes peuvent étre considérés comme des
médicaments importants. La croissance de 1’industrie pharmaceutique et le développement
incessant de nouveaux produits médicaux synthétiques et biologiques plus efficaces n’ont pas
réduit I’importance de I’utilisation des plantes médicinales. Au contraire, la croissance
démographique dans le monde en développement et I’intérét croissant manifesté au niveau
des nations industrialisées ont considérablement augmenté la demande spécifique aux plantes
aromatiques et médicinales et a leurs produits dérivés (Benayad, 2013).

Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant 1’efficacité et la sécurité
des produits chimiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire. En effet, le
développement de la résistance des micro-organismes aux divers antibiotiques préoccupent
les spécialistes en médecine. D’un autre coté, l’utilisation des additifs tels que les

antioxydants est suspectée d’avoir des effets négatifs sur la santé du consommateur.

D’autre part, I’un des principaux problémes de santé publique est la maladie d’Alzheimer
qui touche 24 millions de personnes a travers le monde (100 000 cas en Algérie) dont 20 %
ont plus de 85 ans. Un nouveau cas est diagnostiqué toutes les sept secondes, et il est probable
que cette fréguence augmente dans les années a venir a cause du vieillissement de la
population. A T’heure actuelle, il n’existe pourtant aucun traitement curatif. Seules des
stratégies destinées a atténuer les symptomes de la maladie sont proposées. L’une d’elles
consiste a augmenter le taux d’acétylcholine dans le cerveau en inhibant
I’acétylcholinestérase, enzyme responsable de la dégradation de ce neurotransmetteur. L un
des traitements les plus prometteurs a ce jour est un inhibiteur de 1’acétylcholinestérase issu
d’un lycopode (Huperzia serrata Thunb.), I’huperzine A. Cependant, ce composé est un
alcaloide, tout comme la galanthamine et la Rivastigmine® ; or les alcaloides ne sont pas des
molécules sans risque. Il y a donc un réel intérét a identifier de nouveaux inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase a partir de plantes, présentant a la fois une forte activité, une toxicité

moindre, ainsi qu’une demi-vie plus longue (Benamar, 2008).



Dans le secteur agricole, la consommation des céréales et des légumineuses alimentaires se
fait toute 1’année. Le stockage rend possible la disponibilité quasi permanente de ces denrées
sur le marché et assure les semences pour les compagnes agricoles futurs. Pendant le stockage
les insectes s’attaquent aux graines, et Si aucune protection n’est faites, aprés sept mois de

stockage, la perte des denrées peut étre totale (Ngamo et Hance, 2007).

En raison de son efficacit¢ et de son application facile et pratique, 1’utilisation des
insecticides chimiques constitue a 1’heure actuelle la technique la plus pratiquée pour lutter
contre les insectes ravageurs. Cependant, I’emploi intensif et inconsidéré de ces insecticides a
provoqué une contamination de la chaine alimentaire, et I’apparition d’insectes résistants
(Bounechada et Arab, 2011). Toutes ces raisons militent en faveur de la recherche de
méthodes alternatives en particulier, 1’utilisation des extraits de plantes a propriétés
insecticides et/ou insectifuges qui soient peu couteuses et efficaces faciles a adopter pour les
producteurs du tiers monde.

D’un autre coté, I’utilisation des anti-inflammatoires pour reduire les douleurs lors des
inflammations, présentent des risques de toxicité gastro-intestinales et cardiovasculaires.
Pour cette raison, il est nécessaire de découvrir d’autres anti-inflammatoires ayant moins
d’effets secondaires pour étre utilisé¢ particuliérement dans le traitement des inflammations
chroniques.

Donc, la recherche des nouveaux agents thérapeutiques se lance fort, et 1’objectif reste
toujours de découvrir des armes thérapeutiques efficaces. Les produits naturels donc donnent
une grande chance pour découvrir une médication effective contre les maladies qui n’ont pas
été traitées, par 1’effet thérapeutique directe, aprés une modification semi-synthétique ou bien
par une nouvelle synthése d’un modéle moléculaire a partir des produits naturels (Cragg et
al., 1997).

Les plantes aromatiques sources de ces produits sont largement répandues dans la nature.
L’ Algérie abrite un ensemble d’especes importantes et variées et témoigne de ce fait d’une
richesse floristique incontestable. C’est pourquoi, NOUS Nous somme intéressé a etudier
certaines plantes, poussant a 1’état spontané a la région de Ghoufi (Batna), d’Oued arrar
(Boussaada, M’sila) et de Djelfa.

Ce travail a pour objet I’extraction et 1’analyse chimique puis I’étude des activités
biologiques des huiles essentielles de deux especes appartenant a deux familles botaniques
différentes; la famille des Apiacées représentée par 1’espéce Ammiopsis aristidis (synonyme:

Daucus aristidis) et la famille des Asteracées représentée par 1’espéce Achillea santolinoides



Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé de deux parties. La premiere
partie propose une mise au point bibliographique. Elle est divisée en deux chapitres. Le
premier chapitre est consacré a I’étude des plantes médicinales. Le second chapitre traite la
valorisation des ressources végétales par une meilleure connaissance de la composition
chimique et des activités biologiques des huiles essentielles. Dans la seconde partie (pratique),
nous avons décrit en détail le matériel végétal, puis I’extraction des huiles essentielles et
enfin, I’étude de ses activités biologiques. Les résultats obtenus sont ensuite amplement
discutés. Le manuscrit est achevé par une conclusion générale, la liste des références

bibliographiques et les annexes.



Chapitre |

Etude des plantes
medicinales



1.1. La famille des Apiacées

Les Apiaceae anciennement appelées Ombelliféres, étaient déja connues des anciennes
civilisations chinoise et indienne du Mexique, ainsi que des Grecs et des Romains. Elles
semblent étre la premiere famille de plantes a fleurs reconnue en tant que telle par les
botanistes vers la fin du XVlIe siecle. Ce fut aussi le premier groupe de plantes faisant 1’objet
d’une étude systématique publiée par Robert Morison en 1672 (Heywood et al., 1996).

Il s’agit d’'une famille trés homogene, une des plus faciles a reconnaitre, grace a ses
inflorescences en ombelles généralement composees, inversement les espéces sont parfois
difficiles a distinguer les unes des autres. Les Apiacées renferme de nombreuses especes
économiquement importantes, certaines sont des plantes alimentaires (carotte, fenouil,
céleri...), d’autres sont des condiments utilisés depuis longtemps en cuisine a cause des huiles
essentielles produites par leurs canaux sécréteurs (persil, coriandre, carvi...). En
phytothérapie, on leur attribue principalement des propriétés digestives (Bruneton, 1999;
Reynaud, 2002).

a. Répartition

Cette famille comprend environ 300 — 455 genres et 3000 — 3750 espéces (Tabanca et al.,
2006) se répartissant dans toutes les régions tempérées, avec, toutefois, une prédilection pour
I'némisphere Nord (Figure 1). Les genres présentent une répartition entre les divers

continents, avec une prédominance pour le continent asiatique.
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Figure 1: Répartition géographique mondiale des Apiaceae (Pimenov et al., 1993).



La famille des Apiacées occupe une place importante dans la flore algérienne ou elle est

représentée par 56 genres, 130 espéces (dont 24 endémiques) et 26 sous espéces (tableau 1)

(Quezel et Santa, 1963).

Tableau 1 : Genres d’Apiacées rencontrés en Algérie (Quezel et Santa, 1963).

N° | Genre Nombre d’espéces | Nombre de | Espéces endémiques
SOUS especes

1 | Ammi 2

2 | Ammiopsis 1

3 | Ammodaucus 1

4 | Ammoides 2 1 (A. atlantica)

5 | Anethum 1

6 | Anthriscus 2

7 | Apium 1

8 Balansaea 1 1(B. glaberrima)

9 | Bifora 1

10 | Brachyapium 2

11 | Bunium 7 4 (B. fontanesii, B.
chaberti, B. elatum, B.
crassifolium)

12 | Bupleurum 14 5 (B. plantagineum, B.
atlanticum, B.
montanum, B. balansae,
B. oligactis)

13 | Capnophyllum 1

14 | Carum 2 2 (C. montanum, C.
foetidum)

15 | Caucalis 4 1 (C. bifrons)

16 | Chaerophyllum 1

17 | Conium 1

18 | Conopodium 1

19 | Coriandrum 1

20 | Crithmum 1

21 | Cuminum 1

22 | Danaa 1

23 | Daucus 11 8 1(D. reboudii)

24 | Echinophora 1

25 | Elaeoselinum 2

26 | Eryngium 7

27 | Ferula 5 2(F. Cossoniana, F.
vesceritensis)

28 | Foeniculum 1 3

29 | Helosciadium 3

30 | Heracleum 1 2

31 | Hippomarathrum 1 2




32 | Hohenackeria 2

33 | Hydrocotyle 1

34 | Kundmannia 1

35 | Magydaris 2

36 | Malabaila 1

37 | Margotia 1

38 | Oenanthe 6 1(Oe. Virgata)

39 | Orlaya 3

40 | Petroselinum 1

41 | Peucedanum 3 1(P. munbyi)

42 | Physocaulos 1

43 | Pimpinella 2 1(P. battandieri)

44 | Pituranthos 4 4(P. reboudii, P.
scoparius, P. battandieri,
P. chloranthus)

45 | Reutera 1

46 | Ridolfla 1

47 | Sanicula 1

48 | Scandix 3

49 | Seseli 4

50 | Sison 1

51 | Smyrnium 2

52 | Thapsia 3

53 | Tinguarra 1

54 | Tordylium 1

55 | Torilis 2

56 | Turgenia 1

Un simple regard du contenu de cette liste permet de constater la diversité générique

algérienne de cette famille. Les genres Bupleurum et Daucus sont les plus riches au niveau

spécifique avec respectivement 14 et 11 especes, alors que la majorité est représentée par une

ou deux especes.

La position systématique de la famille selon la Classification de Cronquist (1981) est la

suivante:

Regne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae (L.).




b. Caracteres genéraux des Apiacées :

La famille des Apiacées est homogene sur le plan morpho-anatomique, Il s’agit de plantes
herbacées, annuelles, bisannuelles ou vivaces, parfois arbustives. Les feuilles sont alternes,
composées, rarement simples. Souvent, les pétioles sont élargis a leur base, engainant la tige.
La tige est souvent creuse par resorption de la moelle. Certaines ont une racine tuberculeuse
(carottes) ou méme un véritable tubercule, certaines possédent un rhizome (angéliques), Les
fleurs sont blanches ou, plus rarement, jaunatres, verdatres ou rosée, toujours de dimensions
réduites sont réunies en ombelles simples ou composées, munies de bractées a la base
appelées involucelles. , Elles comptent 5 pétales et 5 étamines et un ovaire a deux loges. Les
fruits sont formés de 2 méricarpes accolés a un axe central, le carpophore, se séparant a
maturité. Chaque méricarpe présente deux faces: commissurale (plane) et dorsale (convexe).
La face dorsale porte au moins 5 cOtes séparées par 4 vallécules contenant des canaux
sécreteurs courts (bandelettes) (Coste et Flahault, 1998 ; Dupont et Guignard, 2012).

c. Caractéristiques chimiques et pharmacologiques des Apiacées

La famille des Apiacées est connue pour la grande diversité en métabolites secondaires et
notamment pour ceux de leurs coumarines et huiles essentielles ces derniéres sont secrétées
dans des canaux schizogénes dans tous les organes leur conférant des odeurs et saveurs
caractéristiques. Ces propriétés organoleptiques font que de nombreuses espéces sont
largement utilisées comme légumes ou condiments. Les huiles essentielles des Apiacées sont
riches en dérivés phénylpropaniques tels que 1’anéthole (Pimpinella anisum), I’apiole (Apium
petroselinum) et la foeniculine (Foeniculum vulgare) et en terpénes comme le [3-
caryophylene, le limonéne ou la carvone (Bruneton, 2009). Quelques molécules ont été
identifiées la premiére fois dans des huiles essentielles d’ Apiacées, ainsi leur dénomination en
¢tait dépendante tel que le carvone qui a été isolé au début dans 1’huile essentielle de Carum
carvi (Nemeth, 2006).

L’étude des Apiacées est tres intéressante pour les types de produits chimiques qu'elles
contiennent, qui doivent certainement trouver leurs applications dans la médecine populaire
ou dans la médecine moderne. Certaines espéces ont été utilisées comme tonigues,
diurétiques, stimulants cardiovasculaires, etc. (Heywood, 1971 ; Rodriguez et al., 1976 et
Evans et al., 1980 ). D’autres pour ses propriétés antibacteriennes, hepato-protectrices, vaso-
relaxantes et anti-tumorales (Oroojalian et al., 2010).

on a aussi déterminé des propriétés anti-oxydantes, anti tumorales et anti-inflammatoires

manifestées par les métabolites secondaires appartenant au différents membres de cette
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famille tel que les graines d’Ammi visnaga qui on déja été utilisées en Egypte ancienne pour
leur action de stimulation de la pigmentation de la peau (Evans et al., 1980 et Valente et al.,
2015).

1.1.1. Ammiopsis aristidis (Coss.) (Synonyme: Daucus aristidis Coss.)

Appelée localement «Noukhia» (Figure 2), est une plante annuelle a tiges dressees élevées,
lisses. Feuilles glabres, pennatiséquées a segments capillaires. Bractées de I'involucre et de
I'involucelle nombreuses divisées, ombelles grandes a trés nombreux rayons, contractées a la
fin. Fleurs blanches jaunissant en herbier, ombellules a fleurs rayonnantes. Fruits petits 2-2.5

mm, ovoides, grisatres, finement tuberculés sur toute leur surface (Quezel et Santa, 1963).

Figure 2: Echantillon d’Ammiopsis aristidis (photo prise par Pr. Laouer H., 2015)



Systématique (Euro,med, 2013) :
Regne : Plantae

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

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Ammiopsis

Espéce : Ammiopsis aristidis Coss.

1.2. La famille des Asteraceés

Le nom Asteraceae vient du mot grec Aster qui signifie étoile en relation avec la forme de
la fleur (Crete, 1965). Aussi appelée Compositae, est la plus vaste famille de plantes a fleurs,
Il s’agit d’une famille cosmopolite. Elle est principalement distribuée en région tempérée,
subtropicale, ou tropicale, souvent en région montagneuse (Cronquist, 2001 et Singh, 2004).

a. Reépartition

La famille Asteraceae est I’une des familles les plus distribuées dans le régne végétal. Elle
comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 espéces (Gaussen et al., 1982 et
Guignard, 1994). Si on considére le nombre total estimé d’espeéces végétales dans le monde,
d’environ 298 000 espéces (Mora et al., 2011), la famille des Asteraceae regrouperait donc a
elle seule entre 8% a 10% des especes. En Algérie, il en existe 109 genres et 408 especes
(Quezel et Santa, 1963).

Cette vaste famille est économiquement importante, vu que plusieurs de ses plantes sont
cultivées pour leur valeur alimentaire (le topinambour, la laitue, la chicorée, la camomille et le
tournesol, cultivé pour ses graines oléagineuses qui représente le meilleur exemple de
I’importance ¢économique de cette famille) ou comme plantes décoratives (les dahlias, les
asters, les rudbeckies, les gaillardes, les chrysanthemes, les gerberas, les zinnias etc.) (Singh,
2004).

La position systématique de la famille selon la classification de Cronquist (1981) est la

suivante:



Regne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae Bercht. et J.Presl (1820)

b. Caracteres généraux des Asteracées

C'est une des familles la plus importante des angiospermes. Ce sont essentiellement des
plantes herbacées, avec souvent des racines charnues: rhizomateuses, tubéreuses ou pivotantes
(Crete, 1965). Cette famille présente des caractéres morphologiques divers : herbes annuelles
ou vivaces, plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes et quelques fois, plantes
charnues (Bonnier, 1934). En revanche, cette famille est trés homogene au niveau de ses
inflorescences trés caractéristiques: le capitule. C’est-a-dire les fleurs serrées les uns a coté
des autres, sans pédoncules, placées sur I'extrémité d'un rameau ou d'une tige et entourées
d'une structure formée par des bractées florales. Cette structure en forme de coupe ou de
collecte est appelé un involucre. La partie libre des pétales est représentée par un tube appelé
corolle (Ozenda, 1991). Les fruits sont des akenes, souvent couronnés d'une aigrette de soies

appelée Pappus qui favorise la dispersion des grains par le vent (Spichiger, 2002).

c. Caractéristiques chimiques et thérapeutiques des Asteracées

La famille des Asteraceae fournit des especes trés importantes d’un point de vue
thérapeutique, ce qui n’est pas surprenant étant donné le nombre de genres qu’elle contient.
De nombreuses especes sont utilisées en médecine traditionnelle et sont associées a un panel
d’activités thérapeutiques aussi large que la diversité de cette famille. En effet, il a été
rapporté que les fleurs et les feuilles de certaines plantes de cette famille, tels que le Semen-
contra (Artemisia cina Berge), I'Arnica (Arnica montana L.), la Chamomille (matricaria
chamomilla L. et Anthemis nobilis L.), le pied de chat (Antenaria dioca gartn) possedent des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antiviraux et anti-inflammatoires. En outre d’autres
astéracées possedent des propriétés antitumorale, cytotoxique, immunosuppressive,
antioxydante, antiacétylcholinestérase, antimicrobienne, leishmanicide, trypanocide,
antipaludique, hépato protective, cytotoxique, larvicide, antiulcéreuse, anti nociceptive,

antitussive, expectorante, antidiabétique et hémolytique. Cette liste est loin d’étre exhaustive
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(Abad et al., 2012; Arora et al., 2013 ; Hussain et al., 2013; Zheng et al., 2013 et Wang et
al., 2014). L’effet thérapeutique de ces plantes médicinales a été corrélé a la présence de
métabolites secondaires, les flavonoides, les coumarines, les polyphénols, les terpénes tels
que les lactones sesquiterpéniques, caractéristiques de cette famille. L’un des cas les plus
connus certainement est celui de 1’artémisinine, lactone sesquiterpénique aux propriétés
antipaludiques, isolée de Artemisia annua, longtemps utilisée en médecine traditionnelle

chinoise pour cet usage (Graziose et al., 2010).

1.2.1. Achillea santolinoides Lag.

Appelée localement Orairyia et chaihata (Trabut, 1935), ¢’est une plante de 30-60 cm tres
rameuse portante de feuilles a segments trilobés (figure.3) et des pédoncules gréles, les
capitules sont globuleux en corymbe composé et lache. Les ligules sont jaunatres, pales et
crénelées (Battandier et Trabut, 1902 ; Quezel et Santa, 1963).

Figure 3 : Achillea santolinoides (photo prise par Pr. Laouer H., 2015)
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e systematique

Systematique (Euro.med, 2013)
Regne : Plantae

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

Ordre : Asterales

Famille : Compositae Gieske

Genre : Achillea

Espece : Achillea santolinoides Lag.
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Chapitre I

Etude des huiles essentielles



11.1. Definition

Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16ieme siécle par le médecin Suisse
Parascelsus Von Hohenheim pour désigner le composé actif d’un reméde naturel (Burt,
2004).

Les huiles essentielles (HEs) sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveur
généralement fortes, extraites a partir des différentes parties de certaines plantes aromatiques,
par les méthodes de distillation, par enfleurage, par expression, par solvant ou par d’autres
méthodes (Belaiche, 1979 ; Valnet, 1984 ; Wichtel et Anthon, 1999). La norme frangaise
AFNOR NF T75-006 définit I’huile essentielle comme: «un produit obtenu a partir d’une
matiere premiere végetale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques
a partir de I’épicarpe des Citrus, et qui sont séparés de la phase aqueuse par procédés
physiques » (Garnero, 1996).

11.2. Répartition, localisation et fonction:

Les HEs n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi les 1 500 000 espéces
végétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », c’est-a-dire qu’elles synthétisent et
sécretent des infimes quantités d’essence aromatique Certaines familles se caractérisent par le
grand nombre d’especes a essences qu’elles groupent, en particulier Myrtacées, Lauracées,
Rutacées, Lamiacées, Astéracées, Apiacées, Cupressacées, Poacées, Zingibéracées,
Pipéracées, etc. (Bruneton, 1999; Benayad, 2008; Degryse et al., 2008).

Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végetaux: les fleurs [oranger, rose,
lavande; le bouton floral (girofle)], les feuilles (eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette,
sauge, aiguilles de pin et sapin), les racines (vétiver), rhizomes (gingembre, acore), les fruits
(anis, fenouil, badiane), le bois et les écorces (cannelle, santal, bois de rose.) et les graines
(noix de muscade, coriandre) (Bruneton, 1993; Anton et Lobstein, 2005).

Les HEs sont produites par diverses structures spécialement différenciées dont le nombre
et les caractéristiques sont trés variables : poches sécrétrices schizogenes (Myrtacées) ou
poches sécrétrices schizolyzigénes (Aurantiacées), des canaux sécréteurs (Coniferes et
Apiacées), poils sécréteurs (Lamiacées et Astéracées), et cellules sécrétrices isolées
(Lauracées, Magnoliacées et Pipéracées) (Belaiche, 1979; Paris et Hurabielle, 1981;
Bruneton, 1999; Ghestem et al., 2001).

Ghestem et al. (2001) indiquent, que la teneur des plantes en huiles essentielles est faible,
souvent inferieure a 1%. Il existe, cependant, des exceptions telles que le clou de girofle qui

renferme plus de 15%.
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Beaucoup de plantes produisent les HEs en tant que metabolites secondaires, mais leur réle
exact dans les processus de la vie de la plante est inconnu (Rai et al., 2003). Elles sont en
général considérées comme des déchets du métabolisme (Amiot, 2005) ou des sous produits
de I’activité métabolique d’une plante (Banthrope et al., 1992 in Amiot, 2005). Cependant,
plusieurs effets apparent utiles ont été décrits telles que la réduction de la compétition des
autres espéces de plantes (allélopathie) par inhibition chimique de la germination des graines
ainsi que la protection contre la flore microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et
bactéricides et contre les herbivores par gout et effets défavorables sur le systéme nerveux
(Porter, 2001; Guignard et al., 2004). Certains auteurs pensent que les huiles essentielles
pourraient avoir un réle attractif vis-a-vis des insectes pollinisateurs et favoriseraient ainsi la
pollinisation (Bruneton, 1999 ; Abou Zeid, 2000 ; Guignard, 2000).

Belaiche (1979) signale que 1’utilit¢ des HEs pour les plantes désertiques est liée a la
conservation d’'une humidité indispensable a la vie des plantes. Les vapeurs aromatiques
permettent de saturer I’air autour de la plante empéchant, le jour, la température de 1’air de
monter jusqu’a un degré insupportable pour la vie végétale et la nuit de baisser de facon
excessive.

Les essences pourraient constituer des supports a une communication et ce d’autant mieux
que leur variété structurale autorise le transfert de messages biologiques sélectifs (Bruneton,
1999), tandis que Guignard et al. (1985) considérent I’huile comme une source énergétique :

«mis en réserve pendant le jour, ils seraient dégradés durant la nuit en acétyl CoA ».

11.3. Propriétés physiques des huiles essentielles

Les HEs sont constituées de molécules aromatiques de trés faible masse moléculaire
(Degryse et al., 2008). Elles sont tres inflammables et trés odorantes, liquides a température
ambiante. Exposées a l'air, les huiles essentielles se volatilisent. Elles ne sont que trés
rarement colorées. Leur densité est en général inférieure a celle de I'eau sauf les huiles
essentielles de sassafras, de girofle et de cannelle. Elles ont un indice de réfraction élevé et la
plupart dévient la lumiére polarisée (optiqguement active) (Bruneton, 1999; Rhayour, 2002;
Desmares et al., 2008).

