Al Al sl 4 500 ) 4y sl
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

Ministére de I’Enseignement alad) Cad) g anlaill 3 ) 39
Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université Mouloud Mammeri § para gl ga daala
Faculté de médecine hal) 40
Tizi-Ouzou 339 g8
Département de Pharmacie Uapal) ad

+oOZAAUZHLIUSA. CAILCLEIQ

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES
N° D°’ORDRE : /[FM/DP/2021

En vue de I’obtention du diplome de Docteur en Pharmacie

Théme

CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’HUILE
ESSENTIELLE EXTRAITE DE Bupleurum spinosum L.

Réalisé par : CHAIBET Dalila HAMEDOUNE Chahrazade
CHERFIOUI Nabila SELMANE Rima

Encadré par : Dr DAHMOUNE Amina

Membres du jury :

Dr. MOKRANI MAHU Faculté de Médecine UMMTO Président du
jury
Dr.DAHMOUNE MAHU Faculté de Médecine UMMTO Promotrice

Dr. LOUADJ Enseignant Faculté de Médecine  UMMTO  Examinateur

2020/ 2021




Dédicaces

Je dédie ce travail,
A mes chers parents

Ma mere, qui a ceuvré pour ma réussite, par son amour, son soutien, tous les
sacrifices consentis et ses précieux conseils, pour toute son assistance et sa présence
dans ma vie, regois a travers ce travail aussi modeste soit-il, [expression de mes

sentiments et de mon éternelle gratitude.

Mon pére, qui peut étre fier et trouver ici le résultat de longues années de sacrifices
et de privations pour m'aider a avancer dans la vie. Puisse Dieu faire en sorte que
ce travail porte son fruit ; Merci pour les valeurs nobles, [éducation et le soutient

permanent venu de tot.

A mes fréres, mes sceurs et ma belle-seeur qui n'ont cessé d'étre pour moi des

exemples de persévérance, de courage et de générositeé.
A mon neveu Rahim et ma chére niéce Lyna que Dieu vous protége.

A tous mes amis (es) et a tous ceux que j'ai connus qui m'ont aidée et soutenue.

DALILA CHAIBET




Dédicaces
Je dédie ce travail de fin d’études,

¢ A mes chers parents

Aucun hommage ne pourrait étre a la hauteur de vos sacrifices, de [amour et de
Caffection dont vous n’avez jamais cessé de m'entourer tout au long de ces années
d’étude. J’espére que vous trouviez dans ce travail un vrai témoignage de mon
profond amour éternel reconnaissance.

* A ma chére famille

Mes cheres seeurs : Fadhila, Djamila, Sabeh, Farida, Fatma, Saliha, Naima et
leurs maris.

Mes chers freres : Lounis, Syad et sa femme Fatma, Ahmed et sa femme Sabiha ;
qui n'ont pas cessé de me conseiller, encourager et soutenir. Que Dieu les protége
et leur offre la chance et le bonheur.

Mes adorables neveux et niéces: Morad, Massinissa, Moh Said, Amine, Abd
Eraouf, Meriem, Younes, Hamza, Khadidja, Rayan, Med Yani, Sara, ARsel,

Mohammed et Yacine ma source de joie et de bonheur.

A mes grands-parents, mes oncles et mes tantes. Que Dieu leur donne une longue
et joyeuse vie.

¢ 1 mes chéres amies

Chahra, Meriem, MaliRa, Fella et Dalila; ma source de soutien moral, de joie et
de bonheur; et a qui je souhaite plus de succes.

NABILA CHERFIOUI /

¢ A toute la famille Cherfioui.

* 4 vous chers lecteurts.




Dédicaces

Je dédié ce modeste travail,

A mes merveilleux parents Karim et Yamina, qui m’ont toujours encouragé, sans
eux je n'aurai pas pu étre ce que je suis, par leurs sacrifices, leurs soutiens et leurs
précieux_ conseils durant toute ma vie. Que Dieu vous bénisse et vous garde en
bonne santé et d nos cotés longtemps encore.

