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Extraction et Caractérisation physicochimique et biologique des huiles essentielles
extraits a partir d’une plante médicinale ( cotula cineria) de la région d’El oued

Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de 1'é¢tude du patrimoine botanique national surtout les
plantes médicinales dont une grande partie reste encore vierge et nécessite des études
approfondis, alors notre objectif sera une extraction des huiles essentielles de la partie
aérienne et les fleurs de cotula cineria, de la famille des Astracea se trouve dans la région
d'Oued Souf et 1’étude leurs propriétés organoleptique et identifier les parametres phisico-
chimiques, mesure de pH, mesure de la densité et I’indice de refraction d’une part. Et d’autre
part, mesure I’indice d’acide, I’indice d’ester, 1’indice d’iode et I’indice de saponifiquation.
Par ailleurs, I’étude de Il'activité biologique (Antioxydante en utilisant DDPH et
Antibactérienne). le rendement d’extraxtion des huiles essentielles des fleurs et de la partie
aérienne est d’environ 2,54% et 1,07% respectivement , avec la présence d’une odeur
persistante et visqueuse Artémises, avec la couleur jaune dans la partie aérienne et bleu puis
elle transforme a transparent dans les fleurs. Concernant les propriétés phisico_chimiques, on
trouve les huiles essentielles des fleurs et de la partie aérienne possédent des caractéres
basiques avec le valeur de pH 8,39 et 8,60 respective , la densité est de 0.95 et 0.90
respectivement toujours et 1’indice de réfraction est 1,33350 pour les fleurs et 1,33375 pour la
partie aérienne. L’indice d'iode est d’envion 0,0028 et 0,0054, en paralléle, I’indice d'acide
égale 0,0564 et 0,01128, I’indice d’ester ayant la valeur 1,056 et 3,915 et I’indice de
saponification de nos huiles a donné les valeurs 4,0278 et 1,112 des fleurs et la partie aérienne
respictevement. Aussi bien ’activité antioxydante, montre que les deux huiles essentielles
présentent 1Cso 45,98mg/ ml et 79,28mg /ml des huiles essentielles des fleurs et la partie
aérienne de cotula ceneria respectivement) ont une grande capacité de piéger le radical
DPPH avec la valeur de ICsy 0,04% pour I’acide ascorbique. En paralléle, 1’activité
antimicrobienne a été déterminée sur deux souches bactériennes: Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa, les résultats obtenus montrent que les deux souches testes
possédent une faible sensibilité avec différents concentrations de nos huiles essentielle (Zones
d’inhibitions d’Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa est compris entre 6 et 9 mm).
Par contre ces résultats restent tres faible par rapport I'antibiotique utilisé (Amoxyclav de
telle facon que la zone d’inhibition est entre 10 er 13 mm pour Escherichia coli et entre 13 a

15mm pour Pseudomonas aeruginosa).

Mots clés: plantes médicinales, Cotula cinerea, huiles essentielles, Activité antioxydante,

Activité antibactérienne.



Extraction and Physicochemical and Biological Characterization of Essential Oils

Extracted from a Medicinal Plant (Cotula Cineria) in EI Oued Region

summary

This work is part of the study of national botanical heritage especially medicinal plants,
much of which remains untouched and requires in-depth studies, so our goal will be an
extraction of essential oils from the aerial part and the flowers of cotula cineria, from the
family of Astracea is found in the region of Oued Souf and the study their organoleptic
properties and identify phisico-chemical parameters, pH measurement, density measurement
and refractive index on the one hand . And on the other hand, measure the acid number, the
ester index, the iodine number and the saponification index. Moreover, the study of biological
activity (Antioxidant using DDPH and Antibacterial). the extractive yield of the essential oils
of the flowers and the aerial part is about 2.54% and 1.07% respectively, with the presence of
a persistent and viscous scent Artémises, with the yellow color in the aerial part and blue then
she turns to transparent in the flowers. Regarding phisicochemical properties, we find the
essential oils of the flowers and the aerial part possess basic characters with the value of pH
8.39 and 8.60 respectively, the density is 0.95 and 0.90 respectively and the refractive index is
1,33350 for the flowers and 1,33375 for the aerial part. The iodine number is about 0.0028
and 0.0054, in parallel the acid number is 0.0564 and 0.01128, the ester number being 1.056
and 3.915 and the saponification index of our oils gave the values 4,0278 and 1,112 of the
flowers and the aerial part respictevement. As well the antioxidant activity, shows that the two
essential oils present IC50 45.98mg / ml and 79.28mg / ml of the essential oils of the flowers
and the aerial part of cotula ceneria respectively) have a great capacity to trap the radical
DPPH with the value of 1C50 0.04% for ascorbic acid. In parallel, the antimicrobial activity
was determined on two bacterial strains: Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, the
results obtained show that the two strains tested have low sensitivity with different
concentrations of our essential oils (Escherichia coli inhibitory zones and Pseudomonas
aeruginosa is between 6 and 9 mm). On the other hand, these results remain very low
compared to the antibiotic used (Amoxyclav so that the zone of inhibition is between 10 and
13 mm for Escherichia coli and between 13 and 15 mm for Pseudomonas aeruginosa).
Key words: medicinal plants, Cotula cinerea, essential oils, antioxidant activity, antibacterial

activity.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'nomme utilisé les plantes trouvees dans la nature,
comme aliments, abris et matieres principales pour le maintien de sa beauté et le soin de sa
sante et pour traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006). selon I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS, 2003), environ 65-80% de la population mondiale a recours au médicine
traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et

du manque d'acces a la médecine moderne (MA et al., 1997).

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basées sur les cultures in
vivo et in vitro de tissus végétaux. lls sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués

dans de nombreux processus physiologiques (Boizot et Charpentier, 2006).

Les huiles essentielles sont par définition des métabolites secondaires produits par les
plantes comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Cseke et Kaufman,
1999).

L’Algérie est I'un des pays méditerranéens qui constitue un véritable réservoir
phytogénétique et qui a une longue tradition médicale et un savoir-faire ancestral a base des
plantes médicinales. Selon Kaddem (1990), L’étude de la médecine traditionnelles et du
traitement par les plantes est particulierement intéressante en Algérie pour la richesse

floristique, et la persistance de 1’'usage des plantes par une proportion de la population.

L’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydante et antimicrobienne
demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation
rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces plantes

représentent une nouvelle source de composés actifs (Teixeira Da Silva, 2004).

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces dernieres années l'attention s'est
portée sur l'activité antioxydante en raison du réle gu'elle joue dans la prévention des maladies
chroniques telles que les pathologies du coeur, le cancer, le diabéte, I'hypertension, et la
maladie d'alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour et al., 2013). Aussi la maitrise
des infections bactériennes devient complexe du fait que de nombreuses bactéries ont
développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a constitué un probleme de santé

important a 1’échelle mondiale (Benbrinis, 2012).Les vegétaux furent de plus en plus utilisés
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pour I'extraction des substances physiologiquement actives ou pouvant étre transformées en

médicament. Mais avec l'introduction de la chimiothérapie.

Le stress oxydatif est di a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire
déclenchant des maladies et dysfonctionnements physiologiques trés graves. Ce désequilibre
peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogéne d’agents pro-oxydants ou une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, pollution...)
(Smirnoff, 2005).

Comme on peut le constater, la recherche de substances naturelles a activité antibactérienne et

antioxydant issue de plantes constitue un enjeu scientifique important.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est d’étudier
les activités antioxydantes et antimicrobiennes des huiles essentielles de la partie aérienne de

cotula cineria
Le présent manuscrit est réparti en deux parties :
1 ere Partie :

la partie théorique, ou on a cité des généralités sur la plante , les activités antioxydantes et

activités antimicrobiennes des huilles essentielles , ainsi que leurs modes d’action.
2éme partie :
v La préparation de cotula cineria par méthode d’extraction de hydrodistilation.

v/ L’¢évaluation de [D’activité antioxydante par les tests de DPPH.et antibactérienne
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l. Les plantes médicinales et la phytotherapie

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I'hnomme, au travers des
ages,I’lhomme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base : nourriture,
vétements (Gurib-Fakim, 2006). Le monde des végetaux est plein de ressources d'ou I'homme
puise non seulement sa nourriture mais aussi des substances activesqui procurent souvent un

bienfait & son organisme parfois affecté de troubles insidieux (Baba-Aissa, 2000).

Selon OMS (Organisation Mondiale de la Santé) plus de 80% de la population mondiale
ont recours a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problémes de la santé
(Farnsworth et al., 1986).

En effet sur les 300 000 especes végétales recensées sur la planéte plus de 200 000 especes

vivent dans les pays tropicaux d’Afrique ont des vertus médicinales (Millogo et al., 2005).
1/ Définition Les plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est tres simple. En fait il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végetales dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses
(Farnsworth et al., 1986).

Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce
qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré l'influence croissante du

systeme sanitaire moderne (Elgaj et al., 2007).
2/ Mode d’emploi des plantes médicinales

Les trois principes ¢lémentaires de préparation des plantes sont : I’infusion, la décoction, et

la macération.

Infusion : consiste a verser les plantes dans I’eau bouillante, un temps plus ou moins long,
trois a dix minutes. Elles sont réservées aux fleurs fragiles, aux plantes fortement aromatiques,

aux graines mucilagineuses (Pierre et Lys, 2007).

Décoction : les plantes sont versées dans 1’eau froide et portées a ébullition un temps plus
au moins long. Deux ou trois minutes pour tiges, les feuilles, les fruits, cing minutes ou plus pour

les écorces et les racines (Pierre et Lys, 2007).
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Macération : le liquide de macération peut étre 1’eau, de 1’alcool, du vin, du vinaigre. Pour
I’eau, les plantes sont versées dans le liquide froid ou tiéde pendant quelques heures (10 ou 12
heures, en principe). Les macérations a I’eau ne doivent pas dépasser une douzaine d’heures par
risque d’oxydation et de fermentation du liquide. Pour 1’alcool, le vin, le vinaigre, 1’huile, cette

maceration peut se prolonger plusieurs jours sans inconvénient (Pierre et Lys, 2007).
3/ Le pouvoir des plantes

L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes, depuis
XVIlleme siécle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et a isoler les substances
chimiques qu'elles contiennent. On considére les plantes et leurs effets en fonction de leurs
principes actifs. La recherche des principes actifs extraits des plantes est d'une importance

capitale car elle a permis la mise au point de médicaments essentiels.

Aujourd'hui les plantes sont de plus en plus utilisées par I'industrie pharmaceutique, il est
impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre la malaria ou sans la
diagoxine qui soigne le cceur, ou encore l'éphédrine que l'on retrouve dans de nombreuses

prescriptions contre les rhumes (Iserin et al., 2001)
4 | Efficacité des plantes entiéres

La phytothérapie a la différence de la médecine classique, recommande d'utiliser la plante
entiere, appelée aussi "totum™ plutdt que des extraits obtenus en laboratoire. Une plante entiere
est plus efficace que la somme de ses composants, les plantes contiennent des centaines voire des

milliers de substances chimiques actives (Iserin et al., 2001).
5/ Définition de la Phytothérapie

Traitement ou prévention des maladies par l'usage des plantes, la phytothérapie fait partie

des médecines paralléles ou des médecines douces (Strang, 2006).

La phytothérapie correspond a [I’utilisation des plantes et de leurs extraits a
titrethérapeutique. La médecine traditionnelle correspond a 1’utilisation de substances diverses,

dont les plantes selon des régles issues de la tradition (Boukhobza et Goetz, 2014).

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siecles comme remédes pour les
maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeurs thérapeutique (Nostro

et al., 2000).

La phytothérapie actuelle a pris ses lettres de noblesse a partir des années 1980. Elle

renait grace a la « vague ecologique » mais aussi grace a la performance des recherches

4
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scientifiques. Ainsi la phytothérapie actuelle permet d’étre une thérapeutique par elle seule ou
une thérapeutique tres complémentaire a la médecine la plus moderne (Boukhobza et Goetz,
2014).

6 / Différents types de la Phytothérapie

Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces huiles

sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau (Strang, 2006).

L’efficacit¢ thérapeutique des huiles essentielles tient a leurs compositionschimiques
extrémement puissante et complexe. Il existe deux groupes, qui sont caractérisés par des origines
distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le groupe des comp0sés aromatiques dérives
du phénylpropane (beaucoup moins fréquents) d’autre part elles peuvent également renfermer
divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatils
(Bruneton, 2009).

Gemmothérapie : se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de

végétaux tels que les bourgeons et les radicelles (Strang, 2006).

Herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus
ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la plante entiére,
soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples,
le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi

sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante séche que le sujet avale (Strang, 2006).

Homéopathie : a recours aux plantes d'une facon prépondérante, mais non exclusive ;
les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale
(Strang, 2006).

Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés
en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentes sous forme de

sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats...(Strang, 2006).
7 | Les avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de

multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps a I'exception de ces cent derniéres années,
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les hommes n'ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes,

rhume ou toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria.

Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité
des medicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et

leur résistent de plus en plus.