Elles sont totalement solubles dans les huiles grasses, particulierement solubles dans les
alcools et les solvants organiques, leur point d’ébullition est toujours supérieur a 100°C et
dépend de leurs poids moléculaires par exemple les points d’ébullition du caryophylléne, du
géraniol, du citral et de 1’a-pinene sont 260°, 230°, 228° et 156°C respectivement (Abou
Zeid, 2000), mais d’apres Valnet (1984), ce point varie de 160°C a 240°C. Les huiles
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essentielles s’oxydent facilement a la lumiére et se résinifient en absorbant de 1’oxygene, en
méme temps, leurs odeurs se modifient, leurs points d’ébullition augmentent et leurs
solubilités diminuent. Elles absorbent le chlore, le brome et 1’iode en dégageant de la chaleur

(Duraffourd et al., 1990).

I1.4. Composition chimique

Comme toute substance, les HEs se caractérisent par une composition chimique analysable
et trés variable. Le nombre de composants isolés est d’environ des milliers et il en reste
beaucoup a découvrir. Ces constituants appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux
groupes caractérises par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides
(Figure 4) (isopréniques, monoterpenes, les sesquiterpénes, les diterpenes et les triterpénes)
d’une part (Bruneton, 1999; Seguin, 2001; Rhayour, 2002; Bowles, 2003; Chami, 2005;
Clarke, 2008; Baser et Buchbauer, 2010) et le groupe des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane (Figure 4) beaucoup moins fréquents d’autre part. Elles peuvent également
renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non
volatils (Bruneton, 1999).

I1.4.a. Les composées terpéniques

Les terpénes constituent une famille de composés largement répondus dans le régne
végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) reconnue par Wallach dés 1887 in
Lamarti et al. (1994). Cet isopréne est a la base du concept de la «regle isoprénique» énoncée
en 1953 par Ruzicka in Lamarti et al. (1994). Cette régle considere le diphosphate
d’isopentényle (IPP), désigné sous le nom d’isopréne actif comme le véritable précurseur de
la molécule terpénique. Les systéemes enzymatiques responsables de cette conversion (IPP en
composés terpéniques dans les trois compartiments: cytoplasmes, mitochondries et plastes)
sont hydrosolubles ou membranaires. Ces derniers permettent 1’¢longation de la chaine
isoprénique conduisant a tout I’éventail des composés terpéniques a 10, 15, 20 et 30 atomes
de carbones (Lamarti et al., 1994). Seuls les terpénes dont la masse moléculaire est
relativement faible (mono — et sesquiterpénes) sont rencontrés dans les huiles essentielles
(Bruneton, 1999) (Figure 4) et leur confére un caractere volatil et est a la base de leurs
propriétés olfactives (Pibiri, 2006).
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*-Les monoterpenes

Les monoterpénes contiennent plus de 900 composés connus se trouvent principalement
dans 3 catégories structurelles: les monoterpénes linéaires (acyclique): (myrcene, ocimenes),
les monoterpénes avec un cycle unique (monocycliques) : (o- et y-terpinene, p-cymene) et
ceux avec deux cycles (bicycliques) : (pinénes, A*-caréne, camphéne, sabinéne). lls résultent
d’une fusion typique téte-a-queue des unités d’isopreéne (Allen et al., 1977). Selon Bruneton
(1999), la réactivité des cations intermédiaires justifie 1’existence de nombreuses molécules
caractérisées par différentes fonctions: alcools, cétones, esters, aldéhydes, éthers, peroxydes,
phénols.

*Les sesquiterpénes

Ils comportent trois unités d’isopréne, leur formule est CisHy4 soit une fois et demie
(sesqui) la molécule des terpenes (Belaiche, 1979).

Les sesquiterpenes peuvent étre également, comme les monoterpénes, acycliques
(farnésol), monocycliques (humuléne, o-zingibérene) ou polycycliques (matricine,
artéannuine, B-artémisinine). Ils renferment aussi des fonctions comme alcools (farnésol,
carotol, B-santalol, patchoulol), cétones (nootkatone, cis-longipinane-2.7-dione, B-vétivone),

aldéhydes (sinensals), esters (acétate de cédryle) (Bruneton, 1999; Laouer, 2004).

11.4.b. Les composés aromatiques dérivés du phenylpropane

Les HEs renferment aussi des composés aromatiques dériveés du phénylpropane (Ce-Cs),
mais qui sont beaucoup moins fréquents que les terpenes et dont la biogenése est totalement
différente (Paris et Hurabielle, 1981). Bruneton (1999) considere que ces composés sont
tres souvent des allyl- et propenyl phénols, parfois des aldéhydes, caractéristiques de certaines
huiles essentielles d’Apiacées (Anis, Fenouil: anéthole, anisaldehyde, méthyl-
chavicol=estragole. Persil : apiole) mais aussi de celles du Girofle (eugénol), de la Muscade
(safrol, eugénol), de I’Estragon (eugénol), du Basilic (eugénol), de I’ Acore (asarones) ou des
Cannelles (cinnamaldéhyde eugénol safrol).
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Figure 4: Structure chimique de quelques composés des HEs (Bakkali et al., 2008).
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I1.5. Facteurs de variabilité des huiles essentielles

Les HEs présentent une tres grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au
plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité est fondamentale car les activités
biologiques qui découlent des HESs peuvent étre trés différentes (Garnéero, 1991; Bruneton,
1999; Benini, 2007).

Selon Teuscher et al. (2005), La composition chimique d’une huile essentielle peut varier
considérablement :

- Dans une méme plante selon les organes (feuille, fleur, fruit, bois).

- Dans I’année selon la saison pour une méme plante.

- Selon les conditions de culture pour une méme espéce végétale (ensoleillement, humidité,
longueur du jour, fertilité du sol).

- Selon les races chimiques (ou chemotypes) pour une méme espece (I’exemple classique est
le thym avec 7 races chimiques).

De méme, ElI Kalamouni (2010) confirme que les étapes successives conduisant a
I’isolement d’une essence et les diverses transformations susceptibles de 1’accompagner se
traduisent par la modification de la teneur en certains constituants ou par la formation de
nouveaux composés, d’ou une grande variabilitt de sa composition. De profondes
modifications de I’huile essentielle peuvent intervenir lors de 1’exploitation des végétaux
depuis leur collecte jusqu’a leur transformation industrielle. D’autres facteurs tels que les
traitements survenus avant ou pendant 1’hydrodistillation (broyage, dilacération, dégradation
chimique, pression, agitation) contribuent a la variation du rendement et de la qualité de

I’huile essentielle.

11.6. Toxicité des huiles essentielles

Les HEs sont des molécules actives. Elles peuvent avoir de graves effets secondaires. Il est
important de respecter la posologie et la durée de la prise. En regle générale, les HES ont une
toxicité aigue par voie orale faible ou tres faible: la majorité des huiles qui sont couramment
utilisées ont une dose létale (DLsp) comprise entre 2 et 5 g/kg (Anis, Eucalyptus,
Girofle...etc.) ou, ce qui est le plus fréquent, supérieure a 5 g/kg (Camomille, Lavande...etc.).
D’autres, une quinzaine, ont une DLsyo comprise entre 1 et 2 g /kg : Basilic, Estragon, Hysope
(1,5ml/kg). Les plus toxiques sont les huiles essentielles de Boldo (0,13 g/kg ; convulsions
apparaissant des 0,07 g/kg), de Chénopode (0,25 g/kg), de Thuya (0,83 g/kg), ainsi que
I’essence de moutarde (0,34 g/kg) (Bruneton, 1999).
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11.7. Les procédés d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d’obtention des HEs intervient d’une fagon déterminante sur sa composition
chimique (Garnero, 1991). Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour 1’extraction des
essences vegétales, cette diversité est due a la variété des matieres premiéres et a la sensibilité

considérable de certains de leurs constituants.

I11.7.a. La distillation

Bruneton (1999) signale que le principe de la distillation repose sur la propriété qu’ont les
HEs d’étre volatiles sous 1’effet de la chaleur, 1’huile est alors entrainée par la vapeur d’eau.

Apres condensation, I’huile essentielle se sépare du distillat par décantation.

Il existe deux méthodes de base de distillation pour 1’obtention des HEs qui reposent sur le
méme principe: entrainement des constituants volatils du matériel végétal par la vapeur d’cau.
La différence entre eux réside dans le degré de contact entre I’eau liquide et le matériel

végétal (Anes et al., 1968 in Benjilali, 2004).
. L’hydrodistillation

L’hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour 1’extraction d’une huile
essentielle (AFNOR, 1992). Le principe consiste a immerger directement la matiére végétale
a traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogénes
vont se condenser sur une surface froide et I’huile essentielle sera alors séparée par différence
de densité (Figure 5) (Bruneton, 1993). Les inconvénients de cette méthode sont: la
calcination du matériel végétal, ce qui entraine une modification de la composition et des
caractéristiques chimiques de 1’huile essentielle (Abou Zeid, 2000), la non maitrise de la
température du récipient contenant le mélange (eau + organes végétaux) et la modification de
I’odeur, de la couleur et de la composition de 1’huile essentielle au cours de la distillation
(Chalchat et al., 1997).
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Figure 5: Appareillage utilisé pour 'hydrodistillation de I’huile (Hernandez Ochoa, 2005)

e Entrainement a la vapeur d'eau

A la différence de I'nydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I'eau et la
matiere végétale a traiter. Le principe de la distillation a la vapeur d'eau consiste a faire passer
la vapeur d'eau a travers la plante a une température adéquate pour détruire les cellules
végétales, libérer les molécules aromatiques et les entrainer dans un serpentin de
refroidissement. La, les vapeurs refroidies retournent a I'état liquide formant un mélange «eau
+ huile essentielle». Recueillies dans un essencier, I'huile essentielle et I'eau florale se
séparent par simple différence de densité. L'absence de contact direct entre I'eau et la matiére
végétale, puis entre I'eau et les molécules aromatiques évite certains phénomeénes d'hydrolyse

ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I'huile (Neffati, 2010).

e Hydrodiffusion

Distillation a la vapeur directe : c’est une variante de I’entrainement a la vapeur qui
consiste a pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression (0.02-0.15 bar) a travers la masse
vegétale du haut vers le bas, en utilisant la pesanteur comme force de déplacement de la
vapeur, la composition des produits obtenus est qualitativement différente de celle des
produits obtenus par les méthodes classiques. Le procédé permet un gain de temps et
d’énergie ; ce procédé est appelé distillation par hydrodiffusion (Anes et al., 1968 in
Benjilali, 2004; Bruneton, 1999).

20



I1.7.b. L’extraction par les solvants volatils

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en
essence relativement faible ou pour les essences que I’on ne peut extraire par distillation. Elle
est basée sur le pouvoir qu’ont certains solvants organiques a dissoudre les composants des
huiles essentielles. Dans ce procédé, un épuisement des plantes est effectu¢ a I’aide d’un
solvant volatil dont 1’évaporation laisse un résidu cireux, trés coloré et trés aromatique appelé
«concrete». Le traitement de cette concréte par 1’alcool absolu conduit a «l’absolue»
(Belaiche, 1979 ; Duraffourd et al., 1990).

L’emploi restrictif de I’extraction par solvants organiques volatils se justifie par son co(lt,
les problémes de sécurité et de toxicité, ainsi que la réglementation liée a la protection de
I’environnement (Lagunez Rivera, 2006).

I1-7-c- L’extraction par micro-ondes

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-ondes
pour extraire de facon rapide et sélective des produits chimiques de diverses substances
(Paré, 1997). Le matériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux micro-ondes
de maniére a ce que seul le végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont chauffer 1’eau présente
dans le systéme glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi les produits volatils qui
passent dans le solvant (non chauffé). On filtre et on récupere ensuite I’extrait. L’extraction
par micro-ondes a le grand avantage de réduire le temps d’extraction a quelques secondes
(France Ida, 1996). Ce procédé (Figure 6), trés rapide et peu consommateur d’énergie, livre
un produit qui, est le plus souvent, de qualité supérieure a celle du produit d’hydrodistillation

traditionnelle (Bruneton, 1999).
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huile essentielle
eau aromatique
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Figure 6: Principe schématisé de I’appareillage d’extraction sous micro-ondes (Lagunez-
Rivera, 2006)
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11.7.d. Extraction par ultrasons

Les micro-cavitations, générées par ultrasons, desorganisent la structure des parois
végetales, notamment les zones cristallines cellulosiques. Les ultrasons favorisent la diffusion
et peuvent modifier ’ordre de distillation, des constituants des HEs. L’extraction par les
ultrasons est une technique de choix, pour les solvants de faible point d’ébullition, a des
températures d’extraction inférieures au point d’ébullition. L’avantage essentiel de ce procédé
est de réduire considérablement la durée d’extraction, d’augmenter le rendement en extrait et

de faciliter I’extraction de molécules thermosensibles (Lagunez-Rivera, 2006).

I1.7.e. L'extraction au CO; supercritique

Le terme supercritique signifie que le CO,, sous pression et a une température de 31°C, se
trouve entre I'état liquide et I'état gazeux. Lorsqu'il est dans cet état, le CO, est capable de
dissoudre de nombreux composés organiques et c'est cette méme propriété dont les fabricants
se servent pour extraire les HEs. La matiere végétale est chargée dans I'extracteur ou est
ensuite introduit le CO, supercritique (sous pression et réfrigéré). Le mélange est ensuite
recueilli dans un vase d'expansion ou la pression est considérablement réduite. Le CO,
s'évapore et il ne reste plus que I'huile essentielle (Grosso et al., 2008 et Safaralie et al.,
2008). L’intérét s’est porté tout particulierement sur le dioxyde de carbone CO; car, celui-ci
présente d’incontestables atouts: produit naturel, inerte chimiquement, ininflammable, non
toxique, facile a éliminer totalement, sélectif, aisément disponible et peu couteux (Bruneton,
1999 ; Wichtel et Anton, 1999).

I1.7.f. L’expression a froid

Cette technique est utilisée pour extraire les HEs des agrumes de la famille des Rutacées
(citron, orange, mandarine, etc.). C'est une méthode assez simple qui consiste a briser
mécaniquement (abrasion, compression, incision, perforation, ...) les poches a essence
(souvent au niveau de I'écorce ou péricarpe du fruit) pour recueillir un mélange d'essences
odorantes et d'eau. L’huile essentielle est séparée par décantation ou centrifugation

(Chaintreau et al., 2003).

I1.7.g. L’extraction par enfleurage

Ce procédé met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans les

corps gras. Il consiste a deposer des petales de fleurs fraiches sur des plaques de verre
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recouvertes de minces couches de graisse (graisse animale type saindoux). Selon les especes,
I’absorption des HEs des pétales par le gras peut prendre de 24 heures (Jasmin) a 72 heures
(Tubéreuse). Les pétales sont éliminées et remplacées par des pétales fraiches jusqu’a
saturation du corps gras. On épuise ce corps gras par un solvant que 1’on évapore ensuite sous
vide (Belaiche, 1979 ; France lda, 1996). Pour certaines plantes, on procéde a une
immersion des fleurs dans de la graisse chauffée, c’est ce que 1’on appelle enfleurage a chaud
ou «digestion» (Bruneton, 1999). Cette méthode appelée également macération a chaud par
d’autres auteurs est surtout utilisée pour les fleurs délicates qui perdent leurs aromes trés
rapidement apres la cueillette, comme les violettes et certains lys (France-lda, 1996). Cette
technique laborieuse, qui demande une grande labilité, est de moins en moins employée au
profit de ’extraction par les solvants, en raison de son faible rendement et de I’importante

main d’ceuvre qu’elle nécessite (Abou Zeid, 1988).

En conclusion, et selon Collin (2000), il n’existe pas de procédé meilleur que d’autres.
Chaque végétal, chaque partie du végétal, et 1’utilisation du produit obtenu commandent la
technologie a employer. Bien entendu, les aspects de rentabilité économique sont tout aussi

importants.

I1.8. Les méthodes d’analyse des huiles essentielles
L’analyse d’une huile est complexe, de par son trés grand nombre de constituants
chimiques volatils mais aussi, souvent, de par I’importance des composés a 1’état de traces qui

font le caractere spécifique de 1’huile (France-lda, 1998).
e Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est la méthode de référence dans 1’analyse
des HEs (Lehotay et Hajslova, 2002). Elle s’applique a des échantillons gazeux ou
susceptibles d’étre vaporisés sans décomposition dans 1’injecteur. La phase mobile est un gaz
(hélium, azote, argon ou hydrogene), appelé gaz vecteur. Le principe de la chromatographie
en phase gazeuse basé sur la séparation des différents solutés gazeux par migration
différentielle le long de la phase stationnaire. Si la phase stationnaire est un liquide non ou
peu volatil, possédant des propriétés de solvant vis-a-vis des composés a séparer, on parle de
chromatographie gaz-liquide ou chromatographie de partage. Si la phase stationnaire est un
solide absorbant (silice, alumine...), on parle de chromatographie gaz-solide ou

chromatographie d’adsorption (Audigie et al., 1995).
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e Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GPC/SM)

Si la chromatographie permet a elle seule de séparer correctement les différents
constituants d’un mélange, il est néanmoins délicat de se livrer a une interprétation structurale
permettant une identification certaine, car les parameétres déduits de la rétention sélective des
solutés au travers de la colonne sont souvent lourds & manier et, dans la plupart des cas, peu
reliés aux édifices moléculaires organiques. L’idée de coupler une autre méthode physique
d’investigation apreés séparation chromatographique, dans le but d’ajouter a la
chromatographie une deuxiéme dimension analytique, s’est concrétisée dés 1960 dans la
combinaison entre la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse CPG-
SM (De Maack et Sablier, 1994).

Le principe de cette méthode consiste a transférer par le gaz vecteur (phase mobile) les
composés séparés par chromatographie en phase gazeuse dans le spectrométre de masse au
niveau duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse variables dont la séparation sera en
fonction de leur masse. La comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou
plusieurs librairies de référence permet son identification a condition que la similitude des
spectres, inconnus et référence, soit suffisant et que les indices de rétention soient identiques,

dans des conditions opératoires comparables (Desjobert et al., 1997; Bruneton, 1999).
e Lachromatographie liquide a haute performance

La chromatographie liquide a haute performance utilise une phase stationnaire tres fine.
Les particules solides ont un diamétre pouvant atteindre jusqu’a 5 um. Le garnissage est tassé
dans une colonne fermée. La phase mobile liquide circule sous I’effet d’une haute pression.
L’injection de I’échantillon a analyser est pratiquée en introduisant un faible volume de
produit (quelques microlitres) dans I’éluant sous pression. Aprées leur séparation, les différents
constituants de 1’échantillon sont détectés en sortie de colonne. Un calculateur assure
I’acquisition et le traitement des données (Audigie et al., 1995 in Bencheikh, 2005). Cette
technique est peu intéressante pour les fractions volatiles, toutefois elle est efficace pour
étudier les constituants non volatils des concretes et des absolues ou pour opérer des

préfractionnements, on peut la coupler également a un analyseur de masse (Bruneton, 1999).
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e La Résonance Magnétique Nucléaire RMN

La résonance magnetique nucléaire a haute résolution est un outil exceptionnel pour
déterminer la structure d’une molécule naturelle ou synthétique. Grace a la diversité des
parametres mesurables, elle permet d’aborder I’ensemble des problémes posés par I’examen
d’une molécule en solution. L’originalit¢ de la RMN par rapport aux autres techniques
spectroscopiques réside dans le fait d’apporter une information précise et individuelle sur la
tres grande majorité des atomes constitutifs de la molécule, de fournir la possibilité
d’identifier les connexions entre atomes des diverses entités, squelette, groupes fonctionnels
et finalement de permettre de les situer dans I’espace les uns par rapport aux autres. La
stratégie présentée pour la détermination de structure par RMN est trés efficace pour les
molécules de dimension moyenne. Les méthodes de base de la RMN monodimensionnelle et
bidimensionnelle sont le plus souvent suffisantes pour atteindre 1’objectif fixé (Platzer,
2002).

11.9. Activités biologiques des huiles essentielles

Le role physiologique des HEs pour le régne végétal est encore inconnu. Cependant, la
diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confére des roles et des
propriétés biologiques trés variés connues et utilisées depuis longtemps, mais cette utilisation
se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases scientifiques précises.
De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles puisque de
nombreux travaux de recherche ont porté sur les activités antimicrobiennes, antioxydantes
antitoxiques, antivenimeuses, antivirales, et antiparasitaires des HEs, plus réecemment, on leur

reconnait également des propriétés anticancéreuses (Valnet, 2005).

11.9.a. activité antimicrobienne

Les HEs sont connues pour posséder l'activité antimicrobienne et certaines sont classées
comme des substances slres et pourraient donc étre employées pour empécher la croissance
des microorganismes pathogenes et contaminants (Gachkar et al., 2007; Rasooli et al.,
2008). Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent contre un large éventail de
bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Les huiles
d’agrumes, de lavande, de menthe, de genévrier, de ’arbre a thé, de thym et d’eucalyptus se
révelent particuliérement efficaces contre les staphylocoques dorés resistants a la méthicilline
(SARM) (May et al., 2000; Tohidpour et al., 2010) et les entérocoques résistants a la
vancomycine (ERV) (Fisher et Phillips, 2009). Les HEs, isolées de deux especes de thym de
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Corée, Thymus magnus et Thymus quinquecostatus, sont également capables d’inhiber la
croissance de bactéries résistantes comme Streptococcus pneumoniae, Samonella
typhimurium, Salmonella entereditis et S. aureus (Shin et Kim, 2005). Cette activité est par
ailleurs variable d’une huile essentielle a 1’autre et d’une souche bactérienne a 1’autre
(Kalemba et Kunicka, 2003). A cause du mode d’action des HEs qui dépend en premier lieu
du type et des caractéristiques des composants actifs: (alcools, phénols, composés
terpéniques et cétoniques) et de leurs effets synergiques (Zhiri, 2006). En particulier leur
propriété hydrophobe qui leur permet de penétrer dans la double couche phospholipidique de
la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de
la membrane (Cox et al., 2000; Carson et al., 2002).

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenes a
aussi eté rapportée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les HEs peuvent aussi inhiber la
synthése de I’ADN, de I’ARN, des protéines et des polysaccharides (Cox et al., 1991).

Dans le domaine phytosanitaire et agro alimentaire, les HEs ou leurs composés actifs
pourraient également étre employés comme agents de protection contre les champignons
phytopathogénes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-Balchin,
2002). Les HEs les plus étudiees dans la littérature pour leurs propriétés antifongiques
appartiennent a la famille des Labiatae : thym, origan, lavande, menthe, romarin, sauge, etc.
De méme, Le carvacrol, le p-cyméne et le -terpinéne de I’huile essentielle d’Origanum
acutidens, ont des effets fongicides contre Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Monilinia
fructicola et Rhizoctonia solani (Kordali et al., 2008). La croissance et la production de
I’aflatoxine d’A. flavus est empéchée par des HEs d’origine végétales. L huile de citronnelle
est I’une des huiles les plus efficaces contre les champignons filamenteux. L’agent principal
pathogene de I’homme Candida albicans, est inhibé par les terpenes (Raut et Karuppayil,
2014). Ces activités peuvent étre dues a I’inhibition de 1’ergostérol de 1a membrane et des
voies de signalisation impliquées dans les levures. Par exemple, la perméabilité de la
membrane et 1’activité de la chaine respiratoire dans les cellules de C. albicans sont
empéchées en présence de I’huile essentielle du thé ce qui entraine la mort cellulaire (Raut et

Karuppayil, 2014).