A mon adorable sceur Nassima qui m’a toujours soutenue et son petit-fils Ilyan
qui sait toujours comment procurer la joie et le bonheur pour toute la famille, que
Dieu vous protége ou que VOuUSs soyez.

A ma petite sceur Sabiha, félicitations pour ta réussite au baccalauréat, je te
souhaite beaucoup de succés dans ton cursus.

A mon cher frére Amine et sa_femme Lydia, je vous remercie pour les sacrifices et
efforts que vous avez fournis a mon égard, pour vos encouragements qui m’'ont été
d’un grand soutien.

A mes chers oncles Idir, Rabah et sa femme Sihem et mes tantes Nawel, Fatiha,
Ouiza et Samia.

A mes adorables grands-méres Tassadit et Zhira, et a mon grand-pére AL, je vous
remercie pour votre soutien moral, vos conseils précieux_ et votre compréhension.

A la mémoire de mon grand-pére Amar ; puisse Dieu Laccueillir dans son vaste
paradis.

A mes meilleures amies, Nabila, Malika, Meriem, Rima, Fella, Dalila, Linda,
Sihem et Sophie.

A tous ceux que j'aime et que je respecte.

CHAHRAZADE HAMEDOUNE




Dédicaces

Je dédié ce modeste travail,

A ma chére mére et mon pére, que Dieu vous protége et vous garde et vous accorde
une longue vie.

A mes deux sceurs Razika, Melissa et mes deux fréres Meziane et Mohamed.
A toute ma grande famille.

A la mémoire de mon grand-pére, puisse Dieu [accueillir dans son vaste paradis.
A ma grand-mére et ma tante que Dieu vous protége et vous garde.
A mes amis(es).

A tous ceux qui me sont chére et que j'ai omis de citer.

e

RIMA SELMANE




Remerciements

Awvant tout, nous tenons da remercier le Dieu le Tout Puissant de nous avoir donné
la santé, le bénédicité et la volonté pour achever ce modeste travail.

A notre promotrice Dr DAHMOUNE. A Maitre assistante en Botanique
Médicale au département de Pharmacie de Tizi-Ouzou, pour avoir encadré et
dirigé ce travail avec une grande rigueur scientifique, sa disponibilité, sa patience,
sa gentillesse, ses orientations, ses encouragements, et ses précieux conseils.

Au Dr MOKRANI. B Maitre-Assistant en Botanique Médicale au département
de Pharmacie de Tizi-Ouzou, pour son aide précieuse et toutes les notions
enrichissantes, ainsi d avoir accepté de présider le jury.

Au Dr LOUAD]. L responsable du module de pharmacognosie au département de
Pharmacie de Tizi-Ouzou de nous avoir honotés de leur présence et d avoir accepté
d examiner ce travail.

Au Pr MAMOU. M Chef de département de Pharmacie de Tizi-Ouzou, qui a mis
a notre disposition le matériel nécessaire pour le bon déroulement de notre étude.

Au Dr DJEBBAR Résidente en Microbiologie Médicale au CH'U de Tizi-Ouzou,
qui nous a aidées au cours de notre étude sur [activité antibactérienne.

A Dr CHERBAL et Mr THIGHRINE pour leurs informations et leurs

innombrables conseils.

A Mme BOUAMRA Ingénieure du laboratoire de Botanique Médicale au
département de Pharmacie de Tizi-Ouzou, pour ses encouragements et sa
disponibilité.

Nos remercions profondément, tous les enseignants du département de Pharmacie
de la faculté de médecine de Tizi-Ouzou qui ont participé a notre formation, ainsi
d tous ceux qui ont participé de prés ou de loin a la réalisation de ce travail.