La phytothérapie qui repose sur des remédes naturels est bien acceptée par I'organisme,
et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques comme

I'asthme ou l'arthrite (Iserin et al., 2001).
8- Famille Astéracées (Composées)

La famille des composées (Compositae = Asterceae) est une des plus vastes dans le régne
végétale (Bouziane, 2002), Famille de loin la plils importante de notre territoire puisqu'elle
renferme 408 espéces réparties en 109 genres (Quezel et Santa, 1962). Les deux caractéristiques
essentielles de la famille sont groupement des fleurs en capitules et soudure des étamines par leurs
antheres. Le capitule est entouré par des piéces appelées bractées dont I'ensemble forme
I'involucre, ces bractées sont généralement sur plusieurs rangs et étroitement imbriquées. A
I'intérieur de l'involucre, les fleurs sont insérées c6te a cbte sur un réceptacle généralement plan ou
un peu bombé, parfois convexe, chez une partie des genres, elles sont séparées par des paillettes
membraneuses ou dures, les fleurs sont généralement dissemblables dans un méme capitule, celles
du centre ayant a la fois étamines et pistil tandis que celles de la périphérie sont ordinairement
uniquement femelles. La corolle peut étre en forme de tube terminé par cing dents représentant la
partie libre des pétales, ou bien en forme de languette constituée par I'ensemble des pétales rejetés
d'un méme cbté, les fleurs en languette, dites ligules, occupent la périphérie du capitule (sauf dans

la sous-famille des liguliflores ou les fleurs sont toutes en languette) (Ozenda, 1977).

8-1 Repartition géographique de la famille des Astéracées

Il est relativement facile de résumer la répartition géographique des Astéracées, la
famille se retrouve sur tous les continents sauf I’Antarctique. Cela signifie que plus de 23000
especes de la famille ont eu un succés extraordinaire en se dispersant dans de nouveaux habitats et
en s'établissant. Une fois établis, ils sont spécifiés et rayonnés dans les nombreux ses formes que

nous voyons maintenant. Dans cette occurrence générale sur le globe, les tribus d'Astéracées ont

6
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tendance a avoir au moins des concentrations continentales. Les tribus typiquement du nouveau
Monde comprend raient Eupatorieae, Heliantheae, Helenieae, et Mutisieae. Les trois premieres
tribus ont ensemble de plus grandes concentrations des taxons en Amérique du Nord et en
Ameérique centrale, méme si toutes ont un nombre considérable d'espéces en Amérique du Sud
aussi. Mutisieae, cependant, sont clairement centrées dans le sud de I'Amérique du Sud et sur la
zone andine. (Ozenda, 1977).

Les tribus qui sont clairement centrées dans le vieux Monde comprendraient
Anthemideae, Arctoteae, Calenduleae, Cynareae et Inuleae. Les Inuleae sont particulierement
diversifiées en Afrique du Sud et en Australie. Les Anthemideae se produisent de préférence dans
la région méditerranéenne et en Europe et en Asie en général. Calenduleae et Arctoteae sont
largement trouvés en Afrique du Sud. Les Cynareae sont les plus concentrés dans la région
Méditerranéenne ne suivie par I'Europe et I'Asie. Les Vernonieae sont plus abondants dans le

nouveau Monde, mais de nombreux taxons se produisent également dans I'ancien Monde,

En Afrigue tropicale et en Afrique du Sud et en Asie tropicale. Les astéries sont presque
deux fois plus abondantes dans le nouveau Monde, surtout au Mexique et aux Etats Unis, mais
elles sont aussi des concentrations en Afrique du Sud et en Australie. Les Senecioneaes ont réparti
presque uniformément sur les deux grandes arenes de la terre. Dans I'ancien Monde, la tribu est la
plus répandue dans la région Méditerranéenne, en Europe-Asie et en Afrique du Sud. Dans le
nouveau Monde, la tribu se trouve abondamment au Mexique et la région andine au Chili. Les
Lactucées sont concentrées dans I'némisphere nord, sur tout dans I'ancien Monde. Dans certains
continents, les Astéracées se retrouvent presque partout dans presque et ou les habitats
imaginables. En regle générale, cependant, la famille est plus abondante dans les régions
tempérées ou dans les régions plus froides, plus élevées d'élévation des tropiques. Peu de membres
de la famille aiment les foréts tropicales humides chaudes, bien que certaines soient trouvées la.
Seules quelques espéces sont aquatiques, mais de nombreux taxons se rencontrent dans les déserts,
les montagnes jusqu'a la ligne des bois, les vallées, les bords des riviéres, les affleurements

rocheux perturbeés, les foréts et presque par tout (Bremer, 1994).
8-2 Genre Cotula :

Ce genre compte quelques 80 espéces d'annuelles et de vivaces, dont quelques-uns
partiellement aquatique, sont répandues dans de nombreuses région tempérée de I'hémisphére Sud
de I'Afrique, Australie et a I'Amérique du Sud. Les petites feuilles tendres sont souvent

profondément découpées. Et les petits capitulesressemblent a des boutons sans rayon. Bien que les
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bractées forment parfois un cercle autour du disque jaune pur ou creme. Ce genre est représenter

par trois espéces dans I'Algérie Parmi lesquels Cotula cinerea (Ozenda, 1977).
8-3 Etude de I’espéce Cotula cinerea
8-3-1 Description botanique de Cotula cinerea

C’est une petite plante annuelle d’aspect laineux de 5 a 15 cm enti¢rement tomenteuse. Les
tiges sont dressées ou diffuses. Les feuilles et les tiges vert-blanchatre sont recouvertes de petits
poils denses qui forment comme un manteau de velours. Les feuilles petites, entiéres épaisses et
veloutées sont découpees en trois a sept dents ou 'doigts' qui se présentent comme une main
Iégerement refermée. Les fleurs sont de petits demi pompons jaune d'or au bout d'une courte tige.
C’est une espéce Saharo-arabique commune dans tout le Sahara et les lieux sablonneux

désertiques (Quezel et Santa 1963).

Photo 01 : Vue générale de ’espéce Cotula cinerea (Bouziane, 2002).

8-3-2 Position systématique

La détermination de la position taxonomique de I’espéce végétale Cotula cinerea Del. dans
la classification systématique botanique a été faite selon (Quezel et Santa, 1963). Elle est la

suivante :
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Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Endicots

Sous classe : Astéridees

Ordre : Astérales

Famille : Astéracées ou Composées

Genre : Cotula

Espéce:Cotula cinerea Del., syn: Brocchia cinerea (Del.)

Noms vernaculaires : Chouihia ,Chihia ou Robita (Quezel et Santa 1963), Al gartoufa

8-3-3 Répartition géographique

L’espece Cotula cinerea est trés rencontrée dans toutrégion saharienne de I'Algérie, elle

pousse dans les ergs et les sols peu ensablés. Ou elle est connue sous le nom de chouihia (ou
parfois chihia). Cotula cinerea est aussi connue dans les régions sahariennes d’Egypte et du
Maroc (Bouziane, 2002).

8-3-4 Composition chimique de la plante

On y trouve des flavonoides isolés chez Cotula cinerea sont : flavone O- et C-glycosides,
flavonols glycosides et quercetagétine 3, 6, 7-triméthyl éther, lactones sesquitérpeniques, les
glaucolides (Metwally et al., 1986)et les coumarines sesquiterpéniques (Greger et Hofer,
1985).

8-3-5 Propriétés et usages thérapeutiques

Cette espece est largement utilisée en médecine traditionnelle marocaine pour ses propriétés
biologiques comme les activités anti-inflammatoire, analgésique, antiseptique, antibactérienne,
antipyrétique et contre les larves, (Markouk et al., 1999 ; Larhsini et al., 2002). Dans le Sahara
algérien plus précisément a Ouargla, cette plante est destinée contre la colique, la diarrhée, la

toux, le rhumatisme et la stérilité (Hammiche et Maiza, 2006).
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I1. Les huiles essentielles
1. Généralités sur le métabolisme secondaire

Les meétabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres
interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogénes, comme agents
allélopathies ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits (Judd et al, 2002).

En général, les termes, métabolites secondaires, xénobiotiques, facteurs antinutritionnels,
sont utilisés pour déterminés ce groupe, il existe plus de 200.000 composés connus qui ont des
effets antinutritionnels et toxiques chez les mammiféres. Comme ces composés ont des effets
toxiques, leur incorporation dans I’alimentation humaine peut étre utile pour la prévention contre
plusieurs maladies (cancer, maladies circulatoires, les infections viral...), car la différence entre
toxicité et effet bénéfique est généralement soit dose ou structure- dépendant (Makkar,
Siddhuraju et Becker, 2007).

2. Les huiles essentielles
2.1 Définition

Les huiles essentielles sont définies comme étant des produits de composition chimique
assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins
modifiés au cours de la préparation. Ils sont des composants liquides et hautement volatiles
des plantes, marqués par une forte et caractéristique odeur, les terpenes (principalement les
monoterpenes) représentent la majeure partie (environ 90%) de ces composants (Hamdani,
2012). La plupart des composants des HEs sont inclus dans deux groupes : les terpénoides et
les phénylpropanoides mais ces derniers sont moins fréquents par rapport aux terpénoides.
Les HES ne contiennent pas de corps gras (lipides) (Hamdani, 2012 ; Khenaka, 2011). Sont

obtenus par distillation par la vapeur d’eau (Rakotonanahary, 2012)

Les norme francaise AFNOR NF T75-006 définit 1’huile essentielle comme: « un

produit obtenu a partir d’une maticére premicére végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit

11
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par des procédes mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, et qui sont séparés de la phase

aqueuse par procédes physiques » (Garnero, 1996)
2.2 Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des méelanges complexes dont les constituants sont presque
exclusivement de deux types : des composés terpéniques d’une part et des composés
aromatiques, d’autre part (Ghestem et al., 2002). Elles peuvent également renfermer divers
produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatiles (Bruneton,

2009).
2.2.1. Composés terpéniques

Les terpenes constituent une famille de composés largement répandus dans le regne
végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une
unité isoprénique a 5 atomes de carbone (C5H8) (Figure 01) reconnu par Reverchon et ses
collaborateurs dés 1995. Cet isopréne est la base du concept de la "régle isoprénique™ énoncée
par Judd et complétée par Julsing 2006. Cette régle considere le diphosphate d’isopentényle,
désigné sous le nom d’isopréne actif, comme le véritable précurseur de la molécule terpénique ;

d’ou le nom d’isoprenoides sous lequel on les désigne également (Bruneton, 2009).

CH,

|
C

Figure 01 : Structure de la molécule d’isopréne (Lamarti et al., 1994).

Les composes terpéniques sont représentes principalement par les terpenes, les plus

volatils des monoterpenes (C10) (Figure 02) et des sesquiterpénes (C15) dont L’unité de base

12
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étant une molécule d’isopréne. Plusieurs milliers de composés ont été décrits et sont classés
selon leur nombre de cycle (composés acycliques, mono- et bicycliques) et selon la nature des

fonctions qu’ils portent (alcool, aldéhyde, cétone, ester, éther-oxyde...) (Ghestem et al., 2002).

Crtronellol Geramol Carvacrol Thymol

g i\“w (Aj"" ?m

Figure 02 : Structure chimique de certains monoterpénes (Bakkali et al., 2008)

2.2.2. Composés aromatiques

Les composés aromatiques sont des dérivés du phénylpropane (C6-C3) et beaucoup
moins fréquents. Ce sont tres souvent des allyles et des propénylphénols parfois des aldéhydes. On
peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composes en (C6C1) comme le Benzéne,

Toluéne ou comme 1I’Ethyl-benzéne (Figure 03)(Ghestem et al., 2002).

|:|H. H!L"-—EH.
CH C C
I:H--d 1::q}l':-'H I:H-FF ECH CHE %CH
| I | | | |
HEH ﬁl_'.H HCH __;:_CH HE""‘-\-\.._\_ {‘_EH
CH CH CH
Banzana Toludns Ethyl-banzéna

Figure 03: Structure de quelques composés aromatiques (Bruneton, 2009).

3. Localisation des huiles essentielles dans la plante
Les huiles essentielles sont retrouvées chez les Spermaphytes qui inclus les Myrtaceae,
Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae,

Piperaceae, etc. (Rakotonanahary, 2012).

Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs, feuilles, des écorces,

des bois, des racines, des rhizomes, des fruits, des graines (Figueredo, 2007).
13
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4. Propriétés physico-chimiques

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment un

groupe tres homogene, qui a des propriétés communes représentées dans les points suivants

*Les huiles essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles, ce

qui les différencie des huiles dites fixe

* Elles sont plus ou moins colorées

* Elles peuvent conférer leur odeur a 1’eau.

*Leur densité est en général inférieure a celle de 1’eau.

*Leur indice de réfraction et pouvoir rotatoire sont tres eleves.

* Elles sont entrainables par la vapeur d’eau, soluble dans 1’alcool, 1’éther et les huiles

fixes, mais insolubles dans I’eau.

* Elles sont altérables, sensibles a I’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant
lieu a la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri de la lumiere et

de I’air (Rakotonanahary, 2012 ; Laib, 2011).