11.9.b. Activité antioxydante
Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder

ou empécher 1’oxydation de ces substrats Ce sont des éléments protecteurs qui agissent
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comme capteurs de radicaux libres. Ces derniers sont produits quotidiennement par
I’organisme (Shahidi, 1997), ce sont des composés tres réactifs comportant un électron
célibataire et nécessaire a des mécanismes vitaux (Bartosz, 2003), mais, ils deviennent nocifs
quand ils sont en exces et induisent certains dommages au niveau de la structure des
protéines, des lipides (Pourrut, 2008), des acides nucléiques (Favier, 2003) en entrainant un
stress oxydant qui contribue aux processus de vieillissement cellulaire accéléré et au
développement de pathologies telles que l'alzheimer (Butterfield et Lauderback, 2002),
I'artériosclérose et le cancer (Gardner, 1997). En raison des effets secondaires indésirables
des antioxydants synthétiques tels que la toxicit¢é et la cancérogénicité I'intérét a
considérablement augmenté pour trouver des antioxydants d’origine naturelle appropriés pour
une utilisation dans les denrées alimentaires et/ou en médecine (Bamoniri et al., 2010).
Quelques récentes publications ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus
efficaces que quelques antioxydants synthétiques (Hussain et al., 2008, 2010). L’huile
essentielle 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 D’efficacit¢ du BHT. Cependant, cette activité ne pouvait étre observée qu’en
utilisant une concentration élevée de 1’huile essentielle et son oléorésine (Baser et
Buchbauer, 2010). Les huiles essentielles de cannelle, muscade, clou de girofle, basilic,
persil, origan et thym possédent de puissants composés antioxydants (Edris, 2007). Le
thymol et le carvacrol sont les composés les plus actifs. Leur activité est en relation avec leur
structure phénolique car les composés de ce type ont des propriétés oxydo-réductrices et
jouent ainsi un réle important en neutralisant les radicaux libres et en décomposant les
peroxydes (Braga et al., 2006). L'activité antioxydante des HEs est également attribuable a
certains alcools, éthers, cétones et aldéhydes monoterpéniques: le linalool, le 1,8-cinéole, le
géranial/néral, le citronellal, l'isomenthone, la menthone et quelques monoterpénes: a-
terpinéne et y-terpinéne (Edris, 2007).

Des ¢études de 1’équipe du Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a
I’Alimentation (RESALA) de I'INRS-IAF ont montré¢ que I’incorporation des HEs
directement dans les aliments (viandes hachées, légumes hachés, purées de fruit...) ou
I’application par vaporisation en surface de 1’aliment (piece de viande, charcuterie, poulet,
fruits et Iégumes entiers...) contribuent a préserver I’aliment des phénomenes d’oxydation

(Caillet et Lacroix, 2007).
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11.9.c. Activité anticholinesterase

L'acétylcholinestérase est une enzyme impliquée dans I'étiologie des maladies
neurodégératives dont la maladie d’Alzheimer (MA) (Wang et al., 2007). Cette maladie est
décrite par le médecin allemand Alois Alzheimer en 1906 (Berchtold et Cotman, 1998). Elle
est caractérisé par un déséquilibre neurodégénérative et irréversible qui détruit
progressivement les cellules nerveuses du cerveau. Elle se manifeste par différents troubles
des fonctions intellectuelles (mémoire des faits récents, orientation dans le temps et dans
I’espace, langages, utilisation des objets...), dont la progression conduit a une perte
progressive d’anatomie (Belisle et al., 1999; Brice, 2004). Elle se manifeste, entre autres, par
la détérioration des cellules nerveuses libérant une substance appelée Acétylcholine (ACh),
dont le rble est de transmettre les messages entre les cellules du cerveau. Le déficit en
Acétylcholine chez les malades est aggravé par l'action d'une enzyme, I'acétylcholinestérase
(AChE), qui décompose rapidement 1'Acétylcholine, 1’acétylcholinesterase est une protéine
exprimée dans le systeme nerveux et sanguin des eucaryotes supérieurs, si au sein du systéme
circulatoire, son role physiologique reste encore a élucider, sa fonction principale, au sein du
systéme nerveux, est parfaitement caractérisée. L’ AChE est une protéine exprimée au sein des
synapses dites cholinergiques, qui utilisent le neurotransmetteur ACh. De telles synapses sont
retrouvees au niveau des jonctions neuromusculaires, ainsi que dans les zones du cortex en
charge des fonctions cognitives (mémoire, orientation, jugement, etc.). L’AChE hydrolyse a
ces divers loci le neurotransmetteur ACh, terminant ainsi la transmission de 1’influx nerveux
et restaurant, de fait, I’excitabilité de ces synapses (Colletier, 2006).

Il existe une autre protéine dans le systeme nerveux central semblable a I’AChE qui est le
Butyrylcholinesterase (BChE) identifiée au départ dans le foie, le réle biologique de la BChE
n'est pas encore bien élucidé, mais il a été suggéré qu’elle protége 1I’AChE contre les
inhibiteurs (Chatonnet et Lockridge, 1989; Soreq et Zakut, 1990). Cependant, cette
approche fonctionnelle de la BChE change, la BChE peut moduler la transmission
cholinergique dans le muscle lisse et remplace I’AChE dans la jonction neuromusculaire
(Norel et al., 1993; Li et al., 2000). L’ACh est hydrolysée, dans le tissu cérébral, par I’AChE,
mais aussi par la BChE, quoique dans une proportion bien plus faible. Bien que ’AChE se
retrouve a des concentrations beaucoup plus élevées que la BChE, chez I’individu sain ou
malade de la maladie d’Alzheimer (Mesulam et al., 2002). Ainsi, méme si I’AChE reste
I’enzyme principalement responsable de la terminaison des influx nerveux cholinergiques, on
observera, au cours du développement de la MA, une implication de plus en plus significative

de la BChE dans la co-régulation des niveaux d’ACh cérébraux. De ce fait, il a été proposé,
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récemment, de traiter cette affection par des molécules inhibant a la fois I’AChE et la BChE
(Ballard, 2002; Giacobini et al., 2002; Greig et al., 2002) la BChE pourrait, donc, avoir des
fonctions dans le systéme nerveux normal et pourrait aussi participer aux processus
pathologiques dans les maladies neurodégénératives. Mais les mécanismes par lesquels elle
participe dans ces maladies doivent étre confirmés. Actuellement, il n’existe aucun traitement
guérissant la maladie d’Alzheimer, ni méme permettant d’arréter son évolution, Il existe
cependant des traitements permettant d’atténuer les troubles cognitifs, sans empécher la
progression de la maladie. La plupart agissent sur 1’activité cholinergique (Pepin et
Delwaide, 1999), et spécialement les inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase (AChE) 1’une des
solutions pour augmenter le taux d’acétylcholine au niveau synaptique consiste alors a
diminuer sa dégradation, ceci en inhibant I’effet de I'enzyme d’acétylcholinestérase (Figure

7).

Acetate
Presynaptic Synaptic P4 Posts/ynaptic"/—\ T
Neuron Cleft Choline 2 Membrane
- -

Choline
Acetyl
Transferase

\ Acetyl -

Choline
\ Esterase
Inhibitors

Choline
Esterase

Choline

& A = -
S o Chaline —

Medscape Source: Eur Heart J © 2013 Oxford University Press

Figure 7 : Mécanisme d’inhibition de 1’acétylcholinesterase

Ainsi, Le travail sur de nouveaux composés bioactifs a partir de plantes médicinales a
mené & l'isolement et & I'élucidation de la structure d'un certain nombre de nouveaux
pharmacophores excitants.  Galanthus nivalis L. (Amaryllidaceae) a été employée
traditionnellement en Bulgarie et en Turquie pour le traitement des désordres neurologiques.
La galanthamine, un alcaloide obtenu a partir de cette plante, est plus sélectif pour ’AChE
que pour la BChE, et fournit une biodisponibilité orale compléte. Il est autorisé en Europe
pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer, bien toléré et améliore de maniére significative
la fonction cognitive une fois administré a des patients atteints de la maladie d’Alzheimer
(Lopez et al., 2002). De nombreuses huiles essentielles et leurs constituants monoterpéniques

ont été étudiés pour leurs effets sur I’AChE. Par exemple, les huiles essentielles de Melissa
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officinalis L. et de Rosmarinus officinalis L. inhibent I’AChE érythrocytaire in vitro (Howes
et al., 2003 a, b). Les monoterpénes inhibant 1’AChE incluent le géraniol, le 3-carene, le a-
caryophyllene et le limonene. Aussi Aazza et al. (2011) ont testé 1’activité anticholinesterase
de plusieurs huiles essentielles utilisées en alimentation et ils ont prouvé leurs efficacité mais

a des degrés différents.

11.9.d. Activité insecticide

Les denrées stockées peuvent étre attaquées par les insectes, les champignons et les
rongeurs. Les dégats causés par les insectes sont les plus importants, ils peuvent causer des
pertes importantes en réduisant la qualité et la quantité des produits stockés. D’aprés
I’Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et I'Agriculture (FAO), les pertes dues
aux insectes nuisibles correspondent a 35% de la production agricole mondiale (Bounechada
et Arab, 2011). L'utilisation d'insecticides ou fumigenes de synthése est I'une des méthodes
de lutte efficace contre ces ravageurs (Haubruge et al., 1988 ; Relinger et al., 1988). Mais la
présence dans les denrées de résidus et I'apparition de souches d'insectes résistants a ces
insecticides deviennent de plus en plus préoccupants. Il importe donc de rechercher des
méthodes alternatives de lutte et le regne végétal offre a cet effet beaucoup de possibilités. De
nombreuses études se développent actuellement pour isoler ou identifier des substances
secondaires extraites de plantes qui ont une activité insecticide répulsive ou antiappétante vis-
a-vis des insectes (Lichtenstein, 1966). De plus, des produits issus de plusieurs especes
florales ont des effets répulsifs, contre un certain nombre d’insectes Coléopteres qui attaque
les produits entreposés (Hashem et al., 2012). De méme, les extraits de plantes sollicitent
simultanément plusieurs mécanismes physiologiques (par opposition a des pesticides n’ayant
qu’une seule cible moléculaire), ce qui peut retarder 1’apparition de populations résistantes
d’insectes. Ainsi, des populations du puceron vert du pécher, Myzus persicae (Sulz.), traitées
avec des extraits purifiés de neem ont développé 9 fois leur niveau initial de résistance en 40
générations, alors que des populations traitées avec des mélanges bruts n’avaient pas
développé de résistance (Feng et Isman, 1995). Cependant, les mécanismes d’action des
propriétés pesticides des HEs sont méconnus et relativement peu d’études ont été réalisées a
ce sujet (Isman, 2000). On considére que ces mécanismes sont uniques et que les
biopesticides a base d’huiles essentielles peuvent étre des outils de choix dans les programmes
de gestion de la résistance des ravageurs aux pesticides. Avec ces mécanismes d’action

particuliers, ces biopesticides peuvent étre utilisés seuls et a répétition sans potentiellement
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inciter le développement de la résistance chez les ravageurs aux pesticides (Chiasson et
Beloin, 2007).

11.9.e. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est une réponse pathophysiologique du tissu vivant a une blessure qui
conduit a l'accumulation locale du fluide plasmatique et des cellules sanguines. Bien qu'il
s’agisse d'un mécanisme de défense qui aide le corps a se protéger contre soi-méme :
infections, brdlures, produits chimiques toxiques, allergénes ou autres stimuli nocifs; Les
événements complexes et les médiateurs impliqués dans la réaction inflammatoire peut
induire, maintenir ou aggraver de nombreuses maladies (Sosa et al., 2002) chroniques telles
que l'arthrite, I'arthrose, la maladie inflammatoire de I'intestin...etc.

Les médicaments actuellement utilisés sont des anti-inflammatoires non stéroidiens et les
corticostéroides. Tous ces médicaments ont des effets toxiques potentiels tels que le
saignement gastro-intestinal significativement associé a [I'utilisation aigué d'anti-
inflammatoires non stéroidiens comme la dose réguliere d'aspirine, le diclofenac, le kétorolac,
le naproxene ou le nimésulide (Pilotto et al., 2003).

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 sdr et efficace. Il est bien connu que la dénaturation des protéines tissulaires
conduit a des maladies inflammatoires et des arthrites. Les produits naturels qui peuvent
empécher la dénaturation des protéines seront donc utiles pour le développement de la
thérapie anti-inflammatoire (Alhakmani et al., 2010).

Les HEs sont utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies inflammatoires telles
que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite (Maruyama et al., 2005). Plusieurs études ont,
par exemple, mis en évidence l'activité anti-inflammatoire de I'huile essentielle de Melaleuca
alternifolia (Koh et al., 2002; Caldefie-Chézet et al., 2004; Caldefie-Chézet et al., 2006) et
de son composé principal, 1'a-terpinéol (Hart et al., 2000). Les composés actifs agissent en
empéchant la libération d'histamine ou en réduisant la production de médiateurs de
I'inflammation. Un autre exemple, I'huile essentielle de géranium (Maruyama et al., 2005)
ainsi que le linalol et son acétate (Peana et al.,, 2002) ont montré une activité anti-
inflammatoire sur des cedémes de pattes de souris induit par le carraghénane. Les huiles
essentielles représentent donc une nouvelle option dans le traitement des maladies

inflammatoires (Piochon, 2008).
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Chapitre 111
Matériel et Méthodes



111.1. Matériel

Le nom scientifique qui a été retenu pour faire la discussion des résultats d’Ammiopsis

aristidis est son synonyme : Daucus aristidis.

111.1.1. Matériel vegétal

Les parties aériennes de Daucus aristidis (Syn : Ammiopsis aristidis) sont récoltées de
Ghoufi (Batna) en mai 2014 et mai 2015 a une altitude de 708m et d’Oued el Arrar
(Boussaada, M’sila) en mai 2014 a une altitude de 854m pendant la période de floraison,
cependant Achillea santolinoides est récoltée en mai 2015 a une altitude de 1140 m de Djelfa
(Figure.8), le climat de ces trois regions est un climat de steppe ou il y a peu de précipitation
tout le long de I’année. Puis elles sont débarrassées des impuretés, ensuite séchées a I’ombre a

une température ambiante. Enfin, elles sont coupées en parties trés fines (2-5 mm).

Figure 8 : Images satellites montrent les 3 localités des plantes recueillies (google
earth)
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111.1.2. Matériels des tests biologiques
I11.1.2.a. Souches microbiennes

L’activité antimicrobienne des HEs de Daucus aristidis et d’Achillea santolinoides ont été
évaluée sur plusieurs souches bactériennes qui appartiennent & I’American Type Culture
Collection ATCC: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus cereus ATCC 10876, en ce qui concerne les
champignons 1’activité a été testé sur : Aspegillus niger 2CA936 et Fusarium oxysporum

(isolé de graines de blé).
111.1.2.b. Les milieux de culture

La culture des bactéries a nécessité 1’utilisation du milieu de culture Mueller Hinton agar
(MH) qui a pour provenance (Fluka) ainsi que le bouillon nutritif et la gélose nutritive qui
proviennent de D’institut Pasteur d’Alger. Pour la culture des champignons, le milieu
Sabouraud a été utilise. La composition chimique de ces différents milieux de culture se

trouve en annexe |.
I11.1.2.c. Les antibiotiques

Le disque d’antibiotique utilis¢é comme témoin positif pour toutes les bactéries est la

Gentamicine, ce dernier provient du fabriquant Bio-Rad (France) avec 10ug de charge.

Quant aux champignons le disque d’antifongique utilisé est le Clotrimazole provenant du

fabriquant Bio-Rad (France) chargé de 50ug.
111.1.2.d. Les produits chimiques
Les produits chimiques et les solvants proviennent de Sigma-Aldrich et Fluka
111.2. Méthodes expérimentales
111.2.1. Extraction des huiles essentielles

Le matériel végétal est soumis a une hydrodistillation au moyen d’un dispositif
d’extraction type Clevenger (Figure 9). Cette technique se base sur le pouvoir que posséde la
vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles. L opération consiste a introduire 100 g de
masse végétale dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau

distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’ébullition. Le
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mélange est port¢ a ¢ébullition a I’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura
lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli
auparavant d’eau distillée. L huile essentielle de faible densité par rapport a 1’eau, surnage a
la surface de cette derniére. L’huile ainsi obtenue est récupérée et conservée dans des flacons
opaques bien scellés a température basse (4-5°C). L’opération d’extraction dure trois heures a
partir du début d’ébullition.

Figure 9 : Appareil de distillation type Clevenger

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids
de la plante sec a traiter (AFNOR, 1986). Le rendement exprimé en pourcentage est calculé

par la formule suivante :
R=Pg /Pxx100
Ou R : rendement de I’huile essentielle en %
Pg: poids de I’huile en g

Pa: poids de la plante sec en g
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111.2.2. Analyse des huiles essentielles

La séparation et 1’identification des constituants des huiles essentielles ont été réalisées par
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 gaz chromatographe Agilent (mod¢le
6890N) équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) couplé a un détecteur sélectif de
masse Agilent 5975 GC-MSD systeme qui fonctionne en mode impact d’électron (EI) a 70
eVv.

Le gaz chromatographe est équipé d’une colonne capillaire Innowax FSC (60 metres de
longueur par 0.25 mm de diamétre et d’une épaisseur de 0.25um). Le gaz vecteur est I’hélium
avec un flux de 0.8ml/min; la température du four est maintenue & 60 C° pendant 10min et
programmée a 220C° a raison de 4C°/min pendant 10min puis maintenue fixé a 240C° a
1C°/min. La température de I’injecteur (mode split, ratio 40:1) est de 250C°. La température

du détecteur a ionisation de flamme (FID) a été fixee a 300C.

Une auto-injection simultanée a été effectuée en duplicata dans la méme colonne en
appliquant les mémes conditions opérationnelles. Les pourcentages des composés separés ont

été calculés a partir des chromatogrammes FID.

Les constituants des huiles essentielles sont identifiés par comparaison de leurs spectres de
masse et de leurs indices de rétention (IR) a une série de n-alcanes et avec ceux des
substances pures enregistrées dans la littérature ainsi qu’a partir des bases de données Wiley,
Adams et MassFinder 3. La Bibliothéque Baser des constituants d'huiles essenticlles a été

aussi utilisée pour I’identification des composés.
I11.2.3. Etude de ’activité antimicrobienne in vitro des huiles essentielles

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de D. aristidis et d’A. santolinoides est

réalisée par la technique du contact direct.
111.2.3.1. Technique par contact direct

La méthode de diffusion en milieu gélosé ainsi appelée permet de prévoir avec certitude
I’efficacité in vitro de I’huile essentielle, il s’agit en fait d’une appréciation qualitative de
I’activité. L’aspect quantitatif sera ensuite estimé par la détermination de la concentration

minimale inhibitrice (CMI).
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111.2.3.1.a. Méthode de diffusion

L’étude est réalisée par la méthode de diffusion, qui est initialement concue pour les
antibiotiques (antibiogramme), mais en substituant les disques d’antibiotiques par d’autres
imprégnés par de I’huile essentielle (aromatogramme). Inspiré d’une vieille méthode de
Shroeder et Messing datant de 1949, I’aromatogramme consiste a déposer des disques de
papiers chromatographiques de 6 mm de diametre , préalablement stérilisés a la surface de la
gélose ensemencée apres avoir été chargé de 10 ul d’huile essentielle diluée dans du DMSO
(dimethylsulfoxide) a 1/2, 1/5 et 1/10 (v/v). D’autres disques, chargés de 10 pl de DMSO sont
utilisés comme témoins négatifs en plus du disque de 1’antibiotique comme témoin positif.
Les géloses sont préparées au préalable dans des boites de Pétri de 9cm de diametre,
I’épaisseur de la gélose est de 4mm. L’ensemencement des milieux se fait par écouvillonnage
selon les recommandations de I’OMS (Rahal, 2005). Afin de garantir des conditions
expérimentales comparables, chaque trois dépot d’huile essentielle de concentration similaire
ont été placés dans la méme boite, le test est répété deux fois pour avoir des résultats fiables.

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, le diamétre d’inhibition est mesuré (Figure 10).

En ce qui concerne les champignons, des suspensions 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. L’incubation des champignons se fait a une température de

28°C pendant 7jours.

La sensibilit¢ d’un germe est nulle pour un diametre inférieur ou égale a 8 mm. La
sensibilité est limitée pour un diametre compris entre 8 et 14 mm. Elle est moyenne pour un
diamétre entre 14 et 20 mm. Pour un diamétre supérieur ou égale a 20 mm le germe est tres
sensible (Duraffourd et al., 1990).
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Culture d’une souche bactérienne

24 heures

Préparation d’une suspension bactérienne
dans de I’eau physiologique équivalente

a 108 CFU/ml

-15min

Ensemencement du milieu Mueller

Hinton a ’aide d’un écouvillon

Disposition des disques imbibés de 10ul
Des différentes dilutions de I’huile
essentielle (1/2, 1/5 et 1/10 v/v)

(3 disques/boite)

24 heures

a37°C

Mesure du halo d’inhibition en mm

Figure 10 : Etapes de réalisation du test de 1’activité antibactérienne

111.2.3.1.b. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice est la plus faible concentration en huile essentielle

capable d’inhiber la croissance bactérienne.
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*- Technique de micro dilution en milieu liquide

La technique utilisée est la méthode de Bassole et al. (2003). Les huiles essentielles a

tester sont dissoutes dans des micro-tubes stériles contenant du DMSO. Des séries de
dilutions de %2 sont faites dans des microplaques de 96 puits. 50ul de chaque dilution sont

transférés dans les puits de la microplaque, qui contiennent chacun 150l de bouillon nutritif

(BN) inoculé avec 10° UFC/mI de cultures jeunes de bactéries.

La derniére ligne contenant seulement les dilutions en séries de 1’échantillon sans micro-
organismes est utilisée comme témoin négatif. De ’eau distillée stérile et du milieu
ensemencé servent de témoin positif. Apres 18 heures d’incubation a 37°C, la CMI de I’huile
essentielle est déterminée a partir du premier puits de la gamme dépourvu de croissance

bactérienne.

I11.2.4. Test de I’activité antioxydante

Afin d’évaluer Dl’activité antioxydante des huiles essenticlles de D. aristidis et d’A.
santolinoides deux tests ont été utilisé: le test de piégeage des radicaux libres a 1’aide du

DPPH (2,2- diphenyl -1- picrylhydrazyl) et le test de blanchiment du B-carotene.

111.2.4.1. Le test de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur diaprait
rapidement lorsque le DPPH (2,2- diphenyl -1- picrylhydrazyl) est réduit en diphényle picryl
hydrazine (Figure 11) par un composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une
décoloration (Sanchez-Moreno, 2002). L’intensité de la couleur est représentative de la
capacité des composés de I’huile essentielle a piéger ces radicaux libres indépendamment de
toute activité enzymatique. Ce test nous permet donc d’obtenir des informations sur le

pouvoir anti radicalaire direct de notre huile essentielle.
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Figure 11 : Forme libre et réduite du DPPH (Pyrzynska et Pekal, 2013).