S




TABLE DES MATIERES

LISTE DES ABREVIATIONS....cttiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiitiieietiiieiaeiectetaceacsscnscacons vi
LISTE DES TABLEAUX e iutiiiiiiiiiiiiiiiiiitiititiititttiatiecitesctatiecnecscsscssncne xii
LISTE DES FIGURES....cctiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiictieiicateietacncnecsmmacncns xiii
INTRODUCTION. . .ctiutiittiiiiititiieriteiattstetasiesesasssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssses 1
OBJECTIEFS. . iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiitiittiitiietitetattasesasiasesssssssssssssssssssssssssssssssssons 3

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
CHAPITRE | : PHYTOTHERAPIE

1. Définition de la PhYLOtNEraPIE.........cociviriiiiie e e e e abares 4
2. Types de PRYTOThEIAPIE ....ccuvririiiiiie et e e e e e e e e s s e e bbb e e e e e e e e e e s eann 4
2.1, GEMMONEIAPIE ....voveieiieeieiceie ettt sttt bbb ne e 4
2.2, HOMEOPANIE. ......ceiieiiieieee ettt ne s 4
2.3, ATOMALNEIAPIE ...c.veiiiiic et re e re e 5
3. Plantes MEICINAIES ......eeevvreeeeiiiiiei i et e e e e e e e e snra e e e e e ennes 6
4. Composés chimique des plantes MediCiNales .............uveeiiirieeiiiieeiii e 7

CHAPITRE II: LES HUILES ESSENTIELLES

1. Définition des NuUiles eSSENTIEIIES .........cvuvieeiiiiiiie e e 11
2. La différence entre une huile essentielle et une huile grasse ........c.cocccveviiiiiiiiiinnens 11
3. Répartition des huiles essentielles dans le regne végétal .............cccoevviiiiiiiiiiiiiiinnnens 12
4. Localisation des huiles essentielles dans la plante ............coovvvieiiiiiiiiiieeeeeees 12
5. Stockage des NUiles €SSENTIEIIES .......ceiiiuriieeiiiiiiee e 12
6. Composition chimique des huiles essentielles ..........ocuviviiiiiiiiiii s 13
B.1. TEIPENOTUES .....eveieieeieete ettt sttt sttt et e s e e be st e e ene e 13
6.2. COMPOSES ArOMALIGUES .....eveveeeeereeiieie ettt sttt se e re st ee e eresbeseene e 14
6.3. Composes d’OTiZINE TIVETS .....eoueiiiiiiiiiieiiieieee e 14
7. Méthodes d’eXtraction .............cciieiieiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeittiir e e e eeseeessrna e e eeeeeeeesnnes 14
7.1. Méthodes conventionnelles d’eXtraction.........cccvieiiiieiiiieeiiiee e iee e 15

7.2. Méthodes INNOVANLIES A EXITACTION ..vvvvrerseeeeeieeeteteeseeeeeteeeterrssesessseeersrnseeeeeseessnnnness 19



8. Caractérisation des hUiles SSENtIEIIES. .. .. ..ieie e eee e 19

9. Propriétés des huiles €SSENTIEIIES .........coccvvririeeiee e 21
10. Conservation des huiles eSSENtIEIES ..........ccccuuviieiiiiiiee e 26
11. Utilisations des huiles eSSENIElIES ..........ccceiiiiiiiieiiiiiiie e 27
12. Domaines d’application des huiles essentielles ...............cccccoooviiiiiiiiiiiiiiii. 27
13. Critéres de qualité des huiles essentielle..........uvveeiiiiieieeiiiiiiec e 29
14. Toxicité des huiles SSENLIEIIES ............vuvieiieeeeeie e e e 32
15. Précaution d’emploiS.............uuvvieiiiiiiiieeiiiiiieeessiiee e s e e s ssrree e e snrre e e snrnees 33

CHAPITRE Ill: ETUDE BOTANIQUE

1. FAMIlle dES APIACEES .....uvvvriiiieeeeeeeiiiiitiree et e e e e s e e s s b e e e e e e e s s e s sabbbrrereeeeeesssensrrnnes 35
110 GANAIAIITES ... bbbttt 35
1.2. DeSCription DOLANIGUE .........ecviiiicie et 35
1.3. Distribution géographigUE ........c.cceeiiiiiie et 36
1.4, Intérét économique et thErapPEULIQUE. .........cveieeireeie et 37