5. Biosynthése des huiles essentielles

Les huiles essentielles, se composent généralement de :

* Matériaux volatiles synthétisés via le précurseur IPP (Figure 04), consistent en des
mélanges complexes se composants des mono-sesquiterpenes hydrocarbonés et des matériaux
oxygénés dérivés d’eux. La biosyntheése des terpenoides dans cette voie implique I’addition de
’unité isopréne avec son isomere pour former le geranyl diphosphate (GPP, C10), condensé avec
une autre unité IPP forment le diphosphate de farnesyl (FPP, C15) a I’origine des sesquiterpenes.

Les précurseurs parentaux compte tenu de la modification structurale par I’oxydation, la

14
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réduction, 1’isomérisation, 1’hydratation, la conjugaison et /ou d’autres transformations donnent

une variété de terpénoides (Dubey et al., 2003),

* Phényl-propanoides qui sont des métabolismes secondaires issus de la voie de I’acide
shikimique, spécifique du regne végétal. a partir de la phénylalanine, a la synthése d’une grande
variété de composés phénoliques tels que la lignine, les flavonoides et les coumarines

(Hatanaka et al., 1987).

Isopentenyl diphosphate Isomérase Dimethylallyl diphosphate
(IPT‘ S ](DMAP ) Hemiterpenes

(Isoprénes)

Ea A R hang s Meémbolite n{:enx'les (ex Cytokaninas)
o St — > NMongterpéne

Bhsias*zzsus‘
=t : {GPE,. Cio) Huile
i X J FPP syuthase (+ IPP) Essentielle

GPP synihase

Sqg <«———— FEzmasvyl diphosphate ————  Sesquiterpéne
- (EPP.C15)
Saponme

l GGPP synthase (+ IPP)
Geranylgeranyl diphosphate —— A
(GGPP. C2)
l(+ IPP)n
Polvterpénes

Figure 04 : Synthése de différentes classes terpéniques chez les plantes via la voie d’IPP

(Dubey et al., 2003).

6. Conservation des huiles essentielles

L'instabilité relative des molécules constitutives des huiles essentielles rend leur
conservation délicate (Bruneton, 1993). Trois facteurs interviennent dans l'altération des huiles

essentielles :

La température :obligation de stockage a basse température (entre 8 °C et 25 °C),La
lumiere : stocker dans I'obscurité et dans un récipient opaque, brun de préférence et L'oxygene :
les flacons doivent étre entiérement remplis et fermés de fagon étanche, il est possible de recourir

a l'adjonction d'antioxydants. La durée de conservation admise est de 2 a 5 ans.
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7. Toxicité des huiles essentielles
La toxicité des huiles essentielles est moins investiguée. En régle générale, les huiles
essentielles d’usage commun ont une toxicité par voie orale faible ou trés faible avec des DLs
supérieures a Sg/kg. Chez ’'Homme des intoxications aigues sont possibles. Les accidents
graves, les plus souvent observés chez les petits enfants, sont provoqués par 1’ingestion en

quantité importante d’huiles essentielles (Laib, 2011).

8. Utilisation des huiles essentielles
Le role des huiles essentielles dans la physiologie de la plante reste encore mal connu.
Toutefois, les parfums émis jouent un réle attractif pour les insectes pollinisateurs Les huiles
essentielles ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales et antiparasitaires. Dl
leurs vaste utilisation dans les domaines pharmaceutique, alimentaire, cosmétique et
thérapeutique (Tableau 01) (Paris et Hurabielle, 1981). Néanmoins, une seule huile peut

avoir plusieurs utilisations a la fois (Laib, 2011).

Tableau 01 : Présent I’utilisation thérapeutique de HES de la plante

Basilic Diminue 'anxiété. améliore la concentratio

De la digestion, soulager les maux de téte

Ameliore la circulation, soulage les

Citron problémes respiratoires

Eucalyptus Soulage les thumes, problémes respiratoire:
Les douleurs.
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9. Activités biologiques des huiles essentielles

9.1- Propriétés antibactériennes

Les HEs les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes appartiennent aux
Labiatae : origan, thym, sauge, romarin et clou de girofle sont d’autant de plantes aromatiques a
HE riches en composés phénoliques comme 1’eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces COmposés
possédent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus actif de tous, reconnu pour
étre non toxique, il est utilisé comme agent de conservation et arbme alimentaire dans les
boissons, friandises et autre préparations. Le thymol et 1’eugénol sont utilisés dans les produits
cosmétiques et, alimentaires. Ces composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre de
bactéries : E-coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium

spp, Helicobacter pylori (Pauli, 2001).

9.2- Propriétés antioxydantes

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
(Richard F, 1992). Lorsque I’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes de
propriétés selon le niveau de leur action : une activité primaire et une activité préventive
(indirecte). Les composés qui ont une activité primaire sont interrompus dans la chaine
autocatalytique de 1’oxydation (Multon, 2002). En revanche, les composés qui ont une activité
préventive sont capables de retarder 1’oxydation par des mécanismes indirects tels que la

réduction d’oxygeéne (Madhavi et al., 1996).

Des études de 1’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a
I’ Alimentation (RESALA) de ’INRS-IAF, ont montré que I’incorporation des huiles essentielles
directement dans les aliments (viandes hachées, 1égumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou

I’application par vaporisation en surface de 1’aliment (piéce de viande).
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1. Validation de P’activité biologique des plantes médicinales
Les outils du chercheur se sont tellement perfectionnés et ce d’une maniereexponentielle,
que toutes les méthodes ont été bouleversées. Tant en chimie qu’en pharmacologie des
substances naturelles, que dans le domaine des biotechnologies, les récents développements
techniques ont déterminé trois approches différentes, ce sont celles de la chimie, de la

pharmacologie et des biotechnologies.

Les recherches chimiques sur les substances naturelles s’appuient sur destechniques de
séparation des constituants (chromatographie) et de leur détermination structurale
(spectrographie). Aujourd’hui, les multiples possibilités de chromatographie sur des supports de
plus en plus différenciés permettent d’isoler sans difficultés insurmontables des produits
autrefois inaccessibles. Il y a eu accroissement considérable de la puissance et de la finesse
d’analyse. La détermination de structure des molécules est donc de plus en plus facile, mais elle
devient aussi, et de plus en plus, I’affaire de spécialistes maitres de tous petits créneaux

techniques, et nantis d’un matériel tres onéreux.

Le chercheur doit aussi étudier I’activité des plantes médicinales et de leursextraits et donc,
tenter de plus en plus de sélectionner les plantes en fonction de leuractivité biologique, ensuite se
préoccuper de garantir a 1’utilisateur une sourcepermanente et suffisante de principes actifs, sans

détruire les gites naturels productifs.

1.1. Généralités sur Pactivité antioxydante

L’oxygene moléculaire est un élément crucial pour les organismes vivant en aérobiose,
parce qu’il permet de produire de I’énergie en oxydant la matiére organique. Cependant, une
partie de cet oxygéne moléculaire (environ 1 a 2 %) peut capter d’une maniére univalente un
électron conduisant a la formation des especes partiellement réduites et fortement toxiques

appelées les radicaux libres ou encore les espéces réactives de I’oxygene (ERO) (Baudin, 2006).
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La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de
moléculesbiologiques : oxydation de ’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, mais aussi
deslésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites

libérésnotamment lors de I'oxydation des lipides (Favier, 2003).

D’apres Halliwel (1994), un antioxydant est toute molécule endogene ou exogéne présente
enfaible concentration qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire 1’ampleur de
ladestruction oxydante des biomolécules. Contrairement aux enzymes antioxydantes,
unemolécule d’antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau,

cettemolécule d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes (Dacosta, 2003).

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposeés.
Ellesincluent : la vitamine E, 1’acide ascorbique, le p-carotene, les flavonoides, les

composésphénoliques...etc. (Kohen et Nyska, 2002).

1.1.1. Stress et Radicaux libres

1.1.1.1.Définition du stress

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la génération des EOR et la capacité du corps
ales neutraliser et a séparer les dommages oxydatifs (Boy et al., 2003). 1l correspond a une
perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et Barouki, 1999). Ce qui conduit a des

dommages cellulaires irréversibles (Pincemail et al., 1999)
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Oxidative stress

ROS physiclogicel levels 065 lacking

Hydrogen peroxide

Figure 05 : Déséquilibre de la balance entre anti-oxydants et pro-oxydants (Gueye, 2007)

1.1.1.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) capables d’une
existence indépendante (d’ou le terme libres), portant un ou plusieurs électron(s) libre(s) non
apparié(s) sur leurs couches externes (Lehucher-Michel et al., 2001). Cette propriété rend ces
éléments trés réactifs du fait de la tendance de leurs électrons célibataires a se réapparier, leurs
constantes de vitesse reactionnelle sont tres élevées pouvant aller de 105 a 1010 mol-1. L. s-1

(Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

L’appellation ROS inclut les radicaux libres de 1’oxygeéne : anion superoxyde (O2e-),
radical hydroxyle (OH¢) mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est

importante tels que le peroxyde d’hydrogéne (H,0,).
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A coté des ROS, il existe des ERN (espéces réactives nitrogénées) dont lereprésentant
majeur le NOe. C’est un agent vasodilatateur. Il est synthétisé par les NOsynthases (NOS). Le
NO- est un radical peu réactif mais peut se lier aux radicauxlibres oxygénés pour former des

molécules plus toxiques comme les peroxynitrites. (Orban et al., 2007)

Figure 06 : Les différents types des especes réactives (Fontaine, 2009).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires

Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 0," Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Radical hydroxyle OH’ Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO Acide hypochlorique HOC1
Radical alkoxyle RO Oxygene singulet 0,
Monoxyde d’azote NO Peroxynitrite ONOO

1.1.1.3. Quelques sources des radicaux libres

e Lessources exogenes

1- L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents capables de donner
naissance a des radicaux libres telles que le goudron, le tabac et les polluants
industriels participent également a la genése de radicaux libres (Minzel et al., 2006,

Diirackova, 2008).

2- Les rayonnements X ou y peuvent par différents mécanismes faire apparaitre des
radicaux libres en scindant la molécule d’eau en deux radicaux. (Desikan et al., 2003;

Lykkesfeldt et Svendsen, 2007).

e Les sources endogenes

1- L’une des sources physiologiques majeures de O2e- est représentée par la chaine
respiratoire mitochondriale. Elle est une source permanente d’ERO, elle les produirait

en deux sites de production : les complexes I et 11 (Garcia, 2005).
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2- La xanthine oxydoréductase (XOR) est une enzyme qui génére les ERO en réduisant
I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique, I’oxygéne moléculaire agit comme un
accepteur d’¢lectrons produisant ainsi I’anion superoxyde. La XOR joue un role crucial dans la

génération de 1’0O2¢- et de H,0, (O’Mahony et al., 2013).

Xanthine + 2 0, + H,0 —— Acide urique + 2 0, + 2H

Cette enzyme est présente dans le sang, les cellules endothéliales des capillaires sanguins
et de facon tres importante dans le foie et les intestins. La localisation cellulaire de la xanthine

oxydase est principalement cytoplasmique (Quiney et al., 2011).

3- Les ions métalliques, comme le fer et le cuivre sous leurs formes réduites, sont de
remarquables promoteurs du processus radicalaires in vitro : ils transforment I’H,O, en OHe. Les
destructions cellulaires (hémolyse, cytolyse hépatique) pouvant donc engendrer un stress
oxydant par la libération des métaux. La formation du OHe, le radical libre le plus réactif, a partir

du H,0, en présence de fer ferreux est dite réaction de Fenton (Fontaine, 2007).

H.0, + Fe** — 5 OH® + Fe’" + OH"

{5 L L |

Pt Mgt e e

iMisrrm ol e rivali
el oE i ree s l:!-|---r=-|-\-l.-.n-|ll.-- o= |II"'| 0 PR ] e |I'|:lI-CIII|L'I'I:
wllr b se=s

Figure 07 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I’oxygene
iimpliqueés en biologie (Favier ,2003)
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1.1.1.4. Implications pathologiques du stress oxydatif

Le stress oxydatif est impliqué dans de tres nombreuses pathologies (Figure 07) comme
facteur déclenchant ou associé a des complications (Favier, 2003). Il peut étre associé a
I’athérosclérose, 1’asthme, [’arthrite, la cataractogénése, 1’hyperoxie, 1’hépatite, 1’attaque
cardiaque, les vasospasmes, les traumatismes, les accidents vasculaires cérébraux, les pigments
d’age, les dermatites, les dommages de la rétine, les parodontites et les cancers (Cohen et al.,
2000; Packer et Weber, 2001). Néanmoins, la plupart des maladies induites par le stress
oxydant apparaissent avec l'dge car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et

augmente la production mitochondriale des radicaux (Favier, 2003)

Gastro-intestinale TFil Peau Cor

- Hepatite . Cataractogénese . Dermatites . Attaque du cceur
- Dommage hepatique . Dommage rétinal . Pigments d’dge

Nt ot

Dents «—— Espéces réactives oxygénées —» Articulations

. Parodontite / l l \ . Arthrite

Vaisseaux Défaillance multiorgane  Cerveau Poumons
. Athérosclérose . Cancer . Traumatisme . Asthme

. Vasospasmes . Accident vasculaire . Hyperoxie
cérébrale

Figure 08 : Les pathologies associées aux especes réactives oxygénees (Lee et al.,2004).