La méthode utilisée pour 1’évaluation de ’effet scavenger des huiles essentielles de D.
aristidis et d’A. santolinoides contre le radical DPPH est celle de Giilltice et al. (2010). 50 pl
de I’huile essentielle (différentes dilutions) sont additionnées a 1250ul d’une solution de
DPPH (0.004%) préparé dans le méthanol. Le mélange réactionnel a été secoué
immédiatement, puis maintenu a 1’obscurité pendant 30min a une température ambiante pour
que la réaction s’accomplisse. L’absorbance du milieu réactionnel a été mesuré a 517 nm

contre un blanc. Le contrdle négatif est constitué du mélange méthanolique du DPPH.

Egalement, le méme test a été réalisé mais cette fois ci avec un antioxydant de référence le

BHT (hydroxytoluéne butylé). Tous les tests sont réalisés en triplet.

Les mesures de ’absorbance du DPPH des différentes substances antioxydantes (HE et
BHT) permettent de déterminer le pourcentage d’inhibition PI en appliquant la formule

suivante :

Pl (%) = (ABS control - ABS test) x 100/ ABS control.

Ou : ABS control: absorbance du radical seul (controle).

ABS test: absorbance de 1’échantillon
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I11.2.4.2. Le test de blanchiment du B-carotene/acide linoléique

L’activité antioxydante des huiles de D. aristidis et d’A. santolinoides est mesurée selon la
méthode de Tepe et al (2005). L’oxydation de 1’acide linoléique génére des radicaux
peroxydes, ces radicaux libres vont par la suite oxyder le B-caroténe entrainant ainsi la
disparition de sa couleur rouge, qui est suivie par spectrométrie a 470 nm. Cependant la
présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linol¢ique
et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement de B-caroténe. Dans ce test la capacité
antioxydante est déterminée en mesurant 1’inhibition de la décoloration du B-caroténe par les
produits d’oxydation de I’acide linoléique.

La méthode décrite par Krishnaiah et al. (2010) a été employée. Une émulsion pB-
carotene/acide linoléique préparée par solubilisation de 0.5 mg de B-carotene dans 1 ml de
chloroforme, a été¢ additionnée de 25 pul de I’acide linoléique et 200 mg de tween 40. Apres
¢vaporation compléte du chloroforme au rotavapeur, 100 ml d’eau saturée en oxygéne sont
ajoutés. L’émulsion résultante est vigoureusement agitée. Quatre mille microlitres de ce
mélange ont été transférés dans différents tubes a essai contenant différentes concentrations
(350ul) de I'échantillon dans de I'éthanol. Dés que I'émulsion a €té ajoutée a chaque tube, le
temps zéro absorbance a été mesuré a 470 nm, a I'aide d'un spectrophotometre.

L'émulsion est incubée pendant 2 heures a 50°C. Deux tubes contrdles ont été aussi préparés
avec la méme procédure: I’'un contenant un antioxydant de référence BHT (témoin positif) et
I’autre sans antioxydant (témoin négatif) ou 1’échantillon est remplacé par 350 ul d’éthanol.
L'activité antioxydante des huiles essentielles a été évaluée en termes de blanchiment du B-

caroténe en utilisant la formule suivante:

Inhibition (%) = [(At — Ct)] / [(CO- Ct)] x 100 (Bettaieb et al,. 2011).

Ou:
A:: I’absorbance de I’échantillon apres incubation pendant 120 minutes.

C;: l'absorbance du contréle apres incubation pendant 120 minutes

Co: I'absorbance du contrdle au temps zéro.
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111.2.5. Activité anticholinestérase
Les activités inhibitrices de I’acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase

(BChE) ont été mesurées en utilisant la méthode spectrophotométrique d’Ellman et ses
collaborateurs. Cette derniére est basée sur le clivage de 1’acétylthiocholine par I’ AChE ; cette
réaction produit alors de la thiocholine qui réagit a son tour, via ses groupements thiols -SH-,
avec I’acide 5,5'-dithiobis[2-nitrobenzoique] (DTNB) pour former un anion de couleur jaune
dont I’intensité est fonction de 1’activité de I’acétylcholinestérase (Ellman et al., 1961)
(Figure 12).

(@] CH O
/U\ A~ 3 AChE HC SH )J\
HsGC™ 787 >—N-CH, N c/\\/\/ 5 G -
CHg3; H; CH, 3
1 Acetylthiocholine (ATCI) Thiocholine Acetic acid
HOOC COOH
ol e
1 DTNB
HOOC I COOH
o;n—@s\s/\/l\ + HS~C>MO2
Mixed disulphide Yellow 5-thio 2- nitrobenzoicacid (TNB)

Figure 12 : Les mécanismes chimiques de la méthode d’Ellman (Ali-Shtayeh et al., 2014).

Dans ce procédeé, 140 uL de tampon phosphate de sodium (pH 8.0), 20 uL. de DTNB, 20
uL de I’huile a différentes concentration et 20 uL de la solution AChE / BChE ont été ajoutés
par pipette automatique multicanaux dans une microplaque a 96 puits et incubé pendant 15
min a 25°C. La réaction a ensuite été initiée avec l'addition de 10 ul de chlorure d'iodure
d'acétylthiocholine / butyrythiocholine. L'hydrolyse du chlorure d'iodure d'acétylthiocholine /
butyrythiocholine a été surveillée par la formation de I'anion jaune 5-thio-2-nitrobenzoate
résultant de la réaction du DTNB avec des thiocholines, catalysées par thiocholine, libérée par
I’hydrolyse enzymatique de I’iodure d’acétylthiocholine ou de chlorure de butyrylthiocholine.
L’absorbance a été mesurée a I’aide d’un lecteur de microplaques a 96 puits a une longueur

d’onde de 412 nm.
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Le pourcentage d’inhibition des enzymes AChE ou BChE a été déterminé par comparaison
de la réaction de I’échantillon comportant I’huile par rapport a I’échantillon a blanc (éthanol

dans du tampon phosphate (pH = 8)) a I’aide de la formule suivante:

| (%) = (E — S)/E x 100

E : Pactivité de I’enzyme sans huile

S : ’activité de I’enzyme en présence d'huile

Les expériences ont été réalisées en triplicata, en utilisant comme composé de référence la

galantamine.

111.2.6. Activité insecticide
111.2.6.1. Matériel animal

Tribolium confusum (Duval) (tenebrionidae) (Figure 13) est un coléoptére d’origine Indo-
Australienne (Smith et Whitman, 1992) et est trouvé dans des secteurs tempérés, mais
survivra I'hiver dans les endroits protégés, particulierement ou il y a de la chaleur centrale
(Tripathi et al., 2001).

Bien que ces petits coléoptéres, mesurent environ 1/8 de pouce de long, les adultes ont une
longue vie et peuvent vivre pendant plus de trois ans (Walter, 1990). Le Tribolium peut se
reproduire tout au long de I'année dans des zones chaudes. Son cycle de vie prend de 40 a 90
jours, et I'adulte peut vivre pendant trois ans a une température situant entre 32°C et 35°C, son
développement s'arréte au-dessous de 22°C. Cependant, il résiste aux basses hygrométries. Le
Tribolium confusum (Duv.) a une longue association avec I'alimentation humaine stockée et a
été trouvé en association avec un large éventail de produits de base dont les céréales, farine,
pois, haricots, cacao, noix, fruits secs et épices, mais les produits de céréales moulues, comme

la farine semble étre leur aliment préféré (Campbell et Runnion, 2003).
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Figure 13 : Un adulte de Tribolium confusum (Duval) (Baldwin et Fasulo, 2014)

I11.2.6.1.a. Récolte et élevage de I’insecte

e Récolte

Les échantillons du son de mais contaminés d'insectes ont été prélevés a partir de la
COOPSEL (Coopérative agricole des services spécialisés en élevages) de Ras el ma (Sétif)
durant la période de mai et juin 2015 puis ’insecte (Tribolium confusum) a été identifié par
Pr. Bounechada (Professeur a I’université Ferhat Abbas, Sétif).

e Elevage

Les adultes de Tribolium confusum sont placés dans des bocaux en verre contenant 250g de
son de mais puis mis dans une étuve réglée a une température de 30°C et une humidité relative
de 70 %.

111.2.6.2. Le test de toxicité par contact des huiles essentielles sur papier filtre

Quatre solutions de chacune des HEs (3, 6, 12, 25 pl/ml d’acétone) ont été préparées en
diluant des quantités connues d’huile dans I’acétone. Un millilitre de chaque solution a été
répandu uniformément sur un disque de papier filtre de 9 cm de diamétre (63.58 cm? de
surface) a I’aide d’une micropipette. Apres €vaporation complete du solvant de dilution,
chaque disque traité (c'est-a-dire & 0.047, 0.094, 0.18, 0.39 ul/cm?) ou témoin (solvant seul) a
été minutieusement placé dans une boite de Pétri de méme dimension.

Trois répétitions ont été effectuées pour chaque huile essentielle. Un lot de 10 insectes
adultes a été introduit dans chaque boite de Pétri qui a été aussitot fermée (Tapondjou et al.,
2003).

Le nombre d’insectes morts a été comptabilisé aprés 24 heures et le taux de mortalité dans
les boites traitées a été calculé en utilisant la formule d’Abbott de correction par le résultat du

témoin non traité :
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Mc = (Mo-M,/100-M) x100

Mc : la mortalité corrigée
Mo : la mortalité dans les boites traitées

M : la mortalité naturelle observée dans les boites témoins

Les valeurs de DL50 ont été calculées pour la toxicité des HEs sur papier filtre. Ainsi les
pourcentages de mortalité ont été transformés en unités probits et les valeurs obtenues ont été
corrélées avec le logarithme des doses afin d’obtenir la dose 1étale pour 50% de la population

d’insectes pour chaque matériel végétal a tester (Tapondjou et al., 2003). .

111.2.7. Activité anti-inflammatoire in-vitro

L’activité anti-inflammatoire in vitro a été évaluée par la méthode de dénaturation des
protéines. Le diclofenac sodique, un puissant anti-inflammatoire est utilisé comme référence.
Le mélange reéactionnel est constitué de 2ml des différentes dilutions des huiles de Daucus et
d’Achillea ou du control (eau distillée) et 2.8 ml du tampon phosphate salin (PBS, pH 6.4)
mélangé avec 0.2 ml d’albumine d’ceuf (frais), ensuite le mélange est incubé a 37° C pendant
15 minutes. La dénaturation de 1’albumine est induite en bain marie a 70°C pendant 5 min.

apres refroidissement, on mesure 1’absorbance a 660 nm (Chandra et al., 2012).

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation est calculé selon la formule suivante :

Acontrol : €st I’absorbance du control

Arest - est I’absorbance du test.

111.2.8. Analyses statistiques

Toutes les valeurs ont été, en général, exprimées en moyenne * SD et les statistiques sont

faites par Excel 2007.
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Chapitre IV
Reésultats et Discussion



1V.1. Extraction des huiles essentielles

La premiére quantification a faire est celle du rendement en huile essentielle obtenue par la
technique d’hydrodistillation. Ce rendement est calculé a partir du poids de I’huile essentielle

par rapport au poids sec de la masse végétale utilisée dans 1’hydrodistillation, soit :

Rdt = Mhe / Mvg x 100

Ou : Rdt : rendement en HE (en%)
Mhe : masse de I’huile essentielle

Mvg : masse végeétale sec

La figure 14 ci-dessous résume les rendements en huiles essentielles des différentes parties de
Daucus aristidis (Ammiopsis aristidis).
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0,26

Rendement %

Figure 14: Rendement en huile essentielle des différentes parties de D. aristidis de Ghoufi et

Bousaada

Comme aucun travail n’a été fait sur 1’espéce A. aristidis (Coss.) ni sur le genre

Ammiopsis. On a préféré utilisé son synonyme D. aristidis (Coss.) pour discuter les résultats.

Ces rendements peuvent étre considérés comme faibles comparativement a celui obtenu a

partir des fruits de Daucus glaber Forssk (Mansour et al., 2004) qui est de 4% (v/w) et de
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celui obtenu par Ksouri et al. (2015) a partir des graines et des feuilles de Daucus carota ssp.
carota qui est entre (3% et 2.1%) respectivement. De méme, Saad et al. (1995) ont aussi
trouvé un rendement de 2.63% a partir des fruits de Daucus carota ssp. maximus. Aussi, les
huiles de Daucus carota subsp. carota et Daucus carota subsp. gummifer ont des rendements
entre 1.52% et 1.64% respectivement (Meliani et al., 2013) proche de celui trouvé par
Acimovic et al. (2016) qui est de 1.67% obtenue a partir de I’huile essentielle des graines de
Daucus carota ssp. carota. D’autre part, des études menées par Khalil et al. (2015) sur I’huile
des fruits de Daucus carota et par Flamini et al. (2007) sur I’huile des fruits de Daucus
Gingidium ssp. gingidium ont trouveé des rendements proche des valeurs de rendement des
huiles testées entre 1% et 1.21% respectivement. De méme, ’huile des feuilles de D. glaber
(Mansour et al., 2004) et I’huile des ombelles murs de D. carota subsp. halophilus (Tavares
et al., 2008) ont des rendements entre 0.67% et 0.6% respectivement. Cependant, les valeurs
des rendements de nos huiles testées sont supérieures a celui trouvé par Flamini et al. (2007)
obtenue a partir des feuilles de Daucus gingidium L.subsp gingidium qui est de 1’ordre de
0.04% et a ceux trouvé par Zaibet et al. (2015) a partir des huiles de Daucus aureus récoltée
de différentes régions de I’Est algérien qui se situent entre 0.13% et 0.16%. Ces dernieres
valeurs sont proches de la valeur du rendement de I’huile des fleurs de D. aristidis testée
puisque c’est le plus faible. Il est a signaler que I’ensemble de ces huiles essentielles ont été

obtenues par hydrodistillation dans un Clevenger.

Les rendements en huile essenticlle des différentes parties d’Achillea santolinoides sont

résumés dans la figure 15 :
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Figure 15 : Rendement en huile essentielle des différentes parties d’A. santolinoides

46



Les valeurs de rendement des huiles d’A. santolinoides sont supérieures a celle obtenue par
Sanz et al. (1985) pour la partie aérienne de la méme plante originaire de I’Espagne qui est de
0.17%. Elles sont aussi supérieures au rendement obtenu par Fahed et al. (2016) pour A.
santolinoides subsp. wilhelmsii qui est de 0.58%. De méme, les rendements en huile
essentielle d’A. millefolium originaire d’Iran (Yousefzadeh et Zeinivand , 2013) et de I’Italie
(Falconieri et al., 2011) ont été évalué a 0.56% - 0.9% respectivement. D’autre part, 1’étude
de Farhang Sardrodi et al. (2017) sur A. aucheri a donné une valeur de 0.95% qui est proche
de celle trouvé par Bozin et al. (2008) qui est de 0.98% obtenue a partir de 1’huile d’A.
pannonica.

Ces différences sont dues a plusieurs facteurs: l’origine géographique, les facteurs
écologiques notamment climatiques (la température et I’humidité), 1’espece végétal elle-
méme, [’organe végétal, le stade de la croissance, la période de cueillette, la conservation du
matériel végétal et la méthode d’extraction (Granger et al., 1973; Rosua et Granados, 1987;
Fournier et al., 1989; Haeckel et Omar, 1993; khajeh et al., 2005; Viljoen et al., 2006;
Sefidkon et al., 2007).

La lumiére stimule aussi la production des huiles essentielles. Des études sur Mentha
piperita L. ont montré que 1’obscurité a diminué le rendement en huiles volatiles de 1.43 % a
1.09 %. De méme, le pourcentage du menthol dans I’huile essentielle est diminué de 61.8 % a
57.5 %. L’irrigation a un effet positif sur la croissance végétative. Il est démontré que
I’insuffisance ou I’exces d’eau a un effet négatif sur le rendement en huiles essentielles. Le
pourcentage de I’huile volatile est passé de 1.4 % (pendant la période des jours longs) a 0.7 %

(pendant la période des jours courts) (EI-Zakhem, 2003).

La teneur en huiles essentielles dépend aussi du moment de la récolte. Les sommités
fleuries et les feuilles doivent étre récoltées avant la floraison, car selon Salle et Pelletier
(1991), apres la floraison, 70% des huiles essentielles s’évaporent dans I’air. Par contre, la

plante entiere est généralement récoltée pendant la floraison (Flick, 1942).
IV.2. Analyse chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles des différentes parties de D. aristidis de Ghoufi et la partie aérienne
de D. aristidis de Boussaada analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a un
spectrométre de masse (GC-MS) nous a permis d’isoler et d’identifier 61 et 32 composés,
respectivement (Tableau 2 et 3) (les figures 19-20-21-22-23). Les constituants sont
caractérises par une importante fraction hydrocarbonée [97.1% et 95.7%], respectivement,
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représentées principalement par des monoterpénes hydrocarbonés (95.8% et 94.3%), les

sesquiterpenes représentent (2.1% et 2.2%) seulement des huiles essentielles, tandis que les

tiges, les feuilles et les fleurs de D. aristidis de Ghoufi sont caractérisés par une importante

fraction oxygénée (36.6% - 24% - 24.5%), respectivement (Figure 16).
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Figure 16 : Pourcentage des différentes classes chimiques des huiles de D. aristidis

Les principaux constituants de la partie aérienne, des tiges, des feuilles et des fleurs des
huiles de D. aristidis de Ghoufi ont été établis comme a-pinéne (74,1% - 43,5% - 53,5% -
55,5%) et B-pinéne (11,9% - 7,5% - 7,8% - 8,1%), en plus, les huiles des tiges et des feuilles

ont un autre composant majeur qui est le trans-verbenol (10,6% - 6,5%), respectivement.

Alors que 1'a-pinéne (49%), le B-pinéne (19,2%), le limonéne (7,5%), le myrcene (6,7%) et le

sabinéne (4,3%) étaient les principaux constituants de I'huile de D. aristidis de Boussaada
(figure 17 et 18).
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Figure 17 : Structure des composants majoritaires des huiles de D. aristidis
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Figure 18 : Pourcentage des composants majoritaires dans les huiles de D. aristidis

Tableau 2 : Composition chimique des huiles des différentes parties d’D. aristidis de Ghoufi.

COMPpOSés IR Ghoufi (%) T F Fl
a-Pinene 1032 74.1 43.5 53.5 25'
a-Thujene 1035 - 0.1 0.1 0.1
Camphene 1076 05 0.5 0.5 0.5
Hexanal 1093 - 0.2

B-Pinene 1118 11.9 7.5 7.8 8.1
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Sabinene
Thuja-2,4(10)-diene
6-3-Carene

Myrcene
a-Terpinene
Limonene
-Phellandrene

(2)- B-Ocimene
y-Terpinene

(E)- B-Ocimene
p-Cymene
Terpinolene
Perillene
y-Campholene aldehyde
p-Cymenene
o-Copaene
a-Campholene aldehyde
Linalool
Pinocarvone

Bornyl acetate
Terpinen-4-ol
-Caryophyllene
B-Cedrene
Thuj-3-en-10-al
Myrtenal
cis-Verbenol
trans-Pinocarveol
a-Humulene
trans-Verbenol
a-Terpineol
Verbenone
Germacrene D
B-Bisabolene
Carvone
Bicyclogermacrene
d-Cadinene
(E)-a-Bisabolene
Myrtenol
trans-Carveol
Germacrene-B
p-Cymen-8-ol
p-Cymen-9-ol
Isocaryophyllene oxide
Caryophyllene oxide
Carotol

Humulene epoxide-II
Humulene epoxide-I1II

1132
1135
1159
1174
1188
1203
1218
1246
1255
1266
1280
1290
1429
1439
1452
1497
1499
1553
1586
1591
1611
1612
1613
1642
1648
1663
1670
1687
1683
1706
1725
1726
1741
1751
1755
1773
1784
1804
1845
1854
1864
1912
2001
2008
2045
2071
2081

11
0.9

0.6
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0.1

0.6
0.1
0.1
0.2
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0.3
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0.2
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0.6

0.1
0.2
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0.2
1.0
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14
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Cedrol 2143 0.1 - - 3.7

Spathulenol 2144 - 0.4 0.3 -
t-Cadinol 2187 0.1 0.2 - 0.2
epi-a-Bisabolol 2256 0.1 0.2 0.2 0.5
-Eudesmol 2257 0.1 0.3 0.2 0.3
Alismol 2264 0.1 - - -
Guaia-6,10(14)-dien-4p-ol 2269 - 0.2 0.2 0.9
Juniper camphor 2320 0.1 - - 2.0
[-Asarone 2361 tr - - 0.8
74.
Fraction hydrocarbonée 97.1% 57% 70.4% 5
%
71.
Monoterpénes hydrocarbonés 95.8% 56.5% 70% 6
%
Sesquiterpenes 2.1% 0.2% 0.2% 02/(.)9
24,
Farction oxygénée 2.6% 36.6% 24% 5
%
Total 99.7 93.6 94.4 89'

Tr:trace IR :indice de rétention T :tiges F :feuilles FI : fleurs

myrcene :3,9% — |imonene: 2,4%

sabinene:2,2%
B-pinene:11,9%

a-pinene:
74,1%

Figure 19 : Pourcentage des différents composants de 1’huile de la partie aérienne de D.
aristidis de Ghoufi.
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verbenone:

3,1%
trans-verbenol:
10,6%

trans-
pinocarveol:
4,4% a-pinene:

43,5%

myrtendl:2,

cis-verbenol
2,5%

pinocarvone:1,
5%

B-pinene: 7,5%

limonene:1,5%
a-campholene

aldehyde:2,3%

Figure 20 : Pourcentage des différents composants de I’huile des tiges de D. aristidis de
Ghoufi.

myrtenal:1,8% verbenone:2,6
trans- %

) verbenol:6,5%
pinocarvgol:2,

a-pinene:
53,5%

limonene:3,6%

B-pinene:7,8%

Figure 21 : Pourcentage des différents composants de I’huile des feuilles de D. aristidis
de Ghoufi.
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caryophyllene juniper
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trans- \ | |

verbenol:3,1%

a-
pinene:55,5%

B-pinene: 8,1%

limonene:3,1%

Figure 22: Pourcentage des différents composants de I’huile des fleurs de D. aristidis de
Ghoufi.

Tableau 3: Composition chimique de 1’huile de la partie aérienne de D. aristidis de

Boussaada.

Composés IR Bousaada (%)
a-Pinene 1032 49.0
a-Thujene 1035 0.4
Camphene 1076 1.8
B-Pinene 1118 19.2
Sabinene 1132 4.3
Thuja-2,4(10)-diene 1135 0.1
6-3-Carene 1159 0.2
Myrcene 1174 6.7
o-Terpinene 1188 0.1
Limonene 1203 7.5
B-Phellandrene 1218 3.3
(2)- B-Ocimene 1246 0.3
y-Terpinene 1255 0.4
(E)- B-Ocimene 1266 0.2
p-Cymene 1280 0.7
Terpinolene 1290 0.2
o-Campholene aldehyde 1499 0.1
Linalool 1553 0.3
Bornyl acetate 1591 0.4
Terpinen-4-ol 1611 0.9
[-Caryophyllene 1612 0.6
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Thuj-3-en10-al 1642 0.2
trans-Pinocarveol 1670 0.2
o-Humulene 1687 0.1
trans-Verbenol 1683 0.3
a-Terpineol 1706 0.3
Germacrene D 1726 0.6
Bicyclogermacrene 1755 0.1
Myrtenol 1804 0.2
Caryophyllene oxide 2008 0.2
Spathulenol 2144 0.2
epi-a-Bisabolol 2256 0.4
fraction hydrocarbonée 95.7%
Monoterpénes hydrocarbonés 94.3%
Sesquiterpenes 2.2%
Farction oxygénée 3.8%
Total 99.5

IR :indice de retention

Limonene:
7,5%

Myrcene: 6,73

Sabinene: 4

B-Pinene:
19,2%

B-
Phellandrene:
3,3%

I

a-Pinene: 49%

Camphene:1,8
%

Figure 23 : Pourcentage des différents composants de 1’huile de la partie aérienne de D.