2. GENIE BUPIBUIUM L.utiiieiiiiieiee e ettt e e s sttt e e e st e e e e st e e e s s st b e e e e s nnnne e e e e annnneeeeeannens 38
2.1. Distribution geographigUe ..........ccoueiieieiieiiieesene e 38
2.2. DesCription DOTANIQUE ........coeiiiieiee e 39
2.3. Utilisation en meédecine traditionnelle...........cccoviireiiiieie e 39

3. Etude botanique de BUpleurum SPIiNOSUM L. .....cccceeiiiiiiirrreeeeeeeeeseiiinnnneeeeeeeesssnenns 40
3.1, DENOMINALION ...ttt b 40
3.2. Origine termiNOIOGIQUE.........cuiiieir et 40
3.3. DesCription DOtANIGUE .......ccveiieiiecie ettt sre e ene 40
3.4. Distribution géographiqUe ...........coveiiiieiiiie e 41

CHAPITRE IV: ETUDES ANTERIEURES

1. Composition chimique du genre BUupleurum..........ccooviiiiiiiiiiiiniscinc e e 42
2. Activités pharmacologique de quelques composes isolés du genre Bupleurum.......... 46
3. Composition chimique de Bupleurum SpinosSuM L.......cccvurvieeieeeeninisiininneeeeeeeessnnnns 50
4, ACtIVItE aNtiIOXYAANTE ..vvvieiiiiiiiiiiii e 51



Y 1 1= Y1 01 Y U | SRS 51

A N 110D QY0 -1 | USSR ORI 52
4.3. Types des Systemes antioXYAANTS ........c.ccveverereiereie e 52
4.4, Activité antioxydante des huiles essentielles............cooeiiieiiiiiniinieeeee, 54
4.5. Méthodes d’évaluation de I’activité antioXydante...........ccccvrvvvrieiiieeniienisieseenans 56
5. ACLiVité antiDACIEIIENNE .......uviiieeeii i e e e e e e e e e 58
5.1. Résistance bactérienne aux antibiotiqUES ..........cccveveiieiiicie i 58
5.2. Définition de la résistance aux antibiotiQUES..........ccccuevveveiiieiiere e 58
5.3. Types des résistances auxX antibDiotiQUES ..........ccccverueiiereeieiie e 58
5.4. Activité antibactérienne des huiles essentielles............cccoovvivvereiencii v, 59

PARTIE EXPERIMENTALE
MATERIELS ET METHODES

I. CADRE D’ETUDKE . ... ..o e e e e e eaas 63
Il MATERIELS ..o e e e eaes 63
1. Appareillages et EQUIPEMENT.........eviiiiiiiiie it e st e e e e e e e enrre e e e s enees 63
A o oo LU PO RRSRR 64
3. MAteriel DIOIOGIUE ........cociiiriieeie et e e e e s e e e e e e e e s s e sabb b b rrreeeeeeeneanns 65
3.1 Materiel VEGALAL ........cooeiieeee e 65
3.2, IMICTOOIQANISIMES ...ttt ettt e bbbt s et e bbb bbb s 65
I, METHODES . ... oo r e et s e s e s e e e s e ens 65
1. Etude botanique de Bupleurum SpinosUM L. .......ccooiiuvirreesiiiirneeesiiiieeeessnisneeeesenns 65
2. Etude histo-anatomique de Bupleurum SpinoSuM L ........ccoovvveeeesiiiinreesinnneeeesennnns 66
3. Etude microscopique de la poudre de Bupleurum spinosum L. .........ccccevvvvvinerennnenns 70
4. Etude de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L........ccccvvveeeeeeeeeniiiinnnnneeeeeens. 71
5. Analyses biologiques de I’huile essentielle extraite...................cccceeeeeiiieeeeeeeeeen, 74
5.1. Evaluation de I’activité antioXydante ...........ccccervererierseeiesieeseeseeseeseesee e seeeseesnes 75
5.2. Evaluation qualitative de 1’activité antibactérienne : Aromatogramme .................... 80
RESULTATS
1. Etude botanique de Bupleurum SpinoSUM L. ......ccocvrvireriieeesinniiiinineeeeseeessssnsssnnns 87