1.1.2. Ssystémes de défenses antioxydants
Un antioxydant peut étre défini comme tout substance qui est capable, a
concentrationrelativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et

ainsi retarderou empécher 1’oxydation de ces substrats (Droge, 2002).
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Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenantdes
enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques. Mais aussi a des petites molécules
hydroouliposolubles.Les systémes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action,

leurlocalisation cellulaire et leur origine (Delattre et al., 2005).

1 ndes enzymes essentielies
] Superoxyde Dismutase (SOD), catalase, glutathion peroxydase (GPx I

2) Les molécules piégeuses d'électrons

l Les vitamines A, E, C, béta caroténe, flavonoides, oligo-€eléments... |

Figure 09 : les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Menvielle-Bourg, 2005).
1.1.2.1.Antioxydants enzymatiques :

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué principalement de trois
enzymes : le superoxydedismutase (SOD), lacatalase et la glutathion peroxydase (GPx)
(HELENA L et al, 2000) Ces enzymes ont une actioncomplémentaire sur la cascade radicalaire
au niveau du superoxyde et du peroxyded’hydrogene, conduisant finalement a laformation d’eau

et d’oxygene moléculaire (ABDELGHAFOUR, 2003).

v’ Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases ou SOD sont des antioxydants enzymatiquesubiquitaires. Ces
métalloprotéines représentent 1’une des premiéres lignes de défense contre lestress oxydant en
assurant 1’élimination de 1’anion superoxyde O2e- par une réaction dedismutation en le
transformant en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygeéne moléculaire selon laréaction suivant:

(Haleng et al., 2007).
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0," +2H SOD > O; + H,0:;

Ces enzymes accélerent la vitesse de cette réaction spontanée rendant tres rapide
ladisparition du superoxyde mais en générant le peroxyde d’hydrogéne. Celui-ci est un
composéoxydant diffusible et dangereux a distance (Goudable et Favier, 1997) mais il peut

étreultérieurement catabolisé par la catalase et les glutathion peroxydases.

v’ Catalase

La catalase est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyded’hydrogene
produit dans les condition physiologiques (Niki et al., 2007). Présente en particulier dans les
hématies et les peroxysomes hépatiques. La Catalase est formée de quatre sous-unités, chaque
sous-unité comporte un groupementFerri rotoporphyrine dans son site actif avec un atome de Fer
a 1’état Fe 3+et une molécule deNADPH. La fixation du NADPH par la catalase lui confére une

protection contre I’attaque del’H,0O, (Delattre et al, 2005).

2H->0» > 2H,O + O:

v" Les glutathions peroxydases et réductases

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. La glutathion
peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un réle tres important dans la détoxification
du peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydro peroxydes résultants de I’oxydation du
cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec I’oxydation de
substrats réducteurs comme le glutathion (GSH). La glutathion réductase (GR), quant a elle, a
pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG tout en utilisant le NADPH comme un cofacteur

(Martinez-Cayuela, 1995 ; Sorg, 2004).
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Glutathion réduit

Glutathion réductase Glutathion peroxydase

Riboflavine Il Seélénium l

NADPH, H+ /\ /\
(6SS6)

Glutathion oxydé

Figure 10: Cycle oxydo-réducteur du glutathion (Hagen et al.,1990)
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Figure 11: Mode d'action des principaux systemes enzymatiques antioxydants et de leurs
Cofacteurs métalliques (Favier, 2003).

1.1.2.2. Antioxydants non enzymatiques

Plusieurs molécules issues de notre alimentation sontconsidérées comme des antioxydants :
la vitamine A, la vitamine C,[-caroténe (Gauche et al,2006) ; les composeés phénoliques

(flavonoides, coumarines, dérives d'acide phénoligue,tanins, anthocyanines) (Messoud, 2013).
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v La Vitamine C

La vitamine C appelé aussi 1’acide ascorbique, ¢’est un antioxydant hydrosoluble, Qui se
trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. Elle peut piéger directement
I’anionsuperoxyde O,e-, le radical hydroxyle HOe, I"oxygéne singulet et réduit le peroxyde
d’hydrogéneen eau via 1’ascorbate peroxydase (Evans, 2000). Elle empéche I’oxydation des
LDL produites par divers systémes générateurs d’espéces réactives de 1’oxygéne (ERO)
(neutrophiles activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase) (Foyer et al., 2008). En
plus, La vit C a notamment un rdleantioxydant au niveau destissus oculaires, en particulier la

rétine, ou elle participe a la dégradation du I’H,0, (Ohla et al., 2005).

HO OH

O CH—CH.0O

OH

Figure 12: L’acide ascorbique (Evans, 2000)
v" Vitamine E

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols, a-tocophérols est la forme la plus

active (Cuvelier et al, 2003).

Cette vitamine est décrite comme étant le principal antioxydant liposoluble dans leplasma
et les erythrocytes chez I’homme, situé dans les lipoprotéines et dans les membranes Tocophérol,
il est capable d’une part, de piéger chimiquement 1’oxygene singulet en s’oxydant en quinone, et
d’autre part, de réagir avec le radical hydroxyle HOe. Mais son principal role biologique est de
réagir avec les radicaux peroxyles ROOe pour former un radical tocophéryle (Dellatre et al,

2005).
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Figure 13 : Structure chimique des différents tocols (Blokhina et al., 2003)Le tocophérol peut étre

régénéré par la vitamine C, le GSH (Chan et al., 1991).

La régénération par la vitamine C s’effectue selon la réaction suivante.

CHjz
HO
Tocophérol (TOH)
"\__\ /_/”'”‘) Radical ascorbyl
K 1lml|cal I||)u||que) b B f}(/"”'/
R:H (AGPI) I\
o= -"”,;/ | 2 2
S . Acide ascorbique (AHp)

Radical tocophéryle (TC')

Figure 14: Régénération de la vitamine E via I’action de la vitamine C lors de la
peroxydation lipidique (Lauro et Rolih, 1990)
v Le glutathione

Le GSH est un tripeptide (Lyglutamy-I-cystéinyl-glycine) impliqué dans de nombreux

processus au niveau intracellulaire. Dans des conditions physiologiques, le glutathion sous forme

réduite (GSH) représentela trés grande majorité du glutathion total (90 a 98%), lors d’un stress

oxydant le GSH est oxydéavec la formation de pont disulfure, GSSG, et/ou de pont disulfure
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mixte, GSSR (R étant fixé aun autre thiol radicalaire) (Stamler et Slivka, 1996). Le glutathion
agit également commecosubstrat d’enzymes antioxydantes telles que la glutathion peroxydase,
glutathion réductase ettransférase (Ravi et al., 2004). Il fait aussi 1’objet d’interactions
synergiques avec d’autrescomposants du systéme de protection antioxydant tels que la vitamine

C ou la vitamine E (Gérard et Chaudiére, 1996).

GSH-OH ——— GS'~H,O (12)
GSH-R® —» GS'+RH (13)

v Les oligoéléments

Les oligoéléments ou les éléments-trace (zinc, sélénium, cuivre, manganése) constituent
des cofacteurs nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes. D’autres constituants de
’alimentation, comme les vitamines du groupe B, le chrome ou le magnésium agissent comme
des antioxydants indirects via la régulation de I’homocystéinémie (vitamines du groupe B),
I’amélioration de la sensibilit¢ a I’insuline (chrome) ou la lutte contre 1’inflammation
(magnésium). La synthése du glutathion, un des antioxydants le plus important de 1’organisme,
dépend fortement de I’apport nutritionnel en acides aminés tels que la méthionine (Roussel,

2009).

e Le zinc, son importance dans la prévention des effets toxiques dus aux radicaux libres
est primordiale. Le zinc joue un role dans I’activité et le maintien de la SOD qui est un
piégeur capital des ions superoxydes. Il protege également les groupements thiols des
protéines et peut inhiber partiellement les réactions de formation des especes
oxygénées induites par le fer ou le cuivre.(Delattre J et al,2007).

e Sélénium, est un élément minéral essentiel contenu a 1’état de traces dans 1’organisme.
Il se présent sous diverses formes chimiques dans 1’alimentation. Il est activement

métabolisé puis incorporé de maniére originale (Roberfroid et al., 2008). Le sélénium

31



Chapitre 03 les activités biologiques

agit comme un cofacteur enzymatique de la glutathion peroxydase. Dans
I’alimentation le sélénium organique se trouve essentiellement li¢ a un acide aminé, la
cystéine. Le seélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation
hépatique qui conduit & des intermédiaires nécessaires a la synthése de dérives
physiologiquement actifs comme la GPx. Les aliments riches en sélénium sont

notamment, les noix de Brésil, les brocolis, 1ail...etc.(Haleng et al., 2007).

zZn Se Mn Cu vitamines Amino-
¢ ‘ groupe B acides

Se GPx céruloplasmine
sélénoprotéines SOD Cu-Zn

SOD Cu-Zn
meétallothionéines
protection SH
compétition avec Fe

glutathion réductase
voie des pentoses
métabolisme CH2a

w
glutathion |

w

SOD Mn I albumine

Figure 15 : Oligoéléments nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes (Roussel, 2009).
v" Les polyphenols
Les polyphénols sont des pigments végétaux dont les propriétés antioxydantes, les plus
importants sont les flavonoides (Médart., 2009). lls sont naturellement capables de piéger
I’oxygene singulet 102 et le radical anion superoxyde O2e- en le dis mutant en H202 (Chen et
al.,2003). Leur effet protecteur est notamment connu dans le systéme cardiovasculaire ou ils
préviennent 1’oxydation des proteines. lls sont particulierement présents dans certaines boissons

(thé, vin rouge, biére...) ou les fruits et Iégumes (agrumes, carottes...) (Lehucher et al., 2001).

1.2. Généralités sur P’activité antibactérienne

Dés la naissance, I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui
vontprogressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces
microorganismesde nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en
distinguer 3groupes : les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou

innés) etl'immunité acquise (Kaufmann, 1997).
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1.2.1. Les principales substances antimicrobiennes
v Les composés phénoliques

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicitévis-a-vis des microorganismes. Les polyphénols sont doués d’activité antibactériennes
importantes et diverses, probablement dd & leurs diversités structurales. Les sites et le nombre
des groupes hydroxyles sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative
toxicité envers les microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement
proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999). Il a été aussi rapporté que plus les composés
phénoliques sont oxydés plus ils sont inhibiteurs des microorganismes (Scalbert, 1991). Les
flavane-3-ols, les flavonols et les tanins ont regu plus d’attention due a leur large spectre et forte

activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols. (Daglia, 2011).

Ces composés jouent un role inhibiteur, ils n’agissent pas sur la paroi bactérienne
maisplutét sur un mécanisme interne. Ces composés sont supposés agir sur I’ADN, I’ARN et
lasynthese protéique (Ulanowska et al., 2008). lls possédent une capacité de supprimer un
nombrede facteurs de virulence microbienne telle que I’inhibition de la formation de biofilms,
laréduction de 1’adhésion aux ligands de 1’hote et la neutralisation des toxines bactériennes

ainsiqu’a leur capacité d’établir une synergie avec certains antibiotiques (Daglia, 2011).
v’ Les antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes, mais
oninclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits
entierementsynthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur
I’'usagedes antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries,
sansexercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété

lesdistingue des antiseptiques (Bergogne-Berezin et Dellamonica, 1995).
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1.2.2. Méthodes utilisées pour évaluer I’activité antibactérienne

Lorsque I’on parle d’activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d’effets : une
activité létale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique (Zhiri ,
2006).

Les différents protocoles peuvent ainsi étre classes :
e selon le milieu dans lequel se fait la diffusion del’échantillon, soit liquide, solide ou
gazeux,
e selon la nature du contact de I’échantillon avec le germe : diffusion sur disque,
solution alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant (Pibiri ,2005).

» Aromatogramme

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antibactérienne en milieu
solide dans un boite de pétri, avec création d’un gradient de concentration apres un certain temps
de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antibactérien sur la
cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition.

(Hellal, 2011).

Places dans une étuve a 37,5 °C, dans des conditions optimales de culture, les germes
pathogénes se développent rapidement sur le milieu nutritif. Sur ces colonies microbiennes,
plusieurs séries (6 a 8 par boite) de petits disques de papier buvard imprégné de différents
échantillons a tester sont ensuitedisposées. Aprés un temps de latence a 37,5 °C, le diametre du
halo d’inhibition entourant les disquesest alors mesuré. Chaque halo, une zone claire, montre la
destruction des germes pathogénes et donneune indication précise de I’activité antibactérienne

del’échantillon.