L'analyse chimique des huiles essentielles de D. aristidis de Ghoufi et de Boussaada
montre que l'a-pinene est le constituant principal de la plupart des huiles essentielles des
especes du méme genre. En effet, ’analyse chimique de I’huile essentielle de Daucus carota

ssp carota de la Pologne a montré que la majeure proportion de cette huile est représentée par

aristidis de Bousaada.
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I’a-pinéne avec un pourcentage de 41% (Staniszewska et Kula., 2001). De méme les
constituants majoritaires de I’huile des fleurs de Daucus carota ssp. carota du Maroc sont :
I’o-pinéne (22.25%), le B-asarone (15.13%), le sabinéne (12.46%) et 1’a-himachaléne
(10.14%) (Elhourri et al., 2014), ce dernier composant est totalement absent dans les deux
huiles de D. aristidis tandis que le f-asarone a été trouvée dans les fleurs de I'huile D. aristidis
de Ghoufi (0,8%). En outre, I'huile essentielle de la partie aérienne de Daucus reboudii
originaire d’El-kala (Algérie) contient de I'a-pinene (39,7%) suivi du sabinene (21,2%) en tant
que constituants majoritaires (Djarri et al., 2006). Néanmoins, 1’étude de Smaili et al. (2011)
sur I'huile essentielle des feuilles et des fruits de D. sahariensis a revélé la présence d'une
quantité significative de myristicine (34,3% et 43,9%, respectivement) celui-ci est totalement
absent dans I’huile de D. aristidis. L’a-pinéne est aussi présent dans I’huile de Daucus
sahariensis mais avec des quantités moindres (5.4%-13.1%). De méme, 1’étude comparative
des huiles essentielles de Daucus guttatus ssp zahariadii et Daucus carota sauvage du Balkan
réalisée par Radilovic et al. (2011) a montré que I’huile de Daucus guttatus ssp zahariadii
possede comme constituants majoritaires : 1’apiole (43.3%), et le B-bisabolene (34.2%) (Ce
dernier composant était présent dans les huiles des fleurs de D. aristidis de Ghoufi avec une
petite quantité de 1,3%) et I’a-pinéne en quantité minoritaire (0.3%) cependant 1’huile des
parties aériennes de Daucus carota sauvage contient 29.3% de l’a-pinéne qui est son
composant majeur, d’autre part, dans cette méme étude ; I’analyse chimique de 1’huile
essentielle des graines de Daucus carota sauvage a prouvée la présence d’un constituant
principal I’acétate de géranyl (53.2%) qui est totalement absent dans I’huile testée et d’un
constituant mineur 1’a-pinéne 3.3%. Selon Meliani et al. (2013), les huiles de la partie
aérienne de Daucus carota susp. carota et de Daucus carota susp. gummifer de 1’ Algérie sont
aussi caractérisées par la présence de I’a-pinene (26%-34.1%), le sabinene (1.5%-14%), le
limonene (0.5%-13%) et le B-pinene (0.6%-11.2%) ce dernier composant, le B- pinéne, est
I’un des composants majoritaires de I’huile de D. aristidis qui est aussi présent dans la plupart
des huiles du genre Daucus mais avec des proportions variables. Maxia et al. (2009) signalent
que I’huile essentielle des fleurs et des ombelles avec graines de D. carota subsp. carota du
Portugal présentent : I’acétate de geranyl (5.2%-65%) et 1’a-pinéne (3.5%-37.9%) comme
composants majoritaires et le B- pinene (3.5%-2.3%) comme constituant minoritaire. De
méme, I’huile de la partie aérienne de Daucus muricatus contient 18.9% du sabinéne, 16.7%
de I’a-pinene et 14.2% du limonene qui sont ses constituants majoritaires et une quantité
minoritaire de 2.5% du B- pinene (Bendiabdellah et al., 2012). En outre, I’analyse de I’huile

essentielle des graines de D. carota ssp. carota a démontré la présence du sabinene (40.9%),
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de I’a-pinéne (30.1%), du B-bisaboléne (6.2%), du B- pinene (5.7%) et du trans-caryophyllene
(5.3%) comme composants majeurs (Acimovic et al., 2016) Ce dernier constituant est
totalement absent dans les huiles testées. Selon Ksouri et al. (2015), I’huile des feuilles de
Daucus carota ssp. carota contient les constituants majoritaires suivants: 1’a-
pinene (27.44%), le sabinene (25.34%) et le germacrene D (16.33%) qui est présent dans
I’huile de la partie aérienne de D. aristidis de Ghoufi et celle de Boussadda en petite quantité
(0.4% et 0.6%), respectivement.

Il est a signaler que les proportions de I’a-pinéne et du B-pinéne trouvées dans 1’huile de D.
aristidis de Ghoufi et Bousaada sont les plus élevées en comparaison avec les valeurs

trouvées dans les huiles du genre Daucus reporté dans la littérature.

S’agissant du trans-verbenol qui est parmi les composants majoritaires des tiges et des
feuilles de D. aristidis (10.6% et 6.5%), il n’existe qu’en faible quantité dans 1’huile des
graines de Daucus carota ssp carota de 1’ Algérie (0.12%) (Ksouri et al., 2015) et dans I’huile
des graines de Daucus carota originaire de la Turquie (0.08%) (Ozcan et Chalchat, 2007).
De méme, les huiles de Daucus aureus de Constantine et d’Oum Elbouaghi (Algérie) ne

contiennent que (0.2% et 0.8%) du trans-verbenol, respectivement (Zaibet, 2016).

Outre les constituants majoritaires 1’a-pinéne et le B-pinéne présents dans 1’huile de D.
aristidis originaire de Ghoufi et de Bousaada cette derni¢re huile posséde aussi d’autres
constituants majoritaires qui sont le limonéne (7.5%), le myrcene (6.7%) et le sabinéne
(4.3%). Verma et al. (2014) ont constaté la présence de ses composants majeurs dans 1’huile
essentielle de Daucus carota subsp sativus: le limonene (4.4%-12.7%), le sabinene (0.2%-
5.3%), le myrcene ( 6.4%-14.1%), 1’a-pinene (21.2%-41.2%) et le carotol (10.2%-58.5%).
cependant, le carotol n'était présent qu’en petite quantité (0,1%, 0,5% et 0,1%) dans les fleurs,
les feuilles et les parties aériennes des huiles de D. aristidis de Ghoufi mais totalement absent
dans I'nuile de Bousaada. De méme, le carotol et le sabinéne sont les constituants majors de
I’huile des fruits de Daucus carota originaire du nord de la Serbie avec des proportions de
20.3% et 18.7%, respectivement (Glisic et al., 2007). Aussi, I’étude de I’huile essentielle des
fruits de Daucus carota ssp. major a prouvée la présence de I’acétate de geranyl (34.2%), I’a-
pinéne (12.9%), le geraniol (6.9%), le myrcene (4.7%), ’epi a bisabolol (4.5%), le sabinéne
(3.3%) et le limonene (3%) (Flamini et al., 2014). Ce méme auteur a réalisé une étude sur
I’effet des différents stades vegétatifs sur la composition chimique de 1’huile de Daucus

sahariensis est a constaté que cette huile est constituée du myristicine (29.8%-51.7%),
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myrcene (6.7%-31.1%), a-pinéne (11.6%-14.8%) et limonéne (5.3%-11.5%) (Flamini et al.,
2013).

Nous avons étudié pour la premiere fois les huiles des différentes parties d’Achillea
santolinoides. 32 constituants (Tableau 4) ont été identifiés par GC/SM représentant (95%-
95.6%) des huiles caractérisées principalement par une importante fraction oxygénée (86.2%-
87%) (Figure 24) dont les constituants majoritaires sont: le camphre (60.8%-62%) et le 1-8
cinéole (14.1%-15.7%).

100,00% -
80,00% -
60,00% -
40,00% - B Monoterpenes
oxygenés
20,00% -
® Monoterpenes
0,00% ! ! ' hydrocarbonés
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Figure 24 : Pourcentage des différentes classes chimiques des huiles d’A. santolinoides

O

O

1-8 cinéole camphre

Figure 25 : Structure des composants majoritaires des huiles d’A. santolinoides
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Figure 26 : Pourcentage des composants majoritaires dans les huiles d’A. santolinoides

Tableau 4 : Composition chimique des huiles des différentes parties d’A. santolinoides.

Composés IR P.A (%) Fe (%) FI (%)
Tricyclene 1014 0.2 0.2 0.2
a-Pinene 1032 2.1 1.8 1.5
a-Thujene 1035 0.1 0.1 tr
Camphene 1076 3.0 2.9 2.6
B-Pinene 1118 1.0 1.0 0.9
Sabinene 1132 0.7 0.7 0.6
a-Terpinene 1188 0.2 0.2 0.2
Dehydro-1,8-cineole 1195 0.2 0.2 0.1
2-Methylbutyl isobutyrate 1203 0.1 tr 0.1
Limonene 1203 0.4 0.3 0.3
1,8-Cineole 1213 154 14.1 15.7
y-Terpinene 1255 0.4 0.5 0.5
p-Cymene 1280 0.8 0.7 0.8
Terpinolene 1290 tr 0.1 0.1
2-Methylbutyl isovalerate 1299 tr 0.1 0.1
trans-Sabinene hydrate 1474 0.2 0.2 0.2
a-Campholene aldehyde 1499 0.1 tr 0.1
Camphre 1532 60.8 62.0 61.2
Benzaldehyde 1541 0.3 0.2 0.3
cis-Sabinene hydrate 1556 0.2 0.2 0.2
trans-p-Menth-2-en-1-ol 1571 0.2 0.2 0.2
Pinocarvone 1586 0.7 0.7 0.9
Bornyl acetate 1591 1.0 1.0 0.8
Terpinen-4-ol 1611 3.1 3.0 3.3
trans-Pinocarveol 1670 0.6 0.6 0.7
d-Terpineol 1682 04 0.3 0.3
a-Terpineol 1706 14 15 13
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Borneol 1719 0.6 0.7 0.5

a-Campholene alcohol 1793 11 1.2 1.0
Myrtenol 1804 0.3 0.3 0.3
trans-Carveol 1845 - - 0.1
p-Cymen-8-ol 1864 - - 0.1
Mono hydro 8.9% 8.5% 7.7%
Mon oxy 86.3% 86.2% 87%
Total 95.6 95.0 95.2

IR : indice de rétention  tr :trace P.A :partie aérienne Fe : feuilles  FI :fleurs

terpinen- 4-ol: a-pinene: 2']camphene' 3
3,1

1,8-Cineole:
15,4

Figure 27 : Pourcentage des différents composants de 1’huile de la partie aérienne d’A.

santolinoides.

a-pinene:1,8

terpinen-4-ol:3 camphene: 2,9

Figure 28 : Pourcentage des différents composants de 1’huile des feuilles d’A.
santolinoides.
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Terpinen-4- Camphene; 2,6
ol; 3,3

Figure 29 : Pourcentage des différents composants de I’huile des fleurs d’A.

santolinoides.

L’analyse chimique des huiles essentielles des différentes parties d’A. santolinoides a
révélée la présence du camphre (60.8% - 62%) et du 1-8 cinéole (eucalyptol) (14.1% - 15.7%)
comme composants majoritaires. Effectivement, Le camphre constitue 90% de I’huile
essentielle de la méme espece originaire de I’Espagne mais le 1-8 cinéole constitue moins de
3% seulement (Sanz et al., 1985). Selon I’étude de Mohammadhosseini et al. (2017), les
constituants les plus abondants dans la plupart des espéces endémiques du genre Achillea sont
le camphre et le 1-8 cinéole. Ces résultats ont été confirmé par I’étude de HUsnU et Baser
(2016) sur 19 especes du genre Achillea de la Turquie qui a montré la présence du camphre et
du 1-8 cinéole comme constituants majeurs. Ces derniers ont été aussi trouvé dans les huiles
de 11 especes d’Achillea originaire de la Turquie (Turkmenoglu et al., 2015). Cependant, les
valeurs de ces deux composants obtenues par plusieurs auteurs sont différentes d’une espece a
une autre du méme genre variant de (5.65%-13.18%) pour le camphre qui est tres faible par
rapport aux valeurs trouvées dans notre étude (60.8%-62%), et de (4.98% -40.40%) pour le 1-
8 cinéole (Chatzopoulou et al., 1992; Bozin et al., 2008; Trendafilova et al., 2010;
Dastjerdi et Mazoji, 2015 et Farhang Sardrodi et al., 2017). D’autre part, 1’analyse
chimique de I’huile essentielle d’Achillea fragrantissima et des différentes parties d’Achillea
santolina a révélé la présence de 1-8 cinéole comme constituant mineur a un pourcentage de
(1.84%) et (3%-0.69%), respectivement, ainsi que la présence du camphre avec une faible
quantité (3.03%-3.76%) dans les huiles d’A. santolina seulement (El-Shazly et al., 2004). En
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fait, le camphre est aussi complétement absent dans 1’huile d’Achillea millefolium de 1’Inde en
présence du 1-8 cinéole comme constituant majoritaire (Nadim et al., 2011), aussi, 1’huile de
cette méme espéce d’Iran ne contient pas le camphre alors que le 1-8 cinéole est présent en
tant que composant majeur (Yousefzadeh et Zeinivand, 2013). En revanche, I’huile des
différentes parties d’Achillea wilhelmsii contient entre (27.99%-34.49%) du camphre
cependant le 1-8 cinéole se trouve en faible quantité (1.69%-3.32%) (Shahraki et Ravendeh,
2012).

La composition des HEs sont sujettes a plusieurs facteurs de variabilité, facteurs externes
et internes a la plante. Pour une espéce donnée la proportion des différents constituants d’une
HE peut varier suivant les conditions de stockage, la température, 1’humidité relative et la
durée totale de I’insolation (Bruneton, 1999). Les stress biotiques et abiotiques exercent une
influence considérable sur la production de plusieurs métabolites secondaires des plantes
(Jaleel et al., 2008).

IV.3. Activité antimicrobienne
*D. aristidis
a. Méthode de diffusion sur gélose

L’activit¢ antimicrobienne des HEs des différentes parties de D. aristidis de Ghoufi
évaluée par la méthode de diffusion, a permis de révéler une activité limitée sur la croissance
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec des diamétres d’inhibition entre (9.5 et 11.5
mm) de méme pour leur activité vis-a-vis la souche Escherichia coli ATCC 25922 mais avec
des diameétres moindre entre (8.5 et 10mm). Toutefois Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
et Bacillus cereus ATCC 10876 se sont montrées résistantes a 1’encontre de toutes les
dilutions testées. Ces huiles ont présenté une activité nulle sur les champignons testés
(Aspergillus niger 2CA936 et Fusarium oxysporum) et avec les différentes dilutions. Les
diametres des halos d’inhibition sont faibles par rapport a ceux enregistrés avec les
antibiotiques : la Gentamicine et I’Itraconazole (Tableau 6), et montrent que le pouvoir
antimicrobien est inversement proportionnel a la dilution, c’est-a-dire 1’effet diminue avec

I’augmentation de la dilution de 1’huile essentielle.

La sensibilité des micro-organismes testés a ’encontre de D. aristidis est représentée dans

le tableau 5 et la figure 30
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Tableau 5 : La sensibilité des micro-organismes a I’encontre de D. aristidis

planes Diamétre d'inhibition en mm

D.aristidi PA (Ghoufi) — Darisidis T(Ghoufi) | D.arisidis Fe (Ghoufi) | D.aristcis Pl (Ghoufi)
Microorganismes dilutions

(T T o S (T O 1/ N AT Vi
Ecol ATCC2922 (7206 9206 | 10£03 |60 | 75:03 83403 (740 | 803 9503 |6.5¢0 | 7403 |8.3:04
Soawrens ATCC25923 16005 803 95405 908 [ 1003 | 10.506| 95203 | 10405 | 115406 | 8008 | 83202 | 9406
P.aeruginosa ATCC | 600 1600 | 6200|600 |600 600 600 6400 (600 600 |00 | 600
17853
B ooreus ATCC 10876 (600 6500 600 6200 6500 |6200 | 6200 [6200 600 [600 | 600 |60
A, niger 2CAY30 600 600 | 6200 600 600 (600 600 [6:00 6200 6400 600 |60
F. oxysporun 600 600 | 600 600 [6:00 (600 (600 [6:00 6200 6400 600 |6200

14

M D aristidis PA
W D aristidis T
D aristidis FE

M D aristidis FL

Figure 30: La sensibilité des micro-organismes a I’encontre de D. aristidis a la dilution 1/2.
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Tableau 6: Activité antibactérienne des antibiotiques standards exprimée par le diameétre

d’inhibition en millimétre

microorganismes Gentamicine (10uQ) Clotrimazole (50ug)
E..coli ATCC 25922 25 -
S.-aureus ATCC 25923 24 -

P. aeruginosa ATCC 27853 | 24 -

B. cereus ATCC 10876 18 -
A. niger 2CA936 - 15
F. oxysporum - 22

D’apres la bibliographie disponible, il n’existe pas de travaux déja réalisés sur I’activité
antimicrobienne de 1’huile essentielle de D. aristidis. Pour cela, les résultats de cette étude ont

été comparés a ceux obtenus pour les autres espéces de Daucus et d’autres espéces.

Selon Duraffourd et al., (1990), la sensibilit¢ d’un germe est nulle pour un diamétre
inférieur ou égale a 8 mm. La sensibilité est limitée pour un diameétre compris entre 8 et 14
mm. Elle est moyenne pour un diameétre entre 14 et 20 mm. Pour un diamétre supérieur ou
égal @ 20 mm le germe est tres sensible. En se référant a ces données, la sensibilité de S.
aureus vis-a-vis les huiles de D. aristidis est limitée avec des diametres entre 9.5-11.5 mm a
la dilution 1/2. Ce résultat est en accord avec celui trouvé par Meliani et al. (2013) en
utilisant les huiles de la partie aérienne et de la racine de D. aureus. De méme, Bendiabdellah
(2014) a trouvé les mémes résultats en testant 1’effet antibactérien des huiles de D. crinitus, D.
muricatus et D. carota ssp. hispanicus. L’huile de D. gracillis a aussi donnée un résultat
proche de 13mm (Elkolli, 2016). Cependant, Les huiles de D. aureus originaire de
(Constantine, Oum Elbouaghi et Sétif) testées par Zaibet (2016) vis-a-vis S. aureus ont donné
des diamétres d’inhibition plus grands allant de 8 jusqu'a 26 mm. Selon Laouer et al. (2008),
I’huile d’Ammoides atlantica est tres active avec un diamétre de 40mm. Cette efficacité est
aussi révélée par I’essence des parties aériennes d’Ammi visnaga a la concentration de
128mg/ml (Khalfallah et al., 2011). En utilisant cette méme concentration, 1’huile
d’Athamanta sicula s’est montrée active avec un diameétre de 18mm (Labed et al., 2012). En

effet, Youcefzadi et al. (2011) ont rapporté la capacité inhibitrice de ’huile des fruits de
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Dorema ammoniacum. Toutefois, Askari et al. (2010), ont signalé la résistance de S. aureus

vis-a-vis de I’huile de Pimpinella barbata.

D’autre part, .E. coli semble étre moins sensible aux huiles de D. aristidis avec des
diamétres de (8-10 mm). Des diametres proches ont été trouvés par Bendiabdellah (2014) en
étudiant les huiles de D. crinitus et D. muricatus. De méme, Zaibet (2016) a obtenu des
valeurs entre 10 et 13mm avec I’huile de D. aureus d’Oum Elbouaghui et Sétif. Aussi I’huile
de D. crinitus a donné un diamétre de 13.5 mm a I’encontre de la souche E. coli (Elkolli,
2016). Cependant, cette bactérie s’est montré résistante vis-a-vis 1’huile des racines et de la
partie aérienne de D. aureus (Meliani et al., 2013). De méme, Askari et al. (2010) ont signalé

que I’huile de Pimpinella barbata est inactive a I’encontre d’E. coli.

L’activité biologique des HEs a une relation avec les groupes fonctionnels des composants,
leurs proportions et I’interaction entre eux (Dorman et Deans, 2000; Marino et al., 2001;
Delaquis et al., 2002). En effet, I’activité de I’huile essentielle de D. aristidis pourrait étre
attribuée a la présence de 1’a-pinéne comme composant majoritaire connu par son activité
antimicrobienne significative.

Selon Bourkhiss et al. (2007), I’effet inhibiteur de 1’huile de Tetraclinis articulata (Vahl)
du Maroc est di a la présence de I’a-pinéne (23,54 %). En effet, une étude réalisée par
Angioni et al. (2003) sur les HEs des feuilles de Juniperus oxycedrus a montré qu’elle
présente une bonne activité inhibitrice de Candida albicans et Staphylococcus aureus. Cette
huile essentielle est caractérisée par 1’abondance de I’a-pinéne (environ 86 %).

De méme, au cours de leurs travaux sur ’huile essentielle de Croton stellulifer, Martin et
al. (2000) ont rapporté que 1’activité observée contre les bactéries et les champignons étudiés
est attribuée particuliérement a la présence de 1’a-pinene parmi les composés majoritaires de
cette essence. L’étude réalisée par Aligianis et al. (2001) sur I’huile essenticlle de Sideritis
sipylea (contenant comme constituant principal 1’a-pinéne 35,20 %) a montré qu’elle posséde
une grande activité contre les microorganismes testés.

Sieniawska et al. (2014) ont également attribué¢ 1’activité antimicrobienne de ’huile de
Mutellina purpurea vis-a-vis Staphylococcus epidermis a la présence de 1’a-pinene. De
méme, les résultats de Dai et al. (2013) ont prouvé le grand pouvoir antimicrobien de 1’a-
pinéne testé seul et comme constituant majoritaire de 1’huile de Wedelia prostrata a 1’encontre
des microorganismes testés. Selon Taran et al. (2010), I’huile des parties aériennes de
Ferulago angulata subsp. carduchorum est plus active que I’huile des graines a cause de la

présence de la plus grande quantité des pinenes dans I’huile des parties aériennes.
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Cependant, Amarti et al. (2010) attribuent la faible activit¢ de I’huile de Thymus
algeriensis a la présence de 1’a-pinéne (20,5%), du B-pinéne (8,02 %) et du limonéne
(4,85%). I’a-pinene s’est montré également inactive vis-a-vis S. aureus, E. coli, P. aeruginosa
et C. albicans testées par Angioni et al. (2003).

Toutefois, Rivas da Silva et al. (2012) ont étudié 1’activité antimicrobienne des
énantiomeéres de 1’a-pinéne et le B-pinéne sur des souches bactériennes et fongiques, les
résultats obtenus prouvent que les énantiomeres positifs présentaient une bonne activité contre
les champignons et les bactéries testées avec des CMI allant de 117 a 4150 pg/ml. Cependant,
aucune activité antimicrobienne n’a été détectée avec les énantiomeres négatifs jusqu'a 20
mg/ml.

D’autre part, la littérature indique que ’activité antibactérienne de I’HE peut étre attribuée
aux composés terpéniques qui semblent avoir une activité antibactérienne forte a modéree
contre les bactéries Gram positives et contre les champignons pathogénes, mais en général,
une activité plus faible a été observée contre les bactéries Gram négatifs (Hada et al., 2003;
Tepe et al., 2004).