2. Etude histo-anatomique de Bupleurum spinosum L. .........coovviiiiiiiiniiiiinieieeeiees 91

3. Etude microscopique de la poudre de Bupleurum spinosum L. .........ccceevvvviiieinnnnnnns 96
4. Etude de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L........cccvveeeeeeeeenneiiinnnnneeeeeens. 97
5. Analyses biologicques de I’huile essentielle eXtraite.............cccceeeeeeriiiiiiivneeeeeeeeenninnns 97
5.1. Evaluation de I’activité antioxydante de I’huile essentielle ...........ccccevvvieiiiiniiinnnnne 97
5.2. Evaluation de Iactivité antibactérienne de I’huile essentielle..........c.coovveerrennnen. 102
DISCUSSION
1. Etude botanique de Bupleurum SpinoSUM L. .......c.occuveeeeriiireeeesiiiineeesssnneeeessenns 105
2. Etude histo-anatomique de Bupleurum spinosumM L. ...cccvvveeeeeeeereiiiiininreeeeeeeeessnnnns 105
3. Etude microscopique de la poudre de Bupleurum spinosum L. .......ccccvvvveeeeeeeeiinnns 105
4. Rendement de ’huile essentielle de Bupleurum spinosum L............ccoovvvivvvveeeeennn. 105

5. Analyse des activités biologiques de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L... 107

5.1. Evaluation de ’activit€ antioXydante ...........cccuvvveiiiieiiiiesiiiee e 107
5.2. Evaluation de ’activité antiDaCLEIIEINE .......cevvvrvrnriereeeieeerriisieeeeeseesssrinrreeesseseesnns 107
CONCLUSION GENERALE .. ccutttttiteittetterneeneeseeenerseeeseessersessesssessessesns 110

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES



LISTE DES ABREVIATIONS

[C] : concentration

°C: degré Celsius

pl : microlitre

uM :micro Molaire

A : Absorbance

Acétyl CoA : Acétyl Co-enzyme A

ADA : Association Dentaire Américaine
ADN : Acide Désoxyribo Nucléique

ADP : Adénosine Di Phosphate

AFNOR : Agence Francaise de Normalisation
APG : Angiosperm Phylogeny Group
ATCC: American Type Culture Collection
B.spinosum : Bupleurum spinosum

BHA : Butyl Hydroxynisole Acid

BHT : Butyl Hydroxy Toluene

CCla: Tétrachlorure de méthane

COX-1 : Cyclooxygénase 1

CUH : Centre Hospitalier Universitaire

D : Densité Relative

DPPH : 2,2-diphényl-1- picryl hydrazyl
ERO : Espéces Réactive d’Oxygene

g: gramme

G: Grossissement

HAT: Hydrogen Atom Transfer

HBYV : Hepatite B Virus

HCV : Hepatite C Virus

HE : Huile Essentielle

HETE : Acide 5-Hydroxy Eicosa Tétranoique
HPV : Humain Papilloma Virus

HSV : Virus Herpes Simplex

IC50 : Concentration Inhibitrice médiane
IFN : Interféron

IL-10 : Interleukine 10

IL-2 : Interleukine 2

ISO: International Organisation for Standardization



LISTE DES ABREVIATIONS

KD: kilo Dalton

5LOX : Arachidonate-5-lipoxygénase

mg : milligramme

min : minute

ml : millilitre

mm : millimetre

MTT : Méthode de numération des cellules vivantes
NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
NF : Norme Francaise