L’aromatogramme représente cependant un point de repere essentiel puisque sa technique

est identiquea celle utilisée pour mesurer 1’activité bactéricide des antibiotiques (Zhiri; 2006).
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_,,,15:‘
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Dis que IMmbibe
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Figurelé: lllustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (Zaika,1988)
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» Micro atmosphéres

Dérivé de la méthode précédente le protocole des micro atmosphéres est techniqguement
proche de celle des aromatogrammes. La différence réside principalement dans la position du

disque imprégne.

Dans cette technique, le disque impregne est dépose au centre du couvercle de la boite de
Petric renversée pendant la durée de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le

milieu gelose (Pibiri ,2005).
» .Méthode de diffusion en puits

Méthode proposeée par Cooper Et Woodman, reprise par Shroeder et Messing. Elle
assure une diffusion radiale del’échantillon a partir d’un puits en donnant une zone d’inhibition
claire facilement mesurable. Laméthode consiste a découper un trou circulaire dans la gélose et y
verser une solution del’échantillonde concentration connue. L’échantillondiffuse radialement en
donnant une zone d’inhibitioncirculaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec

la suspension bactérienne(Eymard, 2003).
» Méthode de dilution

L a tester peuvent également étre directement mélangéesen concentration connue au milieu
de culture, qu’il soit solide ou liquide (exige la dispersionhomogéne par un émulsifiant). Le
milieu est ensuite inoculé a un taux déterminé demicroorganismes, apres incubation, on note la
présence ou ’absence de culture. La lecturepeut étre visuelle ou a I’aide d’un spectrophotomeétre,

le degré d’inhibition est en rapport avecla turbidité du milieu (Robert-Demuet, 1995).
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1. Matériel d’étude

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire pédagogique de la faculté des Sciences de la
nature et de la vie de et de Laboratoire de Valorisation et Technologie des Ressources
Sahariennes de 'université Echahid Hamma Lakhdar d’El Oued.

1_1 Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est une espece végétale
appartenant a la famille des Acéracées Cotula cinerea, sa taxonomie et toutes les données la
concernant ont été détaillées précédemment. L’organe végétal choisi pour la réalisation des
expérimentations de cette étude est les fleurs et la partie aérienne puisque c’est a son niveau que
se trouve la majorité des principales substances actives, en d’autre terme, c’est le lieu de
syntheése et de la mise en réserve temporaire des principaux composés du métabolisme primaire

et secondaire

1_2Site de prelévement

La plante étudiée a été fraichement récolte en mars 2019 durant la période floraison. Puis
séparé les fleurs et la partie aérienne puis émulsion Les échantillons de la plante ont été prélevés

a partir d’un site de la région de M’rara. Le site fait partie de la wilaya d’El Oued (Carte01).
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1.‘ Communes de la wilaya dEl Qued (codes ONS): 01. El Oued »02. Robbah +03. Qued El &
Alenda + 04 Bayadha « 05 Nakhla + 06. Guemar « 07 Kouinine « 08. Reguiba »09. Hamraia + 10
Blrmyie Taghzout « 11. Debila + 12. Hassani Abdelkrim + 13. Hassi Khalifa « 14. Talel Larbi + 15. Douar El
” iR Wa +16. Sidi Aoun+ 17. Trifaoui * 18. Magrane +19. Beni Guecha » 20. Ourmas +21. Still + 22
® A WRara «23. Sidi Khellil + 24. Tendla » 25. El Ogla + 26. Mih Ouansa « 27. El M'Ghair -2E.Dj§naa J
Loy) - Re : i 29.Oum Touyour +30.Sidi Amrane

Carte 1 : Localisation géographique de la zone d’étude (M’rara, wilaya d’El Oued).
(P.D.A.U.willaya d’El Oued 1997).

2. Extraction des huiles essentielles

Le matériel végétal séché est soumis a une hydrodistillation au moyen d’un dispositif
d’extraction type Clevenger (Bruneton, 1999). Cette technique se base sur le pouvoir que
possede la vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles. L’opération consiste a introduire
50g de masse végétale séchée dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante
d’eau distillée 750 ml sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de
I’ébullition. Le mélange est porté a ébullition a 1’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 I’eau, surnage a la
surface de cette dernic¢re. L huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le
sulfate de sodium, pour ¢éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans I’huile et enfin
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.
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3. Le principe d’étude :
le but principal est d’étudier les activités antioxydantes et antimicrobiennes des huiles
essentielles de la partie aérienne de cotula cineria. La plante étudiée a été fraichement
récolte en mars 2019 durant la période floraison Les échantillons de la plante ont été prélevés

de la région de M’rara.

Cotula cineria

Exitraction par

hydrodistilation
Rendement Etud?e Caractéristigues
analytigue =
organoleptiques
Analyse physigues Analyse chimigques
o
o= ——————= S o
+  L7indice d’ester [ ~ pH :
v Lrindice de ! v Densité relative |
saponification T Lrindice de ?
+ L7indice d’acide | réfraction :
- = - - I i
L indice d’iode o e &
o o,z . .
Activités biologiques
Activité antioxydante Activité

———— antibactériénne

() { \

DDPH Diffusion sur milieu
oélosé

Figure 17 : Plan générale de la partie expérimentale
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4. Détermination des indices physico-chimiques des HESs extraits
4.1. Propriétés physiques
4.1.1. Calcul des rendements

Selon AFNOR (1986), le rendement en huiles essentielles est défini comme étant le
rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apres I’extraction (M’) et la masse seche du
matériel végétal utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné par la

formule suivante : (Belyagoubi, 2006).

Rue % = (M’/ M) * 100
Rye : rendement en huile essentielle de matériel végétal
M’: masse de I’huile essentielle obtenue en gramme
M : masse de matériel végétal utilisée en gramme et qui vaut 50 g
4.1. 2. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont des propriétés organoleptiques (caractéristiques d'une
substance qui sont perceptibles par les organes des sens : saveur, odeur, aspect et consistance de
I'objet) communes comme le fait d’étre liquides a température ambiante, d’étre volatiles et

entrainables a la vapeur d’eau.

4.1.3. Le potentiel d'hydrogene (pH)
e Définition
Un pH-meétre est muni d'un boitier relié a une sonde. Le boitier est un millivoltmeétre qui
mesure une tension entre les deux électrodes de la sonde, qui sera convertie en pH par un
calculateur. Cette tension est due a un échange limité entre les ions sodium du verre de

I'électrode et les ions H;O de la solution.
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e Principe

Le pH donne une indication sur I'acidité ou l'alcalinité du milieu, il est déterminé a partir
de la quantité d'ions d'hydrogenes libres (H) contenue dans I'huilesessentielles (Audigie et al.,

1984).

e Mode opératoire

-Régler la température du pH meétre sur le milieu ambiant, rincer toujours la sonde a l'aide
d'eau distillée, puis on l'essuie.

- Prendre 100ml d'huile essentielle a analyser dans un bécher,
- Plonger la sonde dans la solution et lire le pH.
4.1.4. Densité
e Définition
C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’huile a 20°C, et la masse d’un volume

¢égal d’eau distillée a la méme température (Lion, 1955).

e Principe

Effectuer des pesés successives de volume égal d’huile et d’eau.

e Matériels
-Balance analytique.

- Pycnomeétre.

- Etuve.

e Méthode de calcul

my; — Mg

my — Mg

Avec,
mo : Masse de pycnometre vide.
m;: Masse du pycnometre rempli d’eau.

m, : Masse de pycnomeétre rempli d’huile essentielle.
42



Chapitre | Méthodologie de travail

e Mode opératoire

- Nettoyer le pycnométre, sécher dans 1’étuve pendant une heure.
-Déterminer la masse du pycnometre vide.

-A I’aide d’une pipette remplir le pycnomeétre par 1’eau distillée et déterminer la masse de

pycnometre rempli d’eau distillé.
- Nettoyer, sécher le pycnométre dans 1’étuve pendant une heure.

- A I’aide d’une pipette remplir le pycnométre par 1’huile essentielle et déterminer la masse de

pycnometre rempli de I’huile essentielle.
4.1.5. Indice de réefraction
e Définition
L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de ’angle d’incidence et le sinus de

I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée passant de 1’air dans

I’huile maintenue a température constante (Lion, 1955).

e Principe

Il est soit pour mesurer directement 1’angle de réfraction, soit pour observer la limite de

réflexion totale, I’huile étant maintenue dans les conditions d’iso-tropisme et de transparence

e Mode opératoire

- Etalonner I’appareil par I’eau distillée.
- Nettoyer la lame du réfractometre en utilisant le papier de joseph.

- Déposer quelques gouttes de I’huile essentielle dans la lame et régler le cerclede chambre

sombre et claire dans la moitié.

- Effectuer la lecture en prenant compte la température (20°c).
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4.2. Propriétés chimiques
4.2.1. Indice d’iode
e Définition

C’est la mesure de degré d’insaturation d’une mati¢re grasse en déterminant le nombre

d’iode (gramme). Se fixant sur les doubles liaisons présentes dans 100g de lipides.

e Principe

I est pour la détermination I’insaturation de 1’huile essentielle. Quelques soit le réactif

halogéneutilsé, 1’iode se fixe sur les insaturations des chaines grasses en les saturants. Il est

déterminé a 1’aide du réactif de wijs et titrer avec une solution de thiosulfate de sodium.

e Matériels et réactifs

Tableau 02 : Matériels et les réactifs relatifs a I’indice d’iode.

Matériels

Réactifs

Balance analytique
Erlenmeyer
Pipittes
Burette

L’eau distilée
Solution d’éthanol
Solution d’empois d’amidon
Solution d’iodure de potassium

Solution de thiosulfate de potassium (0,1N)

Méthode de calcul

L’indice d'iode est donné par la formule suivante :

[Iada - P

Avec,

N : Normalité de la solution.

(vu _V}

* 12,69 x N

Vo : Volume de Na,S,0; (ml) nécessaire pour titrer I’essai a blanc.

V : Volume de Na,S,0; (ml) nécessaire pour titrer 1’échantillon.

P : Prise d’essai (g).
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e Mode opératoire

Le mode opératoire est comme suite :

-Introduire 0,2g de prise d’essai dans un erlenmeyer.

- Ajouter 25ml de tétrachlorure de carbone pour dissoudre 1’échantillon.

- Ajouter 25ml de réactif de Wijs.

- Boucher et agiter et placer a I’abri de la lumiére pendant une heure.

- Ajouter 20ml d’iodure de potassium et environ 150ml d’eau distillée, agiter le mélange.
- Titrer avec le thiosulfate de sodium 0,1N jusqu’a la disparition du couleur jaune.

- Ajouter trois a quatre gouttes d’empois d’amidon et continuer a titrer jusqu’a

ladécoloration.
- Réaliser un essai a blanc dans les mémes conditions sans la matiére grasse.

4.2.2. Indice de saponification

e Définition

L’indice de saponification, représente la quantité en milligrammes de KOH (potasse)
nécessaire pour transformer en savon les acides gras libres et les glycérides contenues dans un
gramme de corps gras, est déterminé en mélangeant un volume d’huile avec de la potasse et
titration avec de I’acide chlorhydrique.

e Principe

Si on traite un ester par de la potasse suffisamment concentrée et chaude, on le régénere
suivant une réaction totale d’alcool et le sel de potassium de 1’acide puis on donne la naissance a
I’ester.

o Matériels et réactifs

Tableau 03 : Matériels et réactifs relatifs a I’indice de saponification

Matériels Réactifs
Balance analytique Potasse alcoolique 0.5 mol/l
Fiole de bouchons Acide chlorhydrique 0,5 mol/Il
Pipitte jaugée Phénolphtalique
Burette Ethanol

e Méthode de calcul
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L'indice de saponification est donné par la formule suivante :

(Vg —Vg) xCx M
m

[S aponification —

Avec,

VT : Volume en ml de HCL utilisé pour I'essai a blanc.

VE : Volume en ml de HCL utilisé pour I'échantillon a analyser.

C : Concentration de la solution d'acide chlorhydrique en mol/1 (0,5mol/1).
M: : masse molaire du KOH en g/mol (56.1g/mol).

m : prise d'essai en g (Wolff, 1968).

e Mode opératoire

- Peser 2g d’huile essentielle dans une fiole.

- Ajouter 25 ml de potasse alcoolique de concentration 0,5 mol/L.

- Mettre au Soxhlé et pendant une heure, agiter a chaque 15 min le ballon
- Ajouter 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine.

- Titrer par I'acide chlorhydrique de concentration 0,5 mol /L en agitant constamment jusqu'au
virage a l'incolore de la phénolphtaléine.

- Faire deux essais.
4.2.3. Détermination de I’indice d’ester

C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libérés par

I’hydrolyse des esters contenus dans 1g d’HE (AFNOR NF T 75104 : 1994). Pour ce test, le

mélange obtenu lors de I’indice d’acide est chauffé a reflux avec 25ml de potasse pendant une

heure. Apres chauffage et une fois la température est diminuée, la solution est dosée avec I’acide

chlorhydrique jusqu’au virage de la couleur de la solution au jaune. En parall¢le on a effectué un

essai a blanc dans les mémes conditions mais sans le corps gras. La valeur de I’indice d’ester est

déterminée par la formule suivante:
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Fo-¥1
IE=(28,'D5 )—L!