Il est également probable que cette activité n’est pas due a I’action des composants
majoritaires seuls mais aussi a ’effet synergique ou antagoniste des composants majeurs et
mineurs qui doivent étre pris en considération dans I’inhibition des microorganismes
(Dorman et Dean, 2000; Marino et al., 2001; Delaquis et al., 2002; Burt, 2004; Deba et
al., 2008).

Cependant, B. cereus s’est révélé résistant aux huiles de D. aristidis cette résistance est
aussi confirmé par 1’étude de Bendiabdellah (2014) sur I’huile de D. carota ssp hispanicus et
D. crinitus. De méme, Fekih et al. (2014) ont également montré I’inactivité de 1’huile de
pinus halepensis vis-a-vis cette souche. Toutefois, les huiles de D. gracilis et carum
montanum se sont montré active sur cette bactérie (Elkolli, 2016). Cette derniére s’est
également réveélee sensible aux huiles de la partie aérienne et de la racine de D. aureus
(Meliani, 2014).

Autre fait, I’absence d’activité antimicrobienne pourrait s’expliquer par la résistance
développée par un nombre important de souches et qui réagissent differemment aux divers
types d’huiles essentielles. Parmi les souches étudiées, P. aeruginosa qui s’est montrée
résistante. En faite, cette bactérie possede une résistance intrinseque aux agents biocides, en
relation avec la nature de sa membrane externe. Cette derniére est composée de

lipopolysaccharides qui forment une barriére impermeable aux composés hydrophobes. En
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présence d’agents perméabilisant de la membrane externe, des substances inactives contre P.
aeruginosa deviennent actives (Mann et al., 2000). Il semble que cette souche se révele
résistante a un trés grand nombre d’huiles essentielles (Benmeddour, 2016; El Kolli, 2016 ;
Zaibet, 2016).

L’activité antifongique des huiles essentielles de D. aristidis évaluée par la méthode de
diffusion montre la résistance des champignons testés. De méme, Bouchekrit et al., (2016)
ont confirmé la résistance d’Aspergillus niger a I’encontre de I'huile d’ Elaeoselinum
asclepium. Youcefzadi et al. (2011) ont également prouvé la résistance d’A. niger vis-a-vis
I’huile des fruits de Dorema ammoniacum. Aussi selon El Kolli et al. (2016), I’huile de D.
gracilis est inactive contre A. niger. L’étude de Boussaada et al., (2008) a également
confirmé la résistance de F. oxysporum a I’encontre de I’huile de Rhaponticum acaule.
Cependant, 1’huile d’Eucalyptus camaldulensis est tres active vis-a-vis Fusarium oxysporum

(Gakuubi et al., 2017) contrairement a I’huile testée de D. aristidis qui est inactive.

L’inactivité des souches microbiennes testées peut étre du, d’une part, a 1’effet antagoniste
de quelques composés présents dans les huiles essentielles (Calo et al., 2015) qui peuvent
influencer 1’activité biologique de quelques substances actives. De 1’autre part a la faible

concentration de I’huile essentielle utilisée (Boussaada et al., 2008).

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

maniere dans le milieu gélosé (Hulin et al., 1998).
b. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’activité antibactérienne des HEs des différentes parties de D. aristidis a été confirmée
par le dosage de bouillon de micro dilution. La valeur de CMI la plus faible est obtenue a
partir de I’huile des feuilles de D. aristidis (4.64 mg/ml) contre S. aureus (Tableau 7). Ce
résultat concorde avec le diametre d’inhibition obtenu pour cette espece dans la méthode de
diffusion. Cette huile a également montré un effet antibactérien contre E. coli avec une CMI
de 5.90 mg/ml (Figure 31). Il convient de noter que la concentration la plus élevée testée (70

mg/ml) n’a eu aucun effet sur la croissance de P. aeruginosa, A. niger et F. oxysporum.
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Tableau 7 : Activité antimicrobienne des huiles essentielles de D. aristidis par la méthode de

la concentration minimale inhibitrice (CMI).

CMI (mg/ml)
microorganismes D. aristidis PA D. aristidis T D. aristidis Fe D. aristidis FI
E. coli ATCC 25922 | 12.72 11.66 5.90 7.72
S.aureus ATCC | 14 6.56 4.64 6.07
25923
P. aeruginosa ATCC | >70 >52.5 >32.5 >42.5
27853
B.cereus ATCC | >70 >52.5 >32.5 >42.5
10876
A. niger 2CA936 >70 >52.5 >32.5 >42.5
F. oxysporum >70 >52.5 >32.5 >42.5
14 ~
12 A
10 A
8 B S aureus
6 - B E coli
4 -
2 .
O T T T 1
D aristidis PA D aristidis T D aristidis Fe D aristidis FL

Figure 31 : CMI des huiles de D. aristidis vis-a-vis S. aureus et E. coli

En comparant la susceptibilité des différentes souches vis-a-vis des huiles testées, nous

constatons que I’efficacité de ces huiles différe d’une bactérie a une autre. P. aeruginosa est la

plus résistante, cependant, S. aureus est la plus sensible aux huiles testées. Ces résultats sont

en accord avec la littérature selon lesquelles les bactéries a Gram+ montrent la plus grande

sensibilité par rapport aux bactéries a Gram — (Russel, 1999; Burt, 2004; De Souza et al.,
2005; Holley et Patel, 2005; Bakkali et al., 2008). Le mode d’action principal des HEs
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consiste en la lyse de la paroi bactérienne du fait de leurs propriétés lipophiles (Figure 31).
Chez les bactéries a Gram -, la membrane externe constitue une barriere de perméabilité
efficace ; le lipopolysaccharide, gréce a ses charges négatives de surface empéche la diffusion
des molécules hydrophobes (Nikaido, 2003) alors que les bactéries a Gram+ sont moins
protégees parce que la paroi est formée d’une couche de peptidoglycane seulement qui
n’entrave que la diffusion des poids moléculaires a 50 KD. Les antibiotiques sont, également,
plus actifs sur les bactéries a Gram+ que sur les bactéries a Gram — (Hogan et Kolter, 2003 ;
Perry et al., 2004).

Acide lipoteichoique
Acide teichoique
Porines

«——Lipopolysaccharide

> &3
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Esp'\ce

Protéines
<« Membrane
”“‘ i FFFFS
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Membrane — g
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Figure 32 : Structure de la paroi bactérienne (Maier, 2000)

Hajji et al. (2010) ont montré que la présence de monoterpénes oxygenés, des
hydrocarbures monoterpeniques et des aldéhydes dans les HEs ont la capacité d'inhiber le
processus de la respiration et la circulation des ions et par conséquent la destruction de la
cellule bactérienne. De ce fait 1’activité antibactérienne des huiles des différentes parties de D.
aristidis peut étre du a la quantité élevée des monoterpénes tels que I’a-pinene qui est entre
43,5% et 74,1% ainsi qu’a ’effet d’interaction entre les différents constituants de 1’huile. I1
est aussi connu que les souches bactériennes n’ont pas la méme sensibilité vis-a-vis d’un
agent antibactérien. De méme dans une population bactérienne, il peut exister des différences
individuelles de sensibilité. Ainsi I’action antibactérienne est parfois partielle et aprés une
diminution du nombre de bactéries, il y a une reprise de la croissance bactérienne (Zaibet,
2016). Belaiche (1979) rapporte également qu’un germe dont le pouvoir pathogéne est élevé,
offre des résistances quasi constantes. Plus le germe est virulent, plus ses chances de

résistances aux essences sont grandes.
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*Achillea santolinoides
a-méthode de diffusion sur gélose

L’activité antimicrobienne des HEs des différentes parties d’A. santolinoides évaluées par
la méthode de diffusion sur gélose (Tableau 8 et Figure 33) a permis de révélé une activité
limitée sur la croissance de S. aureus, E. coli et B. cereus avec des diamétres d’inhibition
entre (11.5 et 12mm), (8-10.5mm) et (8-9mm), respectivement a la dilution 1/2. Alors que
leurs activité vis-a-vis P. aeruginosa, A. niger et F. oxysporum a été nulle a ’encontre de

toute les dilutions testées.

Tableau 8: Diamétres d’inhibition des huiles d’A. santolinoides a !’encontre des

microorganismes testés

plantes Diametre 'inhibition en mm

Asantolinoides PA A.santolinoides Fe A. sanfolinoides F|
_ dilutions
14 A A S I 1/ (| I A 112 V0|15 112
Ecoli ATCC 25922 6:0.5 | 74028 | 8028 | 9028 | 10028 | 10.5£0.57 9+05 |9.5£028 | 10+0.57

mictoorganisme

Saureus ATCC25923 [ 10£0.76 | 110,57 | 124057 | 9.540.28 | 10£0.28 | 11.50.76 | 10:028 | 112057 | 1240.28

Paeniginosa ATCC | 600 | 6500|600 6200 600 600 | 600 |600 | 600 |
7853

Bcereus ATCC 10876 | 62057 | T+0.57 | 820.76 | 72062 | 752047 8062 | T:047 | 82062 | 9047

A niger CA936 600 600 |6=00 [6£00 (600 600 600 (600 600

Foxysporum 000|600 600 [6200 600 600 6200 [6:00 | 600
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Figure 33: La sensibilité des micro-organismes a I’encontre d’A. santolinoides a la dilution
1/2.

Cette étude, selon la bibliographie, est la premiére réalisée sur les huiles des différentes

parties d’A. santolinoides.

S. aureus semble étre la plus sensible aux huiles d’A. santolinoides avec des diametres
entre (11.5mm et 12mm). Une valeur proche de 12.8mm a été trouvée par El-Kalamouni et
al. (2017) en étudiant I’huile d’Achillea millefolium originaire de la France. De méme,
Mneimne et al. (2016) ont trouvé un diamétre de 11.8 mm pour I’huile d’Achillea kotschyi
subsp kotschyi. Une valeur similaire a été obtenue par Stojanovic et al., (2005) pour I’huile
d’Achillea holosericea a I’encontre de S. aureus. Cependant cette méme équipe a trouvé un
diamétre plus faible de 9.2 mm pour I’huile d’Achillea clavennae. D’autres auteurs ont
également trouvé des diametres faibles (Candan et al., 2003; Bekhechi et al., 2011;
Issabeagloo et al, 2012). Toutefois, I’huile d’Achillea millefolium d’Iran s’est avérée trés
active vis-a-vis S. aurues (31.4mm) en utilisant la méthode de puits (Mazandarani et al.,
2013).

Les huiles d’A. santolinoides sont moins actives a I’encontre d’E. coli avec des diametres
entre 8-10.5mm. Une activité similaire est obtenue en évaluant I’huile d’A. holosericea
(10.3mm) (Stojanovic et al., 2005). Cependant d’autres auteurs ont signalé la résistance de
cette souche vis-a-vis plusieurs espéces d’Achillea (Candan et al.,2003; Mneimne et al.,
2016 ; El-Kalamouni et al., 2017). Toutefois, I’huile d’Achillea odorata (Bekhechi et al.,
2011), I’huile d’Achillea millefolium (Mazandarani et al., 2013), I’huile d’Achillea
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clavennae (Stojanovic et al., 2005) et les huiles d’Achillea collina et d’ Achillea pannonica

(Bozin et al., 2008) se sont avérées sensibles avec des valeurs variant entre (12mm — 17mm).

B. cereus a été la moins sensible aux huiles d’A. santolinoides (entre 8mm -9mm) mais
plus sensible a I’huile d’Achillea millefolium d’Iran selon (Mazandarani et al., 2013). De
méme, El-kalamouni et al. (2017) ont confirmé cette bioactivité avec 1’huile d’Achillea

millefolium de la France.

Les huiles d’A. santolinoides possédent une quantité élevée des monoterpenes oxygéneés
(86.2% - 87%) ce qui peut expliquer leurs activités antimicrobiennes. Cette activité peut étre
attribuée en particulier aux composants majoritaires de 1’huile d '4. santolinoides : le camphre
(60.8% - 62%) et le 1-8 cinéole (14.1% - 15.7%) qui se sont révélés avoir une activité
antimicrobienne prononcée (Mneimne et al., 2016). Cependant, l'activité biocide des
composés purs de 1-8 cinéole, p-cyméne et du camphre a été signalée comme nettement plus
faible que I'huile essentielle complet d'Achillea biebersteinii suggérant que les composés
mineurs peuvent probablement étre les principes actifs responsables de certaines bioactivités
(Tabanca et al., 2001 in Mneimne et al., 2016) Il est également possible que des composés
mineurs agissent ensemble en synergie pour contribuer a la bioactivité de la totalité des huiles
essentielles (Lahlou, 2004). Néanmoins, I'antagonisme entre les constituants ne doit pas étre
exclu lors de I'évaluation des bioactivités des huiles (Nemeth et Bernath, 2008). En effet,
Bozin et al. (2008) ont rapporté que la présence du Chamazulene dans 1’huile de Millefolii
herba augmente son activité antimicrobienne. Ce composant est totalement absent dans les

huiles testées.

Concernant Pseudomonas aeruginosa, cette bactérie est connue pour sa résistance a la
plupart d’agent antimicrobien. En réalité, ce comportement n’est pas €tonnant parce que P.
aeruginosa a une capacité de former un biofilm (une organisation complexe composée de
différentes strates dans lesquelles les bactéries se retrouvent en conditions physiologiques

spécifiques a leur situation) (Abi-Ayad et al., 2011).
b- Les concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Comme le montre le tableau 9, les résultats les plus prometteurs étaient obtenus a partir de
I’huile de la partie aérienne d’A. santolinoides qui avait la valeur de la CMI la plus faible
(3.12 mg/ml) contre S. aureus cette valeur concorde avec le diamétre d’inhibition qui était le

plus élevée dans la méthode de diffusion et montre encore une fois la sensibilité de S. aureus
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a I’huile d’A. santolinoides. Cette huile a également montré un effet antimicrobien contre E.
coli et B. cereus avec une CMI (4.46 mg/ml et 5.20 mg/ml), respectivement (Figure 34). Il
convient de noter que la concentration la plus élevée testée (32.5 mg/ml) n’a eu aucun effet

sur la croissance de P. aeruginosa, A. niger et F. oxysporum.

Tableau 9 : Activité antimicrobienne des huiles essentielles d’A. santolinoides par la méthode

de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

CMI (mg/ml)
microorganismes A.santolinoides A.santolinoides A.santolinoides
PA Fe Fl

E..coli ATCC 25922 5.55 4.64 4.46
S.-aureus ATCC 25923 3.12 4.33 3.90
P. aeruginosa ATCC | >25 >32.5 >31.25
27853
B. cereus ATCC 10876 5.55 541 5.20
A.niger 2CA936 >25 >32.5 >31.25
F. oxysporum >25 >32.5 >31.25

6 -

5 .

4 .

W E coli

37 W S aureus

2 - 1 B cereus

1 .

0 T T

Asantolinoides A santolinoides Fe A santolinoides Fl
PA

Figure 34 : CMI des huiles d’A. santolinoides vis-a-vis E. coli, S. aureus et B. cereus
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L’activité antimicrobienne des HEs a été signalée comme étant liée spécifiquement a la
présence de composés antimicrobiens. Récemment, des tentatives ont été faites pour identifier
les composés responsables d’une telle bioactivité. Les molécules oxygénées qui entrent dans
la composition des huiles essentielles sont généralement plus actives que les molécules
hydrocarbonées qui sont par contre connues pour leurs faibles pouvoirs antimicrobiens
(Kalemba et kunicka, 2003).

Les composés des HEs a activité antimicrobienne agissent par plusieurs mécanismes. Leur
premier site d’action sur les cellules bactériennes est la membrane plasmique. Les composés
phénoliques sont reconnues toxiques et auraient pour cible les enveloppes des
microorganismes telles que la membrane plasmique et la paroi (Weber et al., 1996). Certains
agents antimicrobiens détruisent la membrane plasmique de maniere irréversibles conduisant
ainsi a la mort cellulaire par un processus lytique (Denyer et Hugo, 1991 ; Hamouda et
Baker, 2000; Song et Kim, 2003; Razzaghi-Abyaneh et al., 2006). D’autres agents ne
lysent pas les cellules bactériennes mais compromettent 1’intégrité structurale de la membrane
plasmique en induisant une perte du matériel cytoplasmique (Carson et al., 2002 ; Reichling
etal., 2002).

IV.4. Activité antioxydante :
Le pouvoir anti oxydant des huiles essentielles a été évalué par deux méthodes différentes :
le test du DPPH et le test de blanchiment du -carotene/acide linoléique.
IV.4.1. Le Test du DPPH

Les pourcentages d’inhibition des différentes huiles essentielles sont présentés dans le
tableau 10 et les résultats de 1’activité antioxydante des HEs de D. aridtidis et A. santolinoides
sont présentés avec la molécule de référence (le BHT) par les figures 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41,42, 43 et 44,
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Tableau 10: Les pourcentages d’inhibition du DPPH par les huiles de D. aristidis et d’A.
santolinoides.

Echantillons Pourcentage d’inhibition (1%)
D. aristidis partie aérienne 23.97+1.58
D. aristidis tiges 44.01+2.19
D. aristidis feuilles 65.95+1.50
D. aristidis fleurs 75.75%+1.40
A.santolinoides partie aérienne 34.19+2.79
A.santolinoides feuilles 27.37+1.44
A.santolinoides fleurs 25.98+1.17
BHT 02.76+2.14
100 -
90 -
80 -
70 -
c 60 -
o
2 50 -
€
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D aristidis PA D aristidis T D aristidis Fe D aristidis FL BHT

Figure 35 : Les pourcentages d’inhibition du DPPH par les huiles de D. aristidis
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Figure 36 : Les pourcentages d’inhibition du DPPH par les huiles d’A. santolinoides
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Figure 37 : Courbe de I’activité antioxydante du BHT (référence)
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Figure 38 : Courbe de I’activité antioxydante de la partie aérienne de D. aristidis
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Figure 39 : Courbe de I’activité antioxydante des tiges de D. aristidis
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Figure 40 : Courbe de I’activité antioxydante des feuilles de D. aristidis
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Figure 41 : Courbe de I’activité antioxydante des fleurs de D. aristidis
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Figure 42 : Courbe de ’activité antioxydante de la partie aérienne d’A. santolinoides
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Figure 43 : courbe de I’activité antioxydante des feuilles d’A. santolinoides
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Figure 44 : Courbe de I’activité antioxydante des fleurs d’A. santolinoides
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L’effet antioxydant des HEs est dose-dépendant, 1’augmentation de la concentration des

huiles de Daucus et d’Achillea a fait augmenter le pourcentage d’inhibition.

L’huile des fleurs de D. aristidis présente le pourcentage d’inhibition le plus élevé
(75.75+1.40%) suivi de I’huile des feuilles de la méme plante (65.95+1.50%) mais ces valeurs
restent comme méme plus faible que le BHT (92.76+2.14%). Cependant les huiles de la partie
aérienne et de la tige de D. aristidis ainsi que les huiles des différentes parties d’A.
santolinoides (partie aérienne, feuilles et fleurs) ont présenté les plus faibles pourcentages

d’inhibition.

De Martinoa et al. (2009) ont étudi¢ I’activité antioxydante de plusieurs plantes de la
famille des Apiacées et ont trouvé que des plantes tel que Pimpinella anisum possede une
activité¢ antioxydante faible (le pourcentage d’inhibition = 19%) d’autres moyenne tel que
Foeniculum vulgare (32.3%) et carum carvi (54%), cela peut étre d0 au constituant majeur de
I’huile essentielle. De méme, de nombreuses études ont montré que les activités biologiques
des huiles essentielles des plantes aromatiques sont liées a leur composition chimique et
notamment aux composés majoritaires. Cependant, des composés minoritaires peuvent
interagir directement, ou d’une facon synergique ou antagoniste, pour créer un mélange doté
d’activité biologique (Zaibet, 2016). Aussi, un certain nombre d’études sur les activités
antioxydantes des HEs de diverses plantes aromatiques ont indiqué que 1’huile essentielle
d’Origan, riche en thymol et en carvacrol a un effet antioxydant considérable sur le procédé

de I’oxydation (Kulisic et al., 2004).

Des études antérieures ont également révélé que l'activité antioxydante des HES peut étre
attribuée aux activités synergiques des composés insaturés multiformes tels que le limonene et
l'a-pinéne (Wang et al., 2008 ; Zhu et al., 2013). Ce dernier, est le composant majoritaire des
huiles de Daucus et représente entre (55.5% et 53.5%) ce qui peut expliquer ’activité
antiradicalaire des huiles des fleurs et des feuilles de D. aristidis. toutefois, la faible activité
antioxydante est attribuée aux monoterpénes hydrocarbonés qui sont incapable de donner
I’atome d’hydrogene au radical DPPH et faiblement soluble dans le milieu réactionnel qui
utilise le méthanol ou 1’éthanol comme solvant (Andrade et al., 2013). Il semble alors que la
faible activité antioxydante des huiles de la partie aérienne et de la tige de D. aristidis est liée
aux monoterpenes hydrocarbonés qui constituent 95.8% et 56.5% respectivement. D’autre

part, la majeure partie des huiles des différentes parties d’A. santolinoides est composée de
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monoterpenes oxygénés (entre 86.2% et 87%) ce qui peut étre la cause de leur faible activité

antioxydante d’aprés ce qui a été rapporté par (Ruberto et Bratta, 2000).

Selon Odak et al. (2015), la faible activité antioxydante de I'huile de lavande est due a
I’1,8-cinéole, au camphre et a 1’a-pinéne représentant plus de 75% du contenu total.
Dawidowicz et Olszowy (2014) ont aussi montré que le camphre, l'un des principaux
composants de I'huile essentielle de sauge (Salvia hispanica) a une capacité antioxydante
inférieure a celle de I'huile essentielle. D’autre part, Zengin et Baysal (2014) ont testé le 1,8-
cinéole et ont montré une activité antioxydante faible en utilisant un dosage de FRAP et
presque aucune inhibition du radical DPPH. Donc la faible activité antioxydante des huiles de
la partie aérienne, des feuilles et des fleurs d’A. santolinoides pourrait étre attribué a leurs
teneurs élevées en : camphre, 1-8 cinéole et a-pinéne qui constituent (78.3% - 77.9% -78.4%),
respectivement du contenu total des huiles.

IV.4.2. Le test du blanchiment du B-carotene/acide linoléique

L’activité inhibitrice de la peroxydation des lipides par les HEs a été évaluée par I’essai du
blanchiment du B-caroténe qui est fondé sur la perte de la couleur orange du p-caroténe due a
sa réaction aux radicaux qui sont constitués par oxydation d’acide linoléique dans une
émulsion. La présence de différents antioxydants peut géner I’ampleur du blanchiment du -
caroténe en neutralisant le radical libre du linoléate et d’autres radicaux libres formés dans le
systeme (Ghedadba et al., 2014).

Les résultats de 1’activité antioxydante des différentes parties des huiles de D. aristidis et
A. santolinoides (Tableau 11 et Figures 45 et 46) montrent que ces huiles possédent un faible
potentiel antioxydant d’ou le pourcentage d’inhibition du B-caroténe était entre 24.74+1.55%
et 38.87+2.55% seulement contrairement au pourcentage d’inhibition du BHT qui allait

jusqu’a 94.34+2.4%.