NMDA : Acide N-méthyle D-Aspartique

NT : Non Testé

OGM : Organisme Génétiquement Modifié

ORL : Oto-Rhino-Laryngologie

PAF : Platelts Activation Facteur plaquettaire
PGE?2 : Prostaglandine E2

PM : Poids Moléculaire

R : Radical

Rz : Coefficient de détermination

ROS : Reactive Oxygen Species

R-PE : R-phycoéthyrine

SET : Singl Electron Transfer

SOD : Super Oxyde Dismutase

TNF : Tumor Necrosis Factor

TPA : Tetradécanoyl Phorbol Acétate

UMMTO : Universitaire Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou

VIH : Virus d’Immunodéficience Humaine

Vi



LISTE DES TABLEAUX

Tableau I: Différentes propriétés thérapeutiques des huiles essentielles. ..........cccccoovvevviiennn. 25
Tableau Il: Répartition mondiale des genres d’ APIaceac. .........ccoerveereriereeesieneiese e 37
Tableau I1: Utilisation en médecine traditionnelle de quelques Apiaceae. ........c.ccccocerereenenne. 38
Tableau IV: Quelgues saikosaponines isolés du genre Bupleurum............ccccoevevvieieenecinennn, 42
Tableau V: Quelques flavonoides isolés du genre BUpPleUrUM..........ccceevieeiveiciieceese e, 43
Tableau VI: Quelques lignanes isolés du genre BUpleUrUM. ..........ccceoiiiieiniineneisene e 44
Tableau VII: Produits et milieux de cultures UtIHISES .........cccooeviiiiiiiiic e 64
Tableau VIII: Noms scientifiques et références des souches bactériennes utilisées................. 81
Tableau IX: Absorbances de la solution méthanolique du DPPH ............ccccooveiiiiiiiciecen, 98

Tableau X: Valeurs des DO et du pourcentage d’inhibition du BHT en fonction des différentes
CONCENMTIATIONS. ...tttk e bbbt b bt et e et ettt sttt se e e 100

Tableau XI: Valeurs des DO et du pourcentage d’inhibition de I’HE de B. spinosum en

fonction des differentes CONCENIIAIONS ........eeeee oot ee s 101
Tableau XII: IC50 du BHT et de I’huile esssentielle du B. SPINOSUM.............ccocvvvreiinennnnn 101

Tableau XIII: Résultats de 1’aromatogramme d’huile essentielle pure de Bupleurum spinosum L.

............................................................................................................................................................. 104
Tableau XIV: Rendement des autres genres de Bupleurum..........ccccoevveieicceece e 106
Tableau XV: Comparaison entre les résultats de 'activité antimicrobienne de I’HE étudiée

AVEC ('AULTES BLUOES ...ttt ettt e st e ene s 108

Vii



LISTE DES FIGURES

Figure 1: Hydrodistillation SIMPIE. ........coveiiieieee e 15
Figure 2: Distillation & VAPEUN SALUIEE. ..........coiiiiiriieiee et 16
Figure 3: HydrodiffUSION. .......cooiiiiiiic e 17
Figure 4: EXPression MECANITUE. ....c.ecveiierieeieireesieseesseesteessesseesseassesseesseessesssesseesssssessseensennes 18
Figure 5: Inflorescence des APIACEAE. ........ccvcveiieieiie et re e s 36
Figure 6: Répartition géographique mondiale des ApIiaceag..........cccoovvvrereieneneisiene e 36
Figure 7: Dessin représentant le Bupleurum SpinoSUM L.........cccoiviirineneienene s 41
Figure 8: Balance d’équilibre entre les systémes pro et antioXydants. ..........ccoceevrverenrieriennnn 52

Figure 9: Principales stratégies mises par les bactéries pour résister a 1’action des antibiotiques.. 59

Figure 10: Principaux sites d’action des huiles essentielles............ccooerriiieniniinieiiiniceenn 60
Figure 11: Diagramme du travail eXpérimental. ...........ccccooviiieiiineiniseeese e 63
Figure 12: Photographie du lieu de récolte de Bupleurum spinosum L. (village Tirourda)..... 65
Figure 13: Loupe DINOCUIAITE. .....cc.eoviiieieee e e 66
Figure 14: Reéalisation des coupes de Bupleurum spinosum L. au niveau de :..........c.ccoceovnee. 67

Figure 15: A- Coupes minces dans I’hypochlorite de sodium ; B - Coupes minces dans le Vert

o[-0 00 T=112)Y/ OSSOSO 68
Figure 16: A- Coupes minces dans le Rouge Congo ; B-Coupes apreés rincage final............. 68
Figure 17: Coupes conservées dans 1’eau et la Glycérine. ...........ccocoveviiiiciiiicncec e 69
Figure 18: A- Coupes entre lame et lamelle; B- Microscope optique. ..........ccocevvrereeieerienen 69

Figure 19: Etapes de réalisation d’une lame pour 1’observation microscopique de la poudre .