Avec,
V) : volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour 1’essai a blanc.

V| : volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour la détermination

de I’indice d’ester.
m : masse de la prise d’essai (g).

Ia: 1a valeur d’indice d’acide déterminée.

4.2.4. Indice d’acide

e Définition
L’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaires

pour la neutralisation des acides libres contenus dans un gramme de corps gras (Lion, 1995).

e Principe
Le principe consiste a neutraliser les acides libres par une solution alcoolique d’hydroxyde

de sodium titrée.

e Matériels et réactifs utilisés

Le tableau suivant présente les matériels et les réactifs relatifs a I’indice d’acide :

Tableau 04: Matériels et réactifs relatifs a I’indice d’acide

Matériel Reactifs
Balance analytique L’eau distillée
Erlenmeyer Ethanol
Pipittes Phénolphtaléine a 1%
Burette Solution d’hydroxde de sodium

e Méthode de calcul
L’indice d'acide est donné par la formule suivante (Wolff, 1968) :
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M o# WV N

m

lacide =

Avec,

M : Masse molaire, exprimée en g/mole, de NaOH (M=40g/mole).
N : Normalité de la solution titrer NaOH (0.12N).

V : Volume ml de NaOH titré

m : Masse (g) de la prise d'essai

e Mode opératoire

-Peser 2,5 g d’huile essentielle dans un erlenmeyer.
-Ajouter 75ml d’éthanol.
- Neutraliser en présence de quelques gouttes d’empois d’amidon a 1%.

- Agiter et tirer avec la solution d’hydroxyde de potassium (0,1N) jusqu’a I’obtention d’une

couleur rose.

5. Activité biologique

5.1.Détermination de I’activité antioxydante

Le test a été utilisé pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante des huiles essentielles. Il

s’agit de I’activité scavenger de radical libre DPPH. (2,2-diphényl-1-picryl hydroxyle).
v’ Activité scavenger de radical DPPH" :

e Principe

Le DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydroxyle) est un radical instable qui posséde un électron
célibataire sur ’atome d’azote, caractérisé par une couleur violette et un pic d’absorbance
spectral maximal & 517 nm. En présence d’antioxydants, 1’électron célibataire devient apparié, ce
qui conduit a la décoloration de DPPH du violet foncé (forme radicalaire DPPH) au violet claire
(forme réduite DPPH-H). Cette décoloration est di a la capacité d’échantillon de piéger ce
radical (Ramadan, 2010).(Figure 17)
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i I , [ )
mow e L] low e I
a1 I
g 1
2_2-Diphenyl- 1 -picrylhyvdrazvl 2.2-Diphenyl-1-picrylhvdrazyl
(radical libre) (non radicalaire)

Figure 18: Structure de DPPH et mécanisme de sa réduction par un antioxydant (Ramadan,
2010).

e Mode opératoire

L’évaluation de I’activité antioxydante en utilisant ce test a été effectuée selon le protocole
décrit par Bougatef et al, (2009). La solution de DPPH a été préparée a une concentration de10~
M dans 1I’éthanol. Un volume de 0,15 ml est ajouté & 2 ml de chaque échantillon a différentes
concentrations. Le mélange est ensuite soumis a une agitation au vortex, puis incubé pendant 30
minutes a [’obscurité et a température ambiante. La lecture est réalisée a 1’aide d’un

spectrophotomeétre a 517 nm.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition qui est donné par la formule

suivante :

0% 1 — Absctl — Abséch %< 100
- Absctl

Absg : absorbance de controble.
ADbsgch : absorbance de 1’échantillon.
% 1 : pourcentage d’inhibition.

Les pourcentages d’inhibition ainsi déterminés, nous permettent de calculer la valeur du
paramétre ICso (concentration d’inhibiteur) qui représente la concentration de la substance

nécessaire pour diminuer 50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel.
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5.2. Activité anti bactérienne

5.2.1. Microorganismes utilisés :

Les deux souches bactériennes utilisées dans ce travail sont de référence de type ATCC et

disponibles au sein de notre laboratoire de recherche.

Aspect microscopique Taxonomie Description
de la souche
Régne Bacteria C’est ’espece type des entérobactéries. Cette
espece qui fait I’objet d’un trés grand nombre
Classe d’étude constitue le modeéle des bacilles a

Escherichia coli

Gammaproteobacteria

Ordre Enterobacteriales

Gram negatif aérobies. Les colonies ont en
moyenne 2 mm de diamétre, allongées et a
bords réguliers (JOLY et REYNAUD, 2002).

(ATCC25922) Famille E b . C’est I’espéce dominante de la flore aérobie
amille Enterobacteriaceae |y, e digestif. Elle est habituellement une

Genre Escherichia bactérie commensable. Elle peut devenir

. o ) pathogeéne si les défenses de I’hote se trouvent

Espece Escherichia coli affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de

(KAPER et al., 2004). virulence particuliers (BERCHE, 2003)

Régne Bacteria Pseudomonas aeruginosa, autrement connu

sous le nom de bacille pyocyanique, est une

Classe bactérie  Gram  négative de  genre
Gammaproteobacteria Pseudomonas. Les bacilles sont fins, droits et

Pseudomonas trés mobiles grace a un flagelle polaire :
aeruginosa Ordre Pseudomonadales ciliature monotriche, dépourvus de spores et

. de capsules. lls apparaissent la plupart du

(ATCC 27853) Famille Pseudomonadaceae temps isolés ou en diplobacilles. Elle peut

Genre Pseudomonas
Espéce Pseudomonas
aeruginosa (DELARRAS,

2007).

dans certaines conditions, étre pathogene. trés
résistante, elle est avec d’autres bactéries de
Gram négatif de plus en plus souvent
responsables d’infection nosocomiales. C’est
I’une des bactéries les plus difficiles a traiter
cliniguement (DELARRAS, 2007 ; MEYER

et ZIMMERMAN, 1993).

5.2.2. Méthode utilisée pour test bac in vitro

La méthode utilisée pour I’interaction entre ’'HEs de partie aérienne de Cotula ceneria et

leurs fleurs avec les espéces microbienne sont basées sur la diffusion de cette HE dans de

milieux de culture pour inhiber la croissance d’un microorganisme pathogéne.(Dulger et Gonuz,

2004 ; Parekh et Chanda, 2007 ; Rota et al, 2008).

L’activité antimicrobienne été déterminée par la méthode de diffusion des disques. On a

travaillé sur 2 especes pathogenes qui sont Escherichia coli (ATCC 25922) et Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 27853. Ces espéces sont procurées par le laboratoire de biologie
d’université Echahid Hamma Lakhdar d’El oued.

e Re

piquage des especes bactériennes :

Les especes bactériennes a tester ont été cultivees dans des boites de pétrie contenant de

gélose nutritive puis incubées a 37 °C pendant 24 h afin d'obtenir une culture jeune des bactéries

et des colonies isolées.

e Préparation de I'inoculum

3 a 5 colonies bien séparées des espéces bactériennes concernéees ont été prélevées a l'aide

d'une anse de
sel (NaCl).

platine stérile et homogéneéisées dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9 % de

e Test de Paromatogramme

Pour réaliser le test de ’aromatogramme, on a réalisé par les étapes suivantes :

>

Une suspension de chaque germe est préparée dans 1’eau physiologique stérile et
ajustée.

Chague souche est ensemencée par écouvillon sur des biotes de pétrie contenant le
milieu Muller — Hinton. La surface des milieux est ensuite séchée sous hotte a flux
laminaire en laissant le couvercle des boites de pétrie Iégérement ouvert.

Dépodt de disques (papier Whatman stériles de 6 mm de diamétre) préalablement
imprégnés des concentration (C1=100%, C2 = 75%, C3 = 50% et C4 = 25%)
d’HEs de partie aérienne et I’HEs de fleurs de Cotula ceneria a la surface du milieu
Muller — Hinton agar (MHA) contenant une souche donnée.

Des disques de diméthyle sulfoxyde (DMSO) et disque antibiotique (Céfixime)
sont déposés a la surface du milieu gélosé ensemence avec les différentes souches
bactériennes pour préparer les témoins.

Enfin, les boites sont incubées a 37° C pendant 18 a 24 h.
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Photo 2 : Test aromatogramme (photo original, 2019).

e Lecture:
Apres incubation 18-24 h a 37° C dans I’étuve, les résultats sont observés, en mesurant les
diamétres d’inhibition.

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a I’aide d’une régle le diametre de
la zone d’inhibition, déterminé par les différentes concentrations autour des disques. Et
comparée avec celle de DMSO comme controle négatif et d’un antibiotique comme controle

positif.(cefixine)
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Chapitre 11

Résultats et discussion

1. Rendement d’extraction des huiles essentielles

La premiere quantification a faire est celle du rendement en huile essentielle obtenue par la

technique d’hydrodistillation. Ce rendement est calculé a partir du poids d’huile essentielle

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

Tableau 05 : présent la moyenne de rendement d’HEs de fleurs de Cotula ceneria Fraiche
(%)

Rendementd’HEs Moyenne de

Prise Duree (heure) de fleurs Fraiche rendement de
(%) de chaque prise | plante Fréche (%)

1% 3h00mn 0,3
2°me 3h00mn 3,66 2,54
3eme 3h00mn 3,67

Tableau 06 : présentlemoyenne de rendement d’HES de partie aérienne de Cotula ceneria

Fraiche (%)

Rendement d’HES | Moyenne de

Prise Durée (heure) de partie aérienne rendement de
Fraiche (%) de plante Fraiche (%)
chaque prise

1¢ 3h00mn 1,21

2°me 3h00mn 1,05 1,07

3eme 3h00mn 0,95

Le moyen de rendement d’huile essentielle des fleurs de 1’ordre de 2,54 % Ce rendement

peut étre considéré comme le plus forte comparativement a ceux obtenu par hydrodistillation

a partir de la partie aérienne de Cotula ceneria 1,07 %.

Perry et al< (1999) et Ennajar et al, (2009), ont expliqué que le rendement différe d’une

famille botanique a une autre, entre les plantes de la méme espéce, d’un stade de

développement a un autre et d’une saison a une autre.
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Par ailleurs, Panizzi et al, (1993), dit que la qualité de la matiére végétale utilisée peut
influencer la sécrétion d’huiles essentielles chez une plante. Si tous les organes d’une méme
espéce peuvent renfermer une huile essentielle, la composition de cette derniere (qualitative et

quantitative) peut varier selon sa localisation dans la plante.

La biosynthése et ’accumulation des molécules aromatiques sont généralement
associees a la présence de structures histologiques spécialisées (cellules a essence, poches
sécrétrices, canaux sécréteurs ...), souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la
plante. D'autres facteurs, comme le pH, la température, le rapport quantité de matiere au
volume du solvant, les intervalles de temps, le nombre et les étapes d'extractions

individuelles, jouent également un réle important dans cette procédure (Lee et al., 2003).

Selon Bruneton ,(2009) , le mode d’extraction des huiles essentielles ne s’effectue pas
toujours avec de trés bons rendements. De plus, la qualité des essences obtenues dépend dans
une large mesure de 1’état de fraicheur du végétal et du temps écoulé entre la récolte et la
transformation industrielle. Un stockage de la plante pendant 24 heures suffit pour induire des
changements sensibles de composition, lesquels peuvent d'ailleurs étre souhaités. Ainsi, au
cours du stockage, la perte des composés les plus volatils peut étre importante. L’auteur
signale aussi la disparition de 15% de produits volatils dans le végétal apres 3 mois de

stockage et de 80% apreés neuf ans.

D'apres Perrot et Paris (1971), La teneur en principes actifs d’une plante médicinale

varie avec I’organe, l'age de la plante, I'époque de la récolte ainsi qu'avec les variétés ou races.

Ces variations deteneurs peuvent étre dues a plusieurs facteurs notamment le degré de
maturité des fleurs, ’interaction avec 1’environnement (type de climat, sol), le moment de la

récolte et la méthode d’extraction.

Selon Yazza et Djediai,(2016), ajoutent que la composition chimique et le rendement
en huiles essentielles varient suivant diverses conditions a savoir, I'environnement climatique,
la localisation, le génotype, 1’origine géographique, la période de récolte, lieu et duré et
température de séchage, les parasites, les virus et mauvaises herbes. La lumiere stimule aussi

la production des huiles essentielles.

Guaouguaou et al., (2018), trouvent que I'huile essentielle de parties aériennes de
Cotula cinerea a été extraite par hydrodistillation a I'aide d'un appareil de type Clevenger.
L'extraction a éte réalisée pendant six heures et I'huile obtenue (rendement = 0,92%) a été
conservée dans une seule fois.
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En paralléle, Kether et al, (2012) trouve avec la méme plante le rendement en huile
essentielle est trés faible (0,0801% + 0,0117%). Il est relativement plus éleve que ceux
obtenus par Kether et ses collegues travaillant sur différentes parties de Cotula
coronopifoliaL. En Tunisie (0,01134% dans les feuilles) ; 0,03935% pour les fleurs ;
0,00123% dans les racines et 0,00405% pour les tiges).