Tableau 11 : Pourcentages d’inhibition du B-caroténe par les huiles de D. aristidis et d’A.
santolinoides

Echantillons Pourcentage d’inhibition %
D. aristidis (partie aérienne) 34.09+2.14
D. aristidis tiges 24.74£1.55
D. aristidis feuilles 27.44+1.38

79



D. aristidis fleurs 38.87+2.55
A.santolinoides (partie aerienne) 28.79+1.50
A.santolinoides feuilles 30.14+2.31
A. santolinoides fleurs 36.17+£2.79
BHT 94.35+2.4
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Figure 45 : Les pourcentages d’inhibition du (3-carotene par les huiles de D. aristidis
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Figure 46 : Les pourcentages d’inhibition du f-caroténe par les huiles d’A. santolinoides
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En géneral, Il est tres difficile d'attribuer I'effet antioxydant des huiles essentielles a un ou
a quelques constituants majoritaires parce qu'une huile essentielle contient toujours un
mélange de différents composés chimiques. En plus des composants majeurs, les molécules
mineures peuvent contribuer a l'activité de 1’huile essentielle (Okoh et al., 2011). Par
conséquent, 1’activité antioxydante de nos huiles peut étre due a 1’activité synergique ou

antagoniste des composants majeurs et mineurs de ces huiles.

De méme, Kadri et al. (2011), ont rapporté que la faible activité antioxydante des huiles
essentielles est attribuée a la présence de 1-8 cinéole, a-pinéne et B-pinene qui sont parmi les
constituants majeurs de nos huiles. Ainsi qu’a 1’absence des composés phénoliques

(Elzaawely et al., 2007 ; Amiri et al., 2010).

IVV.5. Activité anticholinesterase

Les HEs ont été testées pour leurs activités inhibitrices de I’acétylcholinestérase (AChE) et
du butyrylcholinestérase (BChE) in vitro par la méthode d’Ellman a une concentration de 100
ug / ml. Les huiles essentielles semblent avoir un effet inhibiteur modéré contre les deux
enzymes par rapport a celui de la galanthamine (composé de référence) (Tableau 12 et Figure
47). L'huile de D. aristidis de la région de Boussaada a montré une activité modérée contre
AChE et BChE (61.75% et 56.79%, respectivement), tandis que les huiles de la partie
aérienne, des tiges, des feuilles et des fleurs de D. aristidis de Ghoufi ont montré une activité
faible @ modérée contre AChE et BChE.

Tableau 12 : Les pourcentages d’inhibition de I’AChE et de la BChE par les huiles de
D.aristidis de la région de Ghoufi et de Bousaada.

Inhibition de Inhibition de la
lantes L’ Acétylcholinestérase | Butyrylcholinestérase
P 100 pg/ml 100 pg/ml

D. arItIFjIS Partie aérienne 51 00+0.58 41 4642 33

(Ghoufi)

D. aristidis tiges (Ghoufi) 34.69+1.51 22.32+0.89

D. aristidis feuilles (Ghoufi) | 13.44+1.46 23.70+0.95

D. aristidis fleurs (Ghoufi) 33.07+3.64 30+2.82
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D. aritidis (Boussaada) 61.75+5.08 56.79+2.95

Galanthamine

94.48+3.81 92.25+0.86
(ref)-100 pg/ml
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Figure 47 : Les pourcentages d’inhibition de I’AChE et la BChE par les huiles essentielles de

D. aristidis de la région de Ghoufi et de Bousaada.

L’activité inhibitrice modérée de I’AChE des HEs de D. aristidis pourrait étre due a
’activité de ses composants individuels, I’a-pinéne et le B-pinéne. Selon Perry et al. (2000),
I’étude de I’inhibition in vitro de I'AChE des érythrocytes humains par I'huile essentielle de
Salvia lavandulaefolia et ses principaux monoterpénes a montré que l'a-pinene, le 1-8 cinéole
et le camphre sont les inhibiteurs réversibles compétitifs de I'AChE. En outre, l'activité anti-
ACHE de I'huile des fleurs d’Artemisia annua a été principalement attribuée a I'a-pinéne, au B-
pinéne, au limonene, au 1-8 cinéole, au camphre, au borneol, a l'a-terpinéol, a l'a-
caryophylléne et a l'a-oxyde de caryophyllene (Yu et al.,, 2011). Dans une autre étude,
Miyazawa et Yamafuji (2005) ont montré que I’a-pinéne et le 3-caréne sont des inhibiteurs
puissants de I'AChE. De méme, Kim et al. (2013) ont décrit que l'a-pinéne avait l'activité

d'inhibition de I’AChE la plus forte suivie par le B-pinene et le limonéne sur les adultes du
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charancon de riz Sitophilus oryzae. De méme, Politeo et al. (2011) ont constaté une activité
inhibitrice de I’AChE relativement ¢levée de 1’huile essentielle de Pinus nigra subsp.
dalmatica qui pourrait s'expliquer par I’activité inhibitrice marquée de ses composants
principaux, I’a et le B-pinene. D'autre part, Orhan et al. (2008) ont suggéré que 1’activité
inhibitrice des extraits des plantes ou des huiles essentielles ne doit pas nécessairement étre
attribuée a un seul composé mais peut aussi dépendre de plusieurs composés qui agissent de
maniére synergique, ou des composés qui se régulent les uns les autres parce que les huiles
essentielles sont des mélanges complexes de composants qui montrent des activités
géneralement plus élevées que leurs composants isolés; leurs activités finales peuvent étre

dues aux effets combinés de plusieurs composants mineurs.

L’activité anticholinesterase des huiles essentielles des différentes parties d’A.
santolinoides vis-a-vis les deux enzymes est faible par rapport a celle de la galanthamine
(Tableau 13 et Figure 48). L huile des fleurs d’A. santolinoides n’a révélée aucune activité
contre ’AChE a la concentration 100 pg/ml et un pourcentage d’inhibition trés faible de
6.12% contre la BChE. Les huiles de la partie aérienne et des feuilles d’A. santolinoides ont
également donnée des valeurs trés faibles vis-a-vis les deux enzymes entre (3.05% et 12.17%,

respectivement).

Tableau 13 : Les pourcentages d’inhibition de I’AChE et de la BChE par les huiles d’A.

santolinoides

Inhibition de Inhibition de la
plantes I’ Acétylcholinestérase butyrylcholinestérase
100 pg/ml 100/ml
A.santolinoides partie aérienne 12 17+3.00 9.11+1.63
A.santolinoides feuilles 3.05+0.36 10.81+2.49
A.santolinoides fleurs i 6.12+1.19
Galanthamine
(ref)-100 pg/ml 94.48+3.81 92.25+0.86
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Figure 48 : Les pourcentages d’inhibition de I’AChE et de la BChE par les huiles d’A.

santolinoides

La faible activité anticholinesterase des huiles d’A. santolinoides peut étre due a leurs
compositions chimiques. Selon Kunduhoglu et al. (2011), I’interaction synergique et
antagoniste entre les composants majeurs et mineurs des huiles essentielles peut affecter
I’activité anticholinestérase. En outre, les études sur la relation structure — activité des
monoterpenes ont montré d’une part, que la présence des fonctions oxygénées dans les
monoterpénes bycycliques diminue ’activité inhibitrice de I’AChE (Aazza et al., 2011), et
d’autre part, la présence de ces fonctions oxygénées dans les sesquiterpénes augmente cette
activité inhibitrice (Miyazawa et al., 2001). Les huiles d’Achillea testées ne contiennent pas
de sesquiterpénes en plus de leurs richesses en monoterpénes oxygénés (86.2%-87%) ce qui
semble étre la cause de leurs faibles effets inhibiteurs. Il a été également rapporté que la
combinaison entre le camphre et le 1-8 cinéole provoque un antagonisme et peut engendrer
une faible activité anticholinestérase (Savelev et al., 2003), ces derniers, sont les composants

majeurs des huiles d’Achillea ce qui peut expliquer cette faible activité.

V1.6. Activité insecticide

Les résultats du test de toxicité des huiles essentielles de D. aristidis et d’A. santolinoides
par contact vis-a-vis de Tribolium confusum sur papier filtre montrent que le pourcentage de
mortalité croit avec la dose pour les deux huiles testées (Tableau 14 et Figure 49). L'huile
essentielle d’A. santolinoides est la plus active dans la mesure ot la dose de 0,39 pl/cm? a
occasionné une mortalité de 86.95% d'insectes au bout de 24 heures d'exposition, alors que
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celle de D. aristidis n'a provoqué que 76.92% % de mortalité au bout du méme temps et la

plus faible DL50 est celle de I’huile d’A. santolinoides 0.10 pl/cm? contre 0.13 pl/cm? pour
I’huile de D. aristidis.

Tableau 14 : Les pourcentages de mortalité de Tribolium confusum par les huiles de D.

aristidis et d’A. santolinoides.

Doses (pl/cm? % mortalité D. aristidis % mortalité A.santolinoides
0.047 16.72 30.10
0.094 46.82 50.16
0.18 66.88 70.23
0.39 76.92 86.95
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Figure 49 : Les pourcentages de mortalité de Tribolium confusum par les huiles de D. aristidis
et d’A. santolinoides.

Dans cette étude, les huiles essentielles de D. aristidis et d’A. santolinoides se sont
révélées toxiques a 1I’égard de I’insecte Tribolium confusum. Ces effets pourraient dépendre de
leurs compositions chimiques et du niveau de sensibilité des insectes. En effet, I’huile
essentielle de la partie aérienne de D. aristidis, contient essentiellement des monoterpenes
hydrocarbonés (95.8%) tel que I’a-pinéne (74.1%) dont les propriétés insecticides ont déja été
démontrées vis-a-vis Tribolium confusum (Ojimelukwe et Alder, 1999). Cependant, 1’huile
de la partie aérienne d’A. santolinoides est constituée principalement de monoterpénes
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oxygenés (86.3%) ou le camphre représente (60.8%) et le 1-8 cinéole (15.4%) dont leurs
propriétés insecticides ont également déja été démontrées vis-a-vis de Tribolium confusum
(Obeng-Ofori, 1997 ; Tapondjou et al., 2005). Selon Lee et al. (2003), les monoterpéenes
peuvent pénétrer rapidement dans 1’insecte et interférer avec ses fonctions physiologiques.
De méme, il a été rapporté que cette action rapide des huiles essentielles contre les insectes est
due a leurs action neurotoxique (Coats et al., 1991; Abdelgaleil et al., 2009) par inhibition de
I’AChE, I’octopamine ou le cytochrome P450 des mono-oxygénases (El-1drissi et al., 2014).
Cependant, il serait difficile de penser que I’activité insecticide de ces huiles se limite
uniquement a certains de ses constituants majoritaires; elle pourrait aussi étre due a certains

constituants minoritaires ou a un effet synergique de plusieurs constituants.

IV.7. Activité anti-inflammatoire

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire par application d’un stress externe: comme un
acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant organique ou une chaleur.
La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction biologique lorsqu'elles sont
dénaturées. La dénaturation des protéines tissulaires est l'une des causes de l'inflammation
(Leelaprakash et Mohan Dass, 2010; Bouzid et Zerroug, 2016).

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique par les huiles de Daucus et
d’Achillea est comparé a celui du Diclofénac de sodium (référence) (Tableau 15 et Figures
50,51). Les résultats ont montré que ces huiles essentielles possedent un faible effet inhibiteur

en comparaison avec le Diclofénac qui a donné un pourcentage d’inhibition de 91.48%.

Tableau 15: Les pourcentages d’inhibition de la dénaturation protéique des huiles de D.

aristidis et d’A. santolinoides.

plantes % Inhibition de la dénaturation protéique
D. aristidis partie aérienne (PA) 31.23+2.58
D. aristidis tiges (T) 32,69+3.04
D. aristidis feuilles (Fe) 26,92+2.14
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D. aristidis fleurs (FI) 39+3.78

A. santolinoides partie aérienne (PA) 22 93+1.96
A. santolinoides feuilles (Fe) 26.85+2.16
A. santolinoides fleurs (FI) 37.07+3.20
Diclofenac de sodium (référence) 91,48+2.62
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Figure 50 : Pourcentages d’inhibition de la dénaturation protéique par les huiles de D.

aristidis
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Figure 51 : Pourcentages d’inhibition de la dénaturation protéique des huiles d’A.

santolinoides
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La faible activité anti-inflammatoire des huiles essentielles peut étre due a leurs
compostions chimiques et a I'effet synergique plutot qu'a I’effet d’un seul constituant. Selon
Bouzid et Zerroug (2016), l'activité anti-inflammatoire in vitro de [I'huile essentielle
d'Helichrysum italicum (Roth) G. Don peut étre attribuée a sa teneur en polyphénols tels que
le thymol, 1’eugénol et le 3-isoprpylphenol, ces constituants sont totalement absents dans la
composition de nos huiles. De méme, Ndoye Foe et al. (2016) ont rapporté que le pouvoir
inhibiteur des huiles de Drypetes gossweileri, Pentadiplandra brazzeana, Allium cepa et
Alium sativum est di a leurs richesses en composés organosulfures qui ne se présentent pas
dans les huiles de Daucus et Achillea étudiées. Cependant, Vinodhini et al. (2017) ont
attribué 1’activité inhibitrice de la dénaturation de protéines de 1’huile de Citrus sinensis a sa

teneur en terpenoides.
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CONCLUSION



Conclusion

Cette étude se voulait une contribution a la connaissance phytochimique et a évaluer les
potentialités bioactives des huiles essentielles de deux plantes 1’'une appartenant a la famille
des Apiacées (Ammiopsis aristidis syn. Daucus aristidis) et 1’autre appartenant a la famille

des Asteracées (Achillea santolinoides).

Pour évaluer ces activités on a d’abord commencé par I’analyse chimique des huiles
essentielles par GC/MS. Ces analyses ont montré que les principaux constituants de la partie
aérienne, des tiges, des feuilles et des fleurs des huiles d” A. aristidis de Ghoufi ont été établis
comme a-pinene (74,1% - 43,5% - 53,5% - 55,5%) et B-pinene (11,9% - 7,5% 7,8% -8,1%),
en plus, les huiles des tiges et des feuilles ont un autre composant majeur qui est le trans-
verbenol (10,6% -6,5%) respectivement. Alors que 1'a-pinéne (49%), le B-pinéne (19,2%), le
limonéne (7,5%), le myrcéne (6,7%) et le sabinéne (4,3%) étaient les principaux constituants
de T'huile d’A. aristidis de Boussaada. Les huiles des différentes parties d’A. santolinoides
sont caractérises par la présence du camphre (60.8%-62%) et du 1-8 Cinéole (14.1%-15.7%).

En comparant les résultats de ’analyse chimique des deux huiles essentielles avec les
résultats obtenus de plusieurs especes appartenant aux genres étudiés, on a constaté beaucoup
de ressemblances et quelques différences qui peuvent étre attribuées aussi bien aux facteurs

extrinseques qu’aux facteurs intrinséques.

En matiére d’activité antimicrobienne, les huiles d’A. aristidis et d’A. santolinoides ont une
activité limitée vis-a-vis S. aureus, E. coli et B. cereus. Cependant, elles se sont montrées
résistantes a I’encontre de P. aeruginosa, A. niger et F. oxysporum. Ceci est di a la nature de
la composition chimique des huiles. L’activité antimicrobienne de ces huiles essentielles a été
confirmée aussi par la méthode de microdilution. Les résultats les plus prometteurs obtenus
est ceux de I’huile des feuilles d’A. aristidis et de la partie aérienne d’A. santolinoides avec
des valeurs CMI de 4.64 mg/ml et de 3.12 mg/ml contre S. aureus respectivement.

L’activité antioxydante des huiles d’A. aristidis et d’A. santolinoides ont été etudiees par le
test du radical libre DPPH. L’huile des fleurs d’A. aristidis présente le pourcentage
d’inhibition le plus élevé (75.75+£1.40%) suivi de I’huile des feuilles de la méme plante
(65.95+1.50%) mais ces valeurs restent comme méme plus faible que le BHT (92.76+2.14%).
Cependant les huiles de la partie aérienne et de la tige d’A. aristidis ainsi que les huiles des

différentes parties d’A. santolinoides ont présenté les plus faibles pourcentages d’inhibition.
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Les résultats de 1’activité antioxydante des huiles essenticlles d’A. aristidis et d’A.
santolinoides obtenus par le test du blanchiment du B-caroténe montrent que ces huiles
possedent un faible potentiel antioxydant d’ou le pourcentage d’inhibition était entre 24.74
+1.55% et 38.87+2.55% seulement contrairement au pourcentage d’inhibition du BHT qui
allait jusqu’a 94.35+2.4%.

En plus de I’effet antimicrobien et I’effet antoixydant, Les huiles essentielles d’A. aristidis
et d’A. santolinoides ont été également testées pour leurs activités inhibitrices de
I’acétylcholinestérase (AChE) et du butyrylcholinesterase (BChE) in vitro. L'huile essentielle
d’A. aristidis de la région de Boussaada a montré une activité modérée contre AChE et BChE
(61.75% et 56.79%, respectivement), tandis que les différentes parties d’A. aristidis de Ghoufi
ont montré une activité faible & modérée contre AChE et BChE. De méme, on a trouvé que
I’activité anticholinesterase des huiles des différentes parties d’A. santolinoides vis-a-vis les

deux enzymes est faible par rapport a celle de la galanthamine.

Les résultats du test de toxicité des huiles essentielles d’A. aristidis et d’A. santolinoides
par contact sur papier filtre contre I’insecte Tribolium confusum montrent que I'huile
essentielle d’A. santolinoides est la plus active avec une mortalité de 86.95% d'insectes au
bout de 24 heures d'exposition, alors que celle d’A. aristidis n'a provoqué que 76.92% de
mortalité au bout du méme temps. De méme, la plus faible DL50 est celle de I’huile d’A.

santolinoides 0.10 pl/cm? contre 0.13 pl/cm? pour I’huile d’A. aristidis.

Nous avons également estimé le pouvoir d’inhibition de la dénaturation protéique li¢ au
processus de I’inflammation. Les pourcentages d’inhibitions obtenus par les huiles
d’Ammiopsis et d’Achillea sont faibles en comparaison avec le Diclofénac qui a donné un

pourcentage d’inhibition de 91.48%.

En conclusion, on peut dire que les huiles essentielles d’A. aristidis et d’A. santolinoides
sont douées d’activités biologiques importantes a des taux similaires. Ces résultats peuvent
étre approfondis ultérieurement par le fractionnement de ces huiles pour connaitre les
molécules responsables de ces activités. L’évaluation de leurs cytotoxicité sur des modéles
animales ainsi que 1’exploitation de ces huiles dans I’industrie agro-alimentaire en substituant
les additifs chimiques de conservation par ces additifs naturels. Enfin, ’utilisation de ces

huiles comme matiere de base pour la formulation de bio-insecticides utilisables dans la
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protection des denrées stockées. En plus de 1’étude d’autres propriétés biologiques de ces

plantes, a savoir les propriétés : antivirale, anti-lithiasique et autres.
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Abstract: The chemical composition of the essential oils obtained by hydrodistillation from the different parts of
Daucus aristidis Coss. (syn. Ammiopsis aristidis Batt.) (Apiaceae) from two locations (Ghoufi and Bousaada) in
East of Algeria, was investigated for the first time by GC and GC-MS and evaluated for their in vitro
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory activity, the enzymes linked to
Alzheimer’s disease, by a spectrophotometric method of Ellman using ELISA microplate reader at 100 pg/mL.
The main components of D. aristidis oils from Ghoufi and Bousaada were a-pinene (74.1%- 49%) and f-pinene
(11.9% - 19.2%). This suggests that B-pinene was the main component from Bousaada. The oils exhibited a
moderate inhibitory activity (over 50%) against both of the enzymes.

Keywords: Daucus aristidis; Apiaceae; essential oil; anticholinesterase; o-pinene; B-pinene. © 2016 ACG
Publications. All rights reserved.

1. Introduction

Since ancient times, the plants from Apiaceae family have been used as spices or crude drugs,
particularly due to their essential oils. A dozen important herbal medicinal products from this botanical
family are described in several pharmacopoeias, having antiseptic, expectorant, diuretic, carminative,
vasodilator or spasmolytic actions [1]. Daucus is a genus belonging to this family, which comprises of
about 300-455 genera and 3000-3750 species worldwide [2]. In Algeria, it is represented by 55 genera,
130 species and 27 subspecies. The species have a bipolar distribution (in temperate regions), but the
majority live in the temperate northern hemisphere [3].
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Daucus aristidis Coss. (synonymous: Ammiopsis aristidis Batt. [4]) is an endemic plant to
Algeria and has been locally known as “noukhia”, which is an annual plant with high and smooth erect
stem. The leaves are glabrous and pinnatisect with capillary segments. It possesses bracts that have
many divided involucel and involucral with white flowers which yellowish in a herbarium and large to
very large umbels rays, contracted at the end. The ovoid fruit is small 2-2.5 mm, grayish and finely
tuberculate over their entire surface [3]. Several investigations have reported the chemical composition
of the essential oils from D. carota as well as its subspecies [5-10]. However, many species and
subspecies of Daucus still remain to be examined for their essential oil components such as D. aristidis.
In this paper, we investigated the chemical composition of D. aristidis essential oil from two locations
in eastern Algeria (Ghoufi and Boussaada) for the first time. The volatile compounds, extracted using
hydrodistillation, were analyzed by gas chromatography (GC) and gas chromatography—mass
spectrometry (GC-MS), and evaluated for their in vitro acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory activity, the key enzymes that are linked to Alzheimer’s disease
(AD),which is a progressive and degenerative neurologic disorder resulting in impaired memory and
behavior. Most treatment strategies have been based on the cholinergic hypothesis which postulated that
memory impairments in patients suffering from this disease result from a deficit of cholinergic function
in brain [11]. One of the most promising approaches for treating this disease is the cholinesterase
inhibitors, which show consistent efficacy towards mild and moderate to severe types of Alzheimer’s
disease. Amongst them, galanthamine, the latest anticholinesterase drug in the market, is a plant
originated-compound [12], which reinforces the interest in finding better cholinesterase inhibitors from
natural resources.

Therefore, in the present study, we aimed to investigate the cholinesterase inhibitory effects of D.
aristidis essential oils tested by the spectrophotometric method of Ellman using ELISA microtiter
assays at concentration of 100 pg/mL.

2. Materials and Methods
2.1. Plant material

The separated organs (stem, leaves and umbels) of D. aristidis were collected in May, 2014 and
2015 from Ghoufi (Algeria), while the aerial parts of D. aristidis from Boussaada region (Algeria) were
collected in May, 2014 at the flowering stage at the altitude of 708 m and 854 m, respectively. After
taxonomic identification by Dr. Boulachaab Nacira from Department of Pharmacy, Faculty of Medicine,
University Ferhat Abbas, Setif 1, a voucher specimen was deposited at the Herbarium of Department of
Biology and Plant Ecology, University of Setif 1, Algeria.

2.2. Chemicals

Electric eel AChE (Type-VI-S; EC 3.1.1.7, Sigma, St. Louis, MO, USA) and horse serum BChE
(EC 3.1.1.8, Sigma, St. Louis, MO, USA) were used, while acetylthiocholine iodide and
butyrylthiocholine chloride (Sigma, St. Louis,MO, USA) were employed as the substrates of the
reaction. 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoicacid) (DTNB; Sigma, St. Louis, MO, USA) was used for the
measurement of the anticholinesterase activity.