Figure 20: Etapes préalables @ I’eXtraction. .........ccovveiiieriiniienic e 71

viii



LISTE DES FIGURES

Figure 21:
Figure 22:
Figure 23:
Figure 24:
Figure 25:
Figure 26:
Figure 27:
Figure 28:
Figure 29:
Figure 30:
Figure 31:
Figure 32:
Figure 33:
Figure 34:
Figure 35:
Figure 36:
Figure 37:
Figure 38:
Figure 39:
Figure 40:

Figure 41

binoculair

Montage d’hydrodistillation manipulé (Clevenger) .......ccccooevvvievieieciieseeieeennn 72
Extraction de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L..........cccccoovvviiiininenn, 73
Forme libre et réduite du DPPH. ..........ccccoiiiiiiiee e 75
Solution méthanolique du DPPH. ..........ccooiiiii e 76
Dilutions de la solution méthanolique du DPPH...........cccccccoiieviiiciicce e 77
A- Cuve du spectrophotometre; B-. Spectrophotométre d’absorption UV Visible 78
Principe de 1a diffusion SUr diSQUE...........coeiiiiiiiinieee e 80
Reé-isolement des SOUChEeS DaCterieNNES. ........cccevvviiiiiiiiece e 82
Incubation des Souches ré-isolées a I’ EtUVE. .....viviiiieiieieieee e, 82
Préparation des suspensions DaCtEriENNES. ..........cceviveeeieeriere e 83
Charge bactérienne mesurée a I’aide d’un densitometre. .........ccooevevveerieniiennenne. 83
Ensemencement des SoUChes Dacteriennes. ..........ccocvvvviiieiiciene s 84
DEPOL AES ISQUES. ....veeveevieie ettt re e te e sreeneenes 85
Dépdt de I'huile essentielle pure..........cccvvvvveriiiieniiic e 85
Incubation des boites d’aromatogramme dans I’€tuve. ........ccccoeceviiiiiiiiniiieennn, 86
Photographie de Bupleurum spinosum L. fraiS. ........c.ccccovveveiieii i, 87
A- Face intérieur de la feuille ; B- Face postérieur de la feuille...............cccoocn.. 88
Diagramme et formule florale de Bupleurum spinosum L. .........ccccoovvvninineincnene 89
Fleur de Bupleurum spinosum L. sous loupe binoculaire (vue de face)................. 89
Ombellule de Bupleurum spinosum L. sous loupe binoculaire (Vue de profil) .... 90
: Coupe longitudinale de ’appareil floral de Bupleurum spinosum L. sous loupe
L OO TR P TR PPRTOPPRRPPPRRPPIN 90



LISTE DES FIGURES

Figure 42: Coupe longitudinale de I’ovaire de Bupleurum spinosum L........c.cccccvevvvieeivernenne. 91

Figure 43: Observation d’une coupe transversale de la racine de Bupleurum spinosum L. au

microscope Photonique (G L0XL0).......ou e 92

Figure 44: Observation d’une coupe transversale de la tige de Bupleurum spinosum L. au

microscope photonique (G 10XA40) .....ccciiiiiieii st enee 93

Figure 45: Observation d’une coupe transversale de la tige de Bupleurum spinosum L. au

microscope photonique (G 10XA0) .....ccoriiiiiiiiiei e 93

Figure 46: Observation d’une coupe transversale de la feuille de Buplereum spinosum L. au

microscope photonique (G 10X40) .....cceoieiieiecece e 95

Figure 47: Observation d’une coupe transversale de la feuille de Bupleurum spinosum L. au

microscope photonique (G 10XA0) .....ccuoriiiiiiiiiei e 95

Figure 48: Observation de stomates anisocytiques (vue