Mais Belyagoubi, (2012), trouve avec la mémé plante le rendement des extraits bruts

méthanoiques a I’ordre (15.79 £ 4.539 %).

2. Caracteres organoleptiques

Les HE sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles, ce qui les
différencie des huiles dites fixes. Elles sont plus ou moins colorées et leur densité est en

général inférieure a celle de ’eau.

Les caractéres organoleptiques de L’HE de Cotula cineria obtenus par

hydrodistillation, sont présentés dans le Tableau 08, si dessous :

Tableau 07 : Caracteres organoleptiques de I’HE cotula cineria

Origine
Aspect Couleur Odeur
HE de fleurs Liquide Bleu puis transferta | Une Forte odeur
transparent
HE de partie Liquide Jaune Une Forte odeur
aerienne
AFNOR Liquide Jaune Artémises Agréables

Nos résultats sont conformes a ceux rapportés par AFNOR (2000). Martini (2006) signale
que la plupart des huiles essentielles sont de couleur jaune pale et parfois incolore, sauf pour

les essences a azuléne (camomille, matricaire) qui ont une couleur bleue.

Les huiles essentielles ont une odeur persistante et visqueuse Artémises (Tableau 07),
jaune dans la partie aérienne et bleu puis transformé a transparent dans les fleurs. La couleur
est fortement influencée par la nature du mélange complexe de composés pétroliers

(Ashnagar et al., 2007).

Les caractéristiques organoleptiques (apparence, couleur, odeur, goQt) étaient autrefois

les seules indications permettant d’évaluer la qualité d’une huile essentielle, mais comme ces
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propriétés ne donnent que des informations tres limitées sur ces essences, il est nécessaire de
faire appel a d’autres techniques de caractérisation plus précises. La qualit¢ d’une huile
essentielle et sa valeur commergiale sont définies par des normes admises et portant sur les

indices physicochimiques (Taleb-Toudert, 2015).

3. Les caractéristiques physico-chimiques

Les propriétes physico-chimiques telles que : I’indice de réfraction, la densité, I’indice
d’acide et I’indice d’ester, constituent un moyen de vérification et de contrdle de la qualité de
I’huile essentielle. Faute de quantité, seulement les deux premiéres caractéristiques des huiles
essentielles analysées ont été déterminées selon les normes de 1’association francaise de

normalisation (AFNOR, 1989).

Les résultats de calcul des caracteres physico-chimiques de I’HE de Cotula ceneria
obtenus par hydrodistillation sont évalués et enregistrés dans le Tableau 09.

Tableau 08 : caractéres physico-chimiques de I’HE de Cotula cineria

Caractéristiques Essence de fleur Essence de partie
aérienne

Densité 0,95 0,90

pH 8,39 8,60

Indice de réfraction 1,33350 1,33375

Indice d’iode 0,0028 0,0054

Indice d’ester 1,056 3915

Indice d’acide 0,0564 0,01128

Indice de 1,1124 4,0278

saponification

. 3.1. Densité relative

La détermination de la densité d’une huile nous renseigne sur sa pureté. Elle est en

fonction de la composition chimique des huiles et de la température (Karleskind, 1992).
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La densité relative a 20°C d’une huile essentielle est le rapport de la masse d’un
certain volume d’huile essentielle a 20°C a la masse d’un volume égal d’eau distillée a la

méme température.

Nous avons remarqué que la densité des les huiles essentielles des fleurs et de partie
aerienne est de 0.95 et 0.90 respectivement. Ces valeurs de la densité sont proches de ceux
relevés par (Lahrech, 2010) et (Frouhart et al., 2013) et sont dans I’intervalle des normes
(AFNOR, 1999) qui est comprise entre 0.9 a 2.

Selon Tenscher et al., (2005), ce paramétre est lié a la composition chimique de cette
huile qui est affectée par un grand nombre de facteurs tels que le phénotype, le moment de

récolte, le type de terrain, la conservation, le procédé et les conditions d’extraction.
3.2.pH

Les huiles essentielles des fleurs et de la partie aérienne possedent le caractere basique
(pH>7). Il convient de souligner que le pH joue un réle déterminant au cours des réactions
chimiques et biochimiques et peut influencer les propriétés stabilisatrices d'une huile

essentielle.

Par conséquent, ce résultat peut amener a un bon caractere stabilisateur contre les
microorganismes ; ce qui permettra a ces huiles essentielles de jouer le rdle de conservateurs

dans les produits alimentaires.
3.3. L’indice de réfraction

L’indice de réfraction calculée a la température 20 °C a I’aide de réfractometre. La
valeur est supérieure a 1’indice de réfraction de I’eau a 1.333. Notre résultat obtenu est
supérieur a celui rapportés par Yazza et Djediai,(2016); L’indice de réfraction est
inversement li¢ au degré d’insaturation de I’huile. Plus I’indice de réfraction est faible plus

I’huile essentielle est de bonne qualité (Gacem et al., 1995).

Boukhatem et al, (2010), Cela pourrait s’expliquer par la nature de la composition de
I'huile essentielle. L’indice de réfraction varie selon la composition chimique, la masse
volumique et augmente avec l’instauration ou la présence de fonctions secondaires ou

L’indice de réfraction (IR) représente aussi un critére de pureté de I’huile.

Denis et al, (1997), ont expliqué I’indice de réfraction variant essentiellement avec la

teneur en monoterpénes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un
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indice élevé. Pour certains auteurs le faible indice de réfraction de I'HE indique sa faible
réfraction de la lumiére ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques
(Denis et al., 1997).

3.4. Indice d’iode

On peut constater d’apres les résultats du tableau, que les indices d'iode de cette plante
sont donnés par les fleurs et de la partie aérienne avec des taux 0,0028 et 0,0054

respectivement.

Indice d’iode est une bonne méthode générale pour exprime la dureté¢ d’une huile.
(FAO, 1990). L’indice d’iode est utilisé comme guide pour le contrdle de qualité dans I’achat

des matiéres premiére et comme contrdle de I’avancement de I’hydrogénation.

Selon Kanji (2001), le rapport est étroit entre I'indice de réfraction et I'indice d'iode.
Pour une huile ni oxydée ni polymérisée, les deux indices varient dans le méme sens. Cela
permet de classer les huiles en huiles non siccatives (comestibles) (11 <100 et 1.467 < IR
<1.472), en huiles semi siccatives (100 < 11 <130 et 1.470 < IR <1.478) et en huiles siccatives
(11>130 et 1.481 < IR < 1.482).

3.5. L’indice d’ester

L’indice d’ester de I'HE de la partie aérienne est le plus significatif par rapport & ceux
trouvés avec les fleurs, alors que I’HE des fleurs possede l'indice le plus faible. Ce qui

préconise une relation proportionnelle entre la qualité d’huile et la valeur d’indice d’ester.

Pour les constantes chimiques, Acidité donne une idée sur le taux d'acides libres. Dans
notre étude, cet indice, certes dans les normes, demeure relativement élevé. Cela peut trouver
une explication dans la dégradation de I'HE (hydrolyse des esters) durant sa conservation, ce

qui est a terme préjudiciable

Cependant, I’indice d’ester peut aussi étre influencé par d’autres facteurs, tels que les
conditions dans lesquelles s’effectuent I’hydrolyse (c’est-a-dire dans quel type d’alambic, les
constituants de 1’eau utilisés pour le chauffage). De maniere générale, les huiles de trés

bonnes qualités ont un indice ester tres éleve.

3.6. Indice d’acide
D’aprés nos résultats, I'huile essentielle des fleurs présente un indice d'acide plus élevé

par rapport I'huile essentielle de la partie aérienne. Les valeurs de I’indice d’acide des huiles
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essentielles de nos plantes trouvées sont conformes a ceux rapportée par AFNOR (2002)
(< 2). Un indice d'acide inférieur a deux, est une preuve de bonne conservation de I’huile
(faible quantité d'acides libres). (Frenot et Vierling, 2001). En effet, une huile fraiche ne

contient que trés peu d'acides libres.

L’indice d'acide indique le comportement et la quantité des acides libres présents dons

notre huile. Il peut aussi nous renseigner sur la susceptibilité de I'huile a subir des altérations.

Lazouni et al, (2007) dit pendant la période de stockage que I'huile peut subir des
dégradations telle I'nydrolyse des esters. Constatent des variations des indices d'acide et
d'ester au cours du temps et en fonction de la température. Parce que les indices élevés
montrent que I’huile essentielle est instable et provoque une oxydation inquiétante. Car,

I’huile, en s’oxydant, se dégrade rapidement et provoque une augmentation de 1’indice

d’acide.

Comme on a constaté qu’il y a une concordance entre 1’augmentation de I’indice
d’acide et la diminution des pH. L’exemple de HESs des fleurs enregistrant des indices d’acide
élevé concorde avec la faible valeur du pH de ces essences. Au voisinage des HEs des pa rtie
ariénne, nos résultats sont comparables a ceux de (Yazza et Djediai, 2016).

3.7. Indice de saponification

La détermination des indices de saponification de nos huiles a donné les valeurs
enregistrées dans le tableau qui montre que la partie aérienne recoivent la plus élevé en

indices de saponification 4,0278 par contre, les fleurs marquent 1,1124.

L’indice de saponification rend compte de la longueur des chaines hydrocarbonées des
acides gras; plus le poids moléculaire est élevé plus I’indice de saponification est faible

(Bruni et al , 1994).

Lorsqu'une huile n'est pas soumise & de bonnes conditions de conservation, sa
qualité peut se détériorer de diverses maniéres, mais le plus souvent par hydrolyse ou par
oxydation. Dans ce cas, elle devient impropre a la consommation.

4. Activités biologiques
4.1. Activité antioxydante

L’activité anti radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-1

picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréeqguemment utilisée pour sa simplicité. Cette
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méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant qui donne un hydrogene ou un électron, la forme non radicalaire DPPH-H est

formée.

L’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en fonction de la concentration
des différents extraits utilisés (Duen et al., 2006). L’activité antioxydante des extraits est
exprimée en ICs, il définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de
I’activité du radical DPPH.

Les résultats obtenus lors du test de mesure de pourcentage d’inhibition du radical
DPPH sont représentés dans les Figures 19,20 et 21 :
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Figure 19 : Courbe d’étalonnage de DDPH de HEs des fleurs de Cotula cineria
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Figure 20 : Courbe d’étalonnage de DDPH de HEs de la partie aérienne de Cotula cineria
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Figure21 : Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique

Les résultats semblent que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration soit pour la vitamine C ou pour I’huile essentielle des
fleurs et de la partie aérienne de Cotula ceneria. On remarque que le pourcentage d’inhibition
du radical libre pour I’huile essentielle est inférieur & celui de la vitamine C pour toutes les

concentrations utilisées.

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en ICsy, ce parametre a été employé
parplusieurs chercheurs pour exprimer leurs résultats :
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Figure 22: Valeurde ICs, de I’acide ascorbique et HES des fleurs et de la partie aérienne

L’acide ascorbique montre une excellente activité antioxydante (ICso =0.04 mg /ml). 1l été
observé que les I’HEs des fleurs de Cotula ceneria aussi plus que HE de la partie aérienne de
Cotula ceneria avec la valeur de ICs, respective de 45,98mg/ ml et 79,28mg /ml.
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Il semble d’apres ces résultats que la vitamine C est ’antioxydant le plus efficace avec un
ICso de 0,04 mg/ml par rapport a I’huile essentielle étudiée. Et aussi les HEs de fleurs est
I’antioxydant le plus efficace par apport des HEs de la partie aérienne.

Tous ces résultats montrent que les HE de Cotula ceneria ayant des activités
antioxydants plus faible.

Pokorny et al, (2009), les échantillons ayant une faible valeur d’ICso possédent une

meilleure activité antioxydante.

Autre travaux sur la méme platnte par Khallouki et al, (2015), trouve que IC 5, de
composés phénoliques totaux déterminée par HPLC analytique dans des extraits au méthanol
était de 79,23 £ 2,5 mg / g de matiére séche. Les principaux composés phénoliques identifiés
par HPLC-ESI-MS étaient l'acide néochlorogénique, l'acide chlorogénique, I'acide
cryptochlorogénique, l'acide 3,4-dicaféoylquinique, l'acide 3,5-dicaféoylquinique, I'acide
4,5dicaffeoylquinique et le lutéoline 4'-O-glucoside.Tous les composés présentaient de trés

fortes capacités antioxydantes dans les tests DPPH.

les activités antioxydantes sont plus variables dans les espéces de la plante (inter-
espéce) que dans la méme especes (intra-espéce) (Ksouri et al., 2008). Dans travaux
similaires réalisé par (Banga et al., 2010), trouvent dans la méme famille de plante présentant
une activité antiradicalaire faible. C’est le cas de : Ageratum conyzoides (famillle:
Asteraceae) (ICso =76 £ 0,577 pg/ml). Et cela est bien évidemment lié a la différence dans la
composition chimique ou a des facteurs saisonniers. Aussi Belyagoubi (2012) trouve que une
valeur faible d’ICsy est d’environ (1.174 +0.047mg/ml). Mais Guaouguaou et a.l, (2018)
trouvent une forte valeur d’ICs, (173.05+4.46 ug/ml).