2.3. Isolation of the essential oils

The oils were isolated by hydrodistillation (100 g of plant per sample) for 3 h using a Clevenger-
type apparatus. The oils have a light green color with a yield of 0.68% (w/w), 0.85% (w/w), 0.95%
(w/w) and 0.26% (w/w) for aerial parts, stems, leaves and umbels of D.aristidis from Ghoufi and 0.72%
(w/w) for D.aristidis from Bousaada The obtained essential oils were dried over anhydrous sodium
sulfate, stored at +4°C until tested, and analyzed.
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2.4. Determination of AChE and BChE inhibitory activities

The AChE and BChE inhibitory activity was measured by slightly modified spectrophotometric
method of Ellman [13]. In this method, 140 uL of sodium phosphate buffer (pH 8.0), 20 uL of DTNB,
20 pL of the test solution and 20 pL. of AChE/BChE solution were added by multichannel automatic
pipette (Gilson pipetman, Paris) in a 96-well microplate and incubated for 15 min at 25°C. The reaction
was then initiated with the addition of 10 pL of acetylthiocholine iodide/butyrylthiocholine chloride.
Hydrolysis of acetylthiocholine iodide/butyrylthiocholine chloride was monitored by the formation of
the yellow 5-thio-2-nitrobenzoate anion as a result of the reaction of DTNB with thiocholines, catalyzed
by enzymes at 412 nm utilizing a 96-well microplate reader (VersaMax Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA). The measurements and calculations were evaluated by using Softmax PRO 4.3.2.LS
software (Sunnyvale, CA, USA). The percentage of inhibition of AChE/BChE was determined by
comparison of the rates of reaction of samples relative to the blank sample (ethanol in phosphate buffer
pH=8) using the formula (E—S)/Ex100, where E is the activity of the enzyme without test sample and S
is the activity of the enzyme with the test sample. The experiments were performed in triplicate.
Galanthamine (Sigma, St. Louis, MO, USA), the anticholinesterase alkaloid-type of drug obtained from
the bulbs of snowdrop (Galanthus sp.), was used as the reference.

2.5. GC and GC-MS analysis

The GC-MS analysis was carried out with an Agilent 5975 GC-MSD system. Innowax FSC
column (60 m x 0.25 mm, 0.25 um film thickness) was used with helium as a carrier gas (0.8 mL/min).
The GC oven temperature was kept at 60°C for 10 min and programmed to 220°C at a rate of 4°C/min,
and kept constant at 220°C for 10 min and then programmed to 240°C at a rate of 1°C/min. Split ratio
was adjusted at 40:1. The injector temperature was set at 250°C. Mass spectra were recorded at 70 eV.
Mass range was from m/z 35 to 450.

The GC analysis was carried out using an Agilent 6890N GC system. The FID detector
temperature was 300°C. To obtain the same elution order with GC-MS, simultaneous auto-injection was
done on a duplicate of the same column applying the same operational conditions. Relative percentage
amounts of the separated compounds were calculated from FID chromatograms.

Identification of the essential oil components was carried out by comparison of their relative
retention times with those of authentic samples or by comparison of their relative retention index (RRI)
to series of n-alkanes. Computer matching against commercial (Wiley GC/MS Library, Adams Library,
MassFinder3 Library), and in-house “Baser Library of Essential Oil Constituents” built up by genuine
compounds and components of known oils, as well as MS literature data was used for the identification.

3. Results and Discussion

GC-MS analysis of D. aristidis essential oils (from Ghoufi) obtained from the aerial parts, stems,
leaves and umbels accounted for 99.7%, 93.6%, 94.4% and 99.0% respectively, and the essential oil
obtained from the aerial parts of D. aristidis originated from Bousaada represented 99.5%, these
analyses allowed the identification of 61 and 32 compounds in essential oils from the separated parts of
D. aristidis from Ghoufi and the whole aerial parts from Bousaada, respectively (Tables 1 and 2).

The constituents were characterized by a high hydrocarbon fraction ([97.1%-57%-70.4%-
74.5%] and 95.7%), respectively, and represented mainly by monoterpene hydrocarbons ([95.8% -
56.5%- 70%- 71.6%] and 94.3%). Sesquiterpenes presented only ([2.1%-0.2%-0.2%-2.9%] and 2.2%)
of the essential oils, whereas stems, leaves and umbels of D. aristidis from Ghoufi were characterized
by a high oxygenated fraction (36.6% - 24% - 24.5%), respectively.
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Table 1. Chemical composition of the different parts of Daucus aristidis essential oil from Ghoufi

Constituents RI? Ghoufi (%)  S° L° ue
a-Pinene 1032 74.1 43.5 53.5 55.5
a-Thujene 1035 - 0.1 0.1 0.1
Camphene 1076 0.5 0.5 0.5 0.5
Hexanal 1093 - 0.2 - -
B-Pinene 1118 11.9 7.5 7.8 8.1
Sabinene 1132 2.2 1.1 14 1.6
Thuja-2,4(10)-diene 1135 0.1 0.9 1.3 0.6
5-3-Carene 1159 t - - -
Myrcene 1174 3.9 0.6 0.9 13
a-Terpinene 1188 0.1 - - -
Limonene 1203 2.4 1.5 3.6 3.1
B-Phellandrene 1218 0.3 - 0.2 0.2
(2)-p-Ocimene 1246 t - - -
y-Terpinene 1255 0.2 0.1 0.1 0.2
(E)-B-Ocimene 1266 t - - -
p-Cymene 1280 0.1 0.6 0.6 0.4
Terpinolene 1290 0.1 0.1 - -
Perillene 1429 - 0.1 0.1 -
y-Campholene aldehyde 1439 - 0.2 0.2 t
p-Cymenene 1452 - 0.3 0.2 -
a-Copaene 1497 0.1 - - -
a-Campholene aldehyde 1499 0.1 2.3 14 1.0
Linalool 1553 0.1 0.3 0.2 0.5
Pinocarvone 1586 tr 1.5 1.0 0.8
Bornyl acetate 1591 0.1 0.2 0.1 0.2
Terpinen-4-ol 1611 0.4 0.5 0.5 t
B-Caryophyllene 1612 0.4 0.2 0.2 0.6
B-Cedrene 1613 - - - 0.4
Thuj-3-en-10-al 1642 0.1 - - -
Myrtenal 1648 - 2.9 1.8 1.0
cis-Verbenol 1663 0.1 2.5 1.4 0.6
trans-Pinocarveol 1670 0.1 4.4 2.6 11
o-Humulene 1687 0.1 - - 0.4
trans-Verbenol 1683 0.2 10.6 6.5 3.1
a-Terpineol 1706 0.2 0.5 0.3 0.3
Verbenone 1725 - 31 2.6 0.8

Germacrene D 1726 0.4 - - -




151 Lamamra et.al., Rec. Nat. Prod. (2017) 11:2 147-156

B-Bisabolene 1741 - - - 13
Carvone 1751 - 0.3 0.3 0.3
Bicyclogermacrene 1755 0.1 - - -
5-Cadinene 1773 0.1 - - -
(E)-a-Bisabolene 1784 0.1 - - 0.2
Myrtenol 1804 0.2 2.2 1.2 0.6
trans-Carveol 1845 0.1 1.2 0.9 0.5
Germacrene-B 1854 t - - -
p-Cymen-8-ol 1864 t 1.1 0.9 0.2
p-Cymen-9-ol 1912 - 0.2 0.2 -
Isocaryophyllene oxide 2001 - - - 0.2
Caryophyllene oxide 2008 0.1 0.7 0.7 3.0
Carotol 2045 0.1 0.1 - 0.5
Humulene epoxide-I11 2071 - 0.2 0.2 1.2
Humulene epoxide-I11 2081 - - - 0.2
Cedrol 2143 0.1 - - 3.7
Spathulenol 2144 - 0.4 0.3 -
1-Cadinol 2187 0.1 0.2 - 0.2
epi-a-Bisabolol 2256 0.1 0.2 0.2 0.5
B-Eudesmol 2257 0.1 0.3 0.2 0.3
Alismol 2264 0.1 - - -
Guaia-6,10(14)-dien-4p-

o 2269 - 0.2 0.2 0.9
Juniper camphor 2320 0.1 - - 2.0
B-Asarone 2361 t - - 0.8
Total 99.7 93.6 94.4 99.0

3RI: retention indices °S: Stems L% Leaves U% Umbels t* trace

The major constituents of the aerial parts, stems, leaves and umbels of D. aristidis oils from
Ghoufi were established as a-pinene (74.1%- 43.5% - 53.5% - 55.5%) and B-pinene (11.9%- 7.5%-
7.8%-8.1%), respectively. In addition the stems and leaves oils had another major component, trans-
verbenol (10.6% -6.5%), respectively. However, a-pinene (49%), B-pinene (19.2%), limonene (7.5%),
myrcene (6.7%) and sabinene (4.3%) were the major components of D. aristidis oil native to Boussaada
region.

The essential oils were screened for their AChE and BChE inhibitory activity in vitro by Ellman
method at concentration of 100 pg/mL. As illustrated in Table 3, the essential oils appeared to have a
moderate level of inhibitory effect against both enzymes as compared to that of galanthamine (reference
compound). The essential oil of D. aristidis from Boussaada region displayed a modest inhibition
against AChE and BChE (61.75 % and 56.79%, respectively), while the aerial parts, stems, leaves and
umbels of D. aristidis essential oils from Ghoufi displayed low to moderate inhibition against AChE
(51.0, 34.69, 13.44, and 33.07%, respectively),and BChE (41.46,22.32, 23.70, and 30.00%,
respectively).
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Table 2. Chemical composition of Daucus aristidis essential oil from Bousaada
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Constituents RI? Boussaada (%0)
a-Pinene 1032 49.0
a-Thujene 1035 0.4
Camphene 1076 1.8
B-Pinene 1118 19.2
Sabinene 1132 4.3
Thuja-2,4(10)-diene 1135 0.1
5-3-Carene 1159 0.2
Myrcene 1174 6.7
a-Terpinene 1188 0.1
Limonene 1203 7.5
B-Phellandrene 1218 3.3
(2)-p-Ocimene 1246 0.3
y-Terpinene 1255 0.4
(E)-B-Ocimene 1266 0.2
p-Cymene 1280 0.7
Terpinolene 1290 0.2
a-Campholene aldehyde 1499 0.1
Linalool 1553 0.3
Bornyl acetate 1591 0.4
Terpinen-4-ol 1611 0.9
B-Caryophyllene 1612 0.6
Thuj-3-en-10-al 1642 0.2
trans-Pinocarveol 1670 0.2
o-Humulene 1687 0.1
trans-Verbenol 1683 0.3
a-Terpineol 1706 0.3
Germacrene D 1726 0.6
Bicyclogermacrene 1755 0.1
Myrtenol 1804 0.2
Caryophyllene oxide 2008 0.2
Spathulenol 2144 0.2
epi-a-Bisabolol 2256 0.4
Total 99.5

°RI: retention indices
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Table3. AChE and BChE inhibitory activities of the essential oils at 100 pg/mL

Essential oils tested AChE inhibition BChE inhibition
D. aritidis (aerial parts,Ghoufi) 51.00 £0.58 41.46+ 2.33
D. aristidis (leaves,Ghoufi) 13.44+ 0.87 23.70+ 2.64
D. aristidis (umbels, Ghoufi) 33.07+3.67 30.00+ 1.09
D. aristidis (stems, Ghoufi) 34.69+ 0.99 22.32+2.83
D. aritidis (Boussaada) 61.75+5.08 56.79+ 2.95
Galanthamine (Reference) 94.48+ 3.81 92.25+0.79

The chemical analysis of D. aristidis essential oils from Ghoufi and Bousaada corroborate that a-
pinene is the core constituent of the most essential oils of the genus species. In fact, it was reported that
the major proportion of the essential oil of D. carota subsp. carota from Poland was represented by a-
pinene with a percentage of 41% [7]. Similarly, the major constituents of the oil from the flowers of D.
carota subsp. carota from Morocco were a-pinene (22.25%), -asarone (15.13%), sabinene (12.46%),
and a-himachaléne (10.14%)[14]. Interestingly, in our study, the latter component was completely
absent in both essential oils of D. aristidis, while B-asarone was found only in the umbels of D. aristidis
oil from Ghoufi (0.8%). In addition, the essential oil of the aerial parts of D. reboudii from El Kala
(Algeria) contained a-pinene (39.7%) followed by sabinene (21.2%) as the main constituents [15].
Nevertheless, the essential oil of the leaves and fruits of D. sahariensis revealed the presence of a
significant amount of myristicin (34.3% and 43.9%, respectively) [16], which was absent in the oil of D.
aristidis studied herein. a-Pinene was found to be also present in small amounts (5.4 to 13.1%) in the
oils of D. sahariensis [16]. Similarly, the comparative study of essential oils of D. guttatus subsp.
zahariadii and the wild sample of D. carota from Balkans demonstrated that the oil of D. guttatus
subsp. zahariadii contained the following main constituents as apiole (43.3%) and p-bisabolene (34.2%)
(this latter component was present in the umbels oils of D. aristidis from Ghoufi with small amount
1.3%), and contained a-pinene in a minor amount (0.3%), whereas, the oil of the aerial parts of wild D.
carota contained 29.3% of a-pinene in major amount[17]. On the other hand, the seeds of the essential
oil from the wild D. carota sample has been shown to possess a minor amount of a-pinene (3.3%) and
the geranyl acetate (53.2%) as the major component [17], which is completely absent in the oils
analyzed in the current study. The oils of the aerial part of D. carota subsp. carota and D. carota subsp.
gummifer from Algeria were also characterized by the presence of o-pinene (26% - 34.1%,
respectively), sabinene (1.5% -14%, respectively), limonene (0.5% -13%, respectively) and B-pinene
(0.6% -11.2%, respectively) [18]. The latter component, 3-pinene, is one of the dominating components
of D. aristidis oil, which is known to be generally present in most oils of the genus Daucus in varying
proportions. In fact, the essential oil of the flowers and umbels of D. carota subsp. carota from Portugal
consisted of geranyl acetate (5.2% and 65%) and a-pinene (3.5% and 37.9%) as the major components,
while B-pinene (3.5% and 2.3%) as the minor constituent [19]. Similarly, the essential oil of the aerial
parts of D. muricatus was reported to contain 18.9% of sabinene, 16.7% of a-pinene, and 14.2% of
limonene which were determined as the major constituents along with a minor amount of 2.5% of f3-
pinene[20].

It should be noted that the proportions of a-pinene and B-pinene found in D. aristidis oils from
Ghoufi and Boussaada possess the highest percentage ever in comparison with the values found in the
oils of the genus Daucus reported in the literature.
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In addition to a-pinene and B-pinene, the major constituents present in the oils of D. aristidis
native to Ghoufi and Boussaada were revealed as limonene (7.5%), myrcene (6.7%), and sabinene
(4.3%). It was found the presence of these abundant components in the essential oil of D. carota subsp.
sativus during ontogenesis: limonene (4.4% to 12.7%), sabinene (0.2% to 5.3%), myrcene (6.4% to
14.1%), a-pinene (21.2% to 41.2%) and carotol (10.2% -58.5%)[21]. In contrary, carotol was present
only in a minor amount (0.1%, 0.5%, and 0.1%) in the umbels, leaves and aerial parts of D. aristidis oils
from Ghoufi but totally absent in the oil from Bousaada. Similarly, carotol and sabinene were reported
to be the major constituents of the oil of D. carota fruit from the northern Serbia with proportions of
20.3% and 18.7%, respectively [22]. Besides, the study of D. carota subsp. major fruit essential oil has
proved the presence of geranyl acetate (34.2%), a-pinene (12.9%), geraniol (6.9%), myrcene (4.7%),
epi-a-bisabolol (4.5%), sabinene (3.3%), and limonene (3%)[23]. In a study conducted on the effect of
different vegetative stages on the chemical composition of the oil of D. sahariensis, this oil was found
to consist of myristicine (29.8% -51.7%), myrcene (6.7% - 31.1%), a-pinene (11.6% -14.8%), and
limonene (5.3% -11.5%)[24].

As also commented from findings, variations in chemical composition of the essential oil might
be due to several factors, i.e. environmental (temperature, humidity, soil texture, altitude, etc.),
geographical origin, plant organ, stage of growth, the time of picking, storage of plant material,
individual genetic variability, and extraction method[25-30].

Regarding the moderate AChE inhibitory activity of Daucus aristidis essential oil, it could be
explained by a notable AChE inhibitory activity reported for its individual components, a- and p-pinene.
According to the study conducted on the in vitro inhibition of human erythrocyte AChE by Salvia
lavandulaefolia essential oil and its major monoterpenes including camphor, 1,8-cineole, a-pinene, B-
pinene, bornyl acetate, as well as some minor components (1% or less) geraniol, linalool, and vy-
terpinene. Consequently, a-pinene, 1,8-cineole and camphor were found to be the competitive reversible
inhibitors of AChE and it was suggested that the inhibitory activity of this essential oil was primarily
due to main inhibitory terpenoids, which resulted from the major synergistic effect[31]. Besides, the
anti-AChE activity of the oil of Artemisia annua flower has been mainly attributed to a-pinene, B-
pinene, limonene, 1,8-cineole, camphor, borneol, a-terpineol, a-caryophyllene, and a-caryophyllene
oxide, furthermore, the different level of the anti-AChE effect of the flower oil of A. annua at three
flowering stages may have resulted from the different content of those terpenoids and their different
interactions with anti-AChE activity [11]. In another study, worked on anti-AChE activity of bicyclic
monoterpenoids commonly encountered in essential oils, the results pointed out that the bicyclic
monoterpenoids containing allylic methyl group showed a strong inhibition. Moreover, (+) and (-)-a-
pinene, and (+)-3-carene were observed to be the potent inhibitors of AChE as well[32]. Similarly, it
was described that a-pinene had the strongest AChE inhibition activity followed by p-pinene and
limonene on the adult rice weevil, Sitophilus oryzae [33]. Relevantly, the relatively high AChE
inhibitory activity of Pinus nigra subsp. dalmatica essential oil was explained by marked AChE
inhibitory activity of its main components, a- and B-pinene [34], which is in accordance with our data.

On the other hand, it was suggested for plant extracts or essential oils that is not always
necessarily to be only one compound responsible for these effects, which may as well be depend on
several compounds that act in a synergistic manner or on compounds which regulate one another
because essential oils are complex mixtures of components that show usually higher activities than their
isolated components; their final activities are due to the combine effects of several minor components
[35].
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Résumé

Les plantes médicinales montrent de plus en plus des effets significatifs concernant leurs pouvoirs biologiques totalement ou presque
exemptes d’effets secondaires. Pour cet objectif, deux espéces ont fait I’objet de cette étude : Ammiopsis aristidis (syn : Daucus aristidis)
(Apiaceae) provenant de Ghoufi (Batna) et Oued Arrar (Boussiada, M’sila) et Achillea santolinoides (Asteraceae) provenant de Djelfa. Les
HE ont été obtenues par hydrodistillation en utilisant un appareil d’extraction de type Clevenger. L’analyse des HE a été faite par CPG/FID
et CPG/SM. L’activité antimicrobienne des HE a été estimée qualitativement sur 6 souches microbiennes par la technique de diffusion sur
gélose puis quantitativement en déterminant la CMI. En paralléle, I’effet antioxydant des HE a été testé par la technique du DPPH et par le
test du blanchiment du fB-caroténe/acide linoléique. L’activité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase et du butyrylcholinestérase des HE a été
évaluée par la méthode d’Ellman. L’insecte Tribolium confusum a été utilisé pour tester I’effet insecticide de ces huiles. Ces derniéres ont été
également étudiées pour leurs pouvoirs dénaturants des protéines. L’analyse chimique des huiles des différentes parties d’A. aristidis de
Ghoufi et la partie aérienne de Boussdada a révélé la présence de 1’a-pinéne (entre 43.5% et 74.1%) et B-pinéne (entre 7.5% et 19.2%)
comme composants majoritaires. Les huiles des différentes parties d’A. santolinoides contiennent principalement le camphre (entre 60.8% et
62%) et le 1,8 cinéole (entre 14.1% et 15.7%). Le test antimicrobien a montré une activité allant de la résistance a la sensibilité sur
I’ensemble des souches testées. Les valeurs des CMI les plus prometteurs sont celles des huiles des feuilles d’A. aristidis et de la partie
aérienne d’A. santolinoides avec des valeurs CMI de 4.64 mg/ml et de 3.12 mg/ml contre S. aureus respectivement. L’huile des fleurs d 'A.
aristidis présente ’activité antiradicalaire la plus importante en utilisant le test de piégeage du radical libre DPPH avec un pourcentage
d’inhibition de 75.75+1.40% ; cependant, I’activité des huiles d’A. santolinoides est relativement faible par rapport a celle du BHT. Ces
huiles ont également montré une activité dose-dépendante de I’inhibition de la peroxydation lipidique et de la dénaturation des protéines. Les
huiles d’A. aristidis de Ghoufi et de Boussdada ont une activité inhibitrice de ’AChE et du BChE modérée cependant les huiles d’A.
santolinoides ont une activité anticholinesterase faible par rapport a celle de la Galanthamine. Les huiles d’Ammiopsis et d’Achillea se sont
révélées toxiques a I’égard de I’insecte Tribolium confusum (DLso: 0.13 pl/cm?et 0.10 ul/cm,? respectivement).

Mots clés: Apiaceae - Asteraceae - huiles essentielles - activité antimicrobienne - antioxydante, anticholinesteras - insecticide.
Abstract

Medicinal plants show increasingly significant capacities regarding their biological powers totally or almost free of side effects. For this
purpose, two species were studied: Ammiopsis aristidis (syn: Daucus aristidis) (Apiaceae) from Ghoufi (Batna) and Oued Arrar (Boussaada,
M’sila) and Achillea santolinoides (Asteraceae) from Djelfa. EOs of each plant was obtained by steam distillation of their different parts
using a Clevenger type extraction apparatus. The Analysis of the EOs was carried out by gas chromatography coupled with mass
spectrometry GC/FID and GC/MS. The antimicrobial activity of the EOs was estimated qualitatively on 6 microbial strains by the agar
diffusion method and then quantitatively by determining the MIC. In parallel, the antioxidant effect of the EOs was tested by the DPPH
method and the bleaching of B-carotene / linoleic acid assay. The inhibitory activity of acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase of the
EOs was evaluated by the Ellman method. The insect Tribolium confusum was used to test the insecticidal effect of the EOs. These latter
have also been the subject of the study of their denaturing power of proteins. Chemical analysis of the different parts of A. aristidis from
Ghoufi and the aerial part from Bouss&ada revealed the presence of a-pinene (between 43.5% and 74.1%) and B-pinene (between 7.5% and
19.2%) as major compounds. The oils of the different parts of A. santolinoides contain mainly camphor (between 60.8% and 62%) and 1.8
Cineole (between 14.1% and 15.7%). The antimicrobial test showed an activity ranging from resistance to susceptibility on all strains tested.
The most promising MIC values are those of leaves oil of A. aristidis and the aerial part of A. santolinoides with MIC values of 4.64 mg / ml
and 3.12 mg / ml against S. aureus respectively. The flowers oil of A. aristidis exhibits the highest antiradical activity by DPPH free radical
scavenging assay with an inhibition percentage of 75.75 + 1.40% however the activity of A. santolinoides oils is relatively low compared to
that of BHT. These oils have also shown a dose-dependent activity of the lipid peroxidation and protein denaturation inhibition. The oils of
A. aristidis from Ghoufi and Boussaada have a moderate AChE and BChE inhibitory activity, but the oils of A.santolinoides have a low
anticholinesterase activity compared to that of the Galanthamine. Ammiopsis and Achillea oils were found to be toxic to the Tribolium
confusum insect (LDso: 0.13 ul / cm? and 0.10 ul / cm? respectively).

Keywords: Apiaceae — Asteraceae - essential oils - antimicrobial activity - antioxidant activity- anticholinesterase- insecticide.