En effet, la faible valeur 1C50 signifie la forte activité antioxydante. Sanchez-Morano
et a.l, (1998) trouvent dans les plantes (T. microphylla, M. deserti, A. articulata, Z. album et
C. cinerea), présentent une faible activité antioxydante, les 1Cs, varient entre 297.744 mg/ g et
6310.041 mg/ g.

Belyagoubi (2012), les extraits d’H. lippii (tiges, feuilles et fruits), 1. montana et A.
articulata possedent des activités antioxydantes intéressantes vis-a-vis a toutes les techniques
testées par rapport aux extraits d’A. halimus, Z. album, C. cinerea, P. monodiana, M. deserti

et T.microphylla qui ont montré des pouvoirs d’oxydante faibles.
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La différence d’activité entre les échantillions d’HEs de cotula ceneria s’explique par
la mobilité de ’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle des composés phénoliques de
I’huile essentielle. En présence d’un radical libre DPPH:, ’atome H est transféré sur ce
dernier alors transformé en une molécule stable DPPH, ceci provoque une diminution de la
concentration du radical libre et également 1’absorbance au cours du temps de réaction jusqu’a

1I’épuisement de la capacité d’antioxydant donneur d’hydrogene (Villano et al., 2007).

Cette Activité est peut étre due au camphor qui est un composé majoritaire de 1’huile
essentielle étudiée (7,25%) et qui possede une forte activité antioxydante (Svoboda et
Hampson, 1999). Ce n’est pas uniquement les composés majoritaires des HE qui sont
responsables de cette activité antioxydante, mais il peut y avoir aussi d’autres composés
minoritaires qui peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un
systeme efficace vis-a-vis des radicaux libres (Sidi Boulenouar et Ziane, 2003). La présence
de carvacrol méme a faible concentration dans 1’huile essentielle de Cotula ceneria (0,58%)

peut expliquer 1’activité de piégeage du radical DPPH (Atef et al., 2015).

La variabilité des teneurs en flavonoides chez ces espéces végétales est du
probablement a la composition phénoliques des extraits (Hayouni et al.,2007) aux facteurs
génotypiques (El- Waziry, 2007). les conditions biotiques (espéce, organe et 1’étape
physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques) (Ksouri et al., 2007). La composition est

du aussi au milieu de culture (Jean, 2006).

Selon Chouikh et Chefrour (2014), cette plante contient de nombreuses substances
actives telles que flavonoides, des huiles essentielles et essences qui donne une odeur

puissante et spécifique aux plantes.

Cette plante contient de nombreux composes chimiques avec des avantages

thérapeutiques tels que les flavonoides (Dendougui et al., 2012).
4.2. Activité antibactérienne

4.2.1. Effet de la plante étudiée sur le microorganisme Escherichia coli (Activité
antibactérienne)
Les résultats du test de sensibilit¢ microbienne aux HEs sont regroupés dans les
tableaux (09 ,10) et figures (23, 24).

Dans ce travail, deux souches microbiennes: (Escherichia coli (ATCC 25922) et

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) gram négatif), ont utilisées pour tester I’activité
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antimicrobiennes de partie aérienne de la plante (Cotula cinerea) et leurs fleurs via la méthode de
diffusion sur un milieu de Muller Hinton par I’intermédiaire des disques imprégnés d’HEs. Les

résultats obtenus (diamétre d’inhibition (mm).

Tableau 09 : Résultats de I’activité antimicrobienne de HEs (partie aérienne de Cotula

cinereaet leurs fleurs)sur E.coli

Souche bactérienne gram négatif

Escherichia coli (ATCC 25922)

Les concentrations utilisées

DMSO 25% 50% 75% 100% ATB
(T-) ()
Zone d’inhibition de 6 mm Tmm | 75mm | 82mm | 85mm | 13 mm
HES des fleurs (mm)

Zone d’inhibition de 6 mm 6.5mm | 7mm | 7.3mm | 7.9 mm | 10 mm
HES de la partie
aérienne (mm)

E.coli
14
12
10
8
6
4
2
0
%25 %50 %75 %100

B Fleurs M Partie aérienne

Figure 23 : Effet des I’HEs de partie aérienne de Cotula cinereaet leurs fleurssurbactérienne

gram négatif (Escherichia coli) en fonction des différentes concentrations des HEs.
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- T : Témoin positif (Antibiotique céfixime)
- T :Témoin négatif (DMSO)

4.2.2. Effet de la plante étudiée sur le microorganismePseudomonas aeruginosa
(Activité antibactérienne)
Tableau 10 : Résultats de 1’activité antimicrobienne de HEs (Fleurs de Cotula cinereaet leur

parie aérienne) sur Pseudomonas aeruginosa

Souche bactérienne gram négatif

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Les concentrations utilisées

DMSO 25% 50% 75% 100% ATB

(T) ()

Zone d’inhibition de | 6 mm 7.8mm | 8 mm 83 mm | 9 mm 15 mm
HES des fleurs (mm)

Zone d’inhibition de | 6 mm 73mm | 7.8 mm | 85 mm | 8.8 mm | 13 mm

HES de la partie
aérienne (mm)

16

P.aeruginosa

14

c 12
.°
=

3 10
<

£ 8
e

v 6
c
o

N 4

0

ATB DMSO %25 %50 %75 %100
B Fleurs M partie aérienne

Figure 24: Effet des I’'HEs de fleurs de Cotula cinereaet de leur partie aériennesur le souche
bactérienne gram négatif (Pseudomonas aeruginosa) en fonction des différentes concentration
desHEs .
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+
T : Témoin positif (Antibiotique céfixime)

T - : Témoin négatif (DMSO)

D’apreés les tableaux (09 ,23) et les figures (10,24), les résultats révélent clairement un
effet faible d’HEs de la partie aérienne et des fleurs de Cotula cinerea sur les deux souches
étudiées (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa). Ont montré une activité antimicrobienne
moins importante d’HEs sur les deux souches testées avec des zones d’inhibitions variables (de 6
a 9mm) ont notée aussi, dans les deux types de bactéries étudiées 1’augmentation de la
concentration de HEs de la plante mener a 1’augmentation de zone d’inhibition (Relation de

corrélation directe).

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles de C. cinerea a été réalisé par la
méthode de diffusion du disque d'agar (Malabadi et al., 2012) Disques de papier de filtre
(Whatman N° 3 et 6 mm de diamétre) ont été stérilisé par un autoclave (Malabadi et al.,

2012).

Les différentes concentrations d'huiles essentielles (1/1: 100% ; 1/2: 50% ; 1/3 :75% ;
1/4 : 25%) d'assouplissement par DMSO (Di Methyl Sulf Oxide) ; les concentrations testées
sur un ensemble de bactéries pathogénes : deux Gram- (Escherichia coli et Pseudomonas

aeruginosa).

La comparaison des résultats de I'étude des huiles essentielles extraites en deux parties :
partie aérienne et les fleurs n’a enregistré aucune différence dans les diameétres de l'inhibition
avec toutes les souches. Mais avec P.aeruginosa ont montré une forte résistance a toutes les
concentrations d'huile essentielle et a augmenté l'intensité de cette résistance en particulier
avec les concentrations d'huile essentielle de leurs fleurs par apport ont enregistré une faible
résistance a toutes les concentrations d'huile essentielleavec la bactérie de gram négatif E.coli
et les valeurs des diamétres d'inhibition de 1’antibiotique utilisée était grandes par apport a
diamétres d’inhibition enregistrées avec les deux souches. En comparant nos résultats avec les

résultats obtenus par :

Abdenbi et al, (2014) qui ont remarquées que les zones d’inhibitions obtenues par la
méthode de Vincent varient entre 20 et 55 mm avec 1’huile essentielle de Cotula cinerea, vis-
a-vis les souches bactériennes (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter

cloacae). Avec les autres souches bactériennes (Enterococcus faecalis, Salmonnella
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heidelberg, Staphyloccocus aureus et Pseudomonas aeruginosa), il n y’a pas une zone
d’inhibition.

Par ailleurs, Bouabdelli et al, (2012) qui a connu plusieurs extraits (infusion ; décoction
; macération et percolation) sur : E. coli et S. aureus ont donné des diamétres de petits
inhibiteurs comparés obtenus ou vous arrivez a l'inhibition de diameétre supérieur (20 mm E.
coli avec et 17 mm avec S. aureus); Comme avec la souche P. aeruginosa les résultats étaient

proches (14mm).

Les souches E. coli, M. morganii, P. vulgaris, S. aureus et A. baumannii ont montré une
grande sensibilité aux concentrations (1/1, 1/2, 1/4, 1/8) Ou le diamétre d'inhibition variait
entre (50 mm & 21 mm), alors que ces souches ont montré une résistance considérable avec
concentrations (1/16 et 1/32) et forte résistance a toutes les concentrations d'huile essentielle
et a augmenté l'intensité de cette résistance en particulier avec des concentrations de I'huile

essentielle au stade de la fructane avec P. aeruginosa remarquées par Chouikh et al, (2015).

Bensizerara et al, (2012) qui a connu différents extraits (éther de pétrole ; éthanol 70%
; n-butanol ; acétate d'éthyle) sur : E. coli ; K. pneumonie et S. aureus ont donné des diamétres
petits inhibiteurs comparés diameétres obtenus ou vous arrivez a l'inhibition de diamétre plus
élevé (13 mm E. coli avec, 12 mm avec S. aureus et 17 mm avec K. pneumonie) ; Comme
avec la souche P. aeruginosa les résultats ont été présenté avec une faible zone d’inhibition
(12mm).
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. La connaissance et 1’usage de ces plantes constituent un
vrai patrimoine de I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est

trés accentuée dans ces derni€res années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent.

L’objectif de notre travail réside sur I’extraction et la caractérisation physico-chimique

et biologique (antioxydante et antibactérienne) des huiles essentielles de Cotula ceneria.

De maniére générale, I’extraction des huiles essentielles préalable a 1’analyse
chimique et physique se compose de deux étapes : I’extraction et I’analyse. Alors que I’étape
analytique requiert en général quelques minutes, 1’étape d’extraction nécessite plusieurs
heures. C’est le cas de la méthode de Clevenger, I’huile essentielle extraite par
hydrodistillation de cette plante possede des propriétés organoleptiques tres appréciées en

parfumerie et sera tres convoitée en aromathérapie.

Le calcul de rendement d’extraction effectuée par hydro distillation a révélé que le
meilleur rendement dans les fleurs et le plus faible dans la partie aérienne de Cotula ceneria
sont donnés avec des taux 2.54 % et 1.07 % respectivement. Cette valeur est inférieure aux
rendements obtenus chez des autres espéeces appartiennet au méme genre et supérieur a des

autres especes.

Des propriétés organoleptiques caractéristiques (odeur, couleur et godt). On observe la
couleur des HEs des fleurs est bleu, jaune pour la partie aérienne. L’odeur est trés forte

caractérise la plante étudiée.

La détermination des caractéristique physiques des HEs (Indice de réfraction, densité
relative et détermination de pH) révéle qu’elles sont conformées aux normes établies par les

différentes pharmacopées et proches de certains travaux antérieurs.

La détermination des indices chimique (indice d’acide, d’iode, d’ester et de
saponification) a montré certains renseignements sur la pureté de nos huiles essentielles,
quantité des acides libres présents dans notre huile ...etc. Subséquemment, on peut dire que
I'étude a donné des résultats acceptables pour rendement d’extraction et 1’analyse physico-

chimique des huiles essentielles de Cotula ceneria.

Par ailleurs, les résultats de 1’activité antioxydante de HE végétale en utilisant le test

DDPH est réalisé avec I’acide ascorbique comme standard, et qui montrent que IC 5, de ’'HE
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des fleurs et de la partie aérienne était egale 45,98 mg/ml et 79,28 respectivement, tandis que
pour I’acide ascorbique était égale 0.04 mg/ml. Par conséquent, nous avons constaté que
I’efficacité antioxydante de HE était inférieur a celle de I’acide ascorbique, cesi qui confirme

que I’efficacité antioxydante de la plante est faible par apport a I’acide ascorbique.

Tous ces résultats indiquent clairement que HE de Cotula ceneria ayant une faible
activité antioxydante. Cette activité est liée en grande partie a la composition des extraits et
leur richesse en composés phéenoligques et en flavonoides. Ces propriétés sont citées pour ces

composés dans de nombreuses publications et rapport scientifiques.

Concernant I'activité antimicrobienne ; les résultats révelent clairement un effet faible
d’HEs de partie aérienne et des fleurs de Cotula cinerea sur les deux souches étudiées
(Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa). Ont notée aussi, dans les deux types de
bactéries étudiées 1’augmentation de la concentration de HEs de la plante mener a

I’augmentation de zone d’inhibition (Relation de corrélation directe).
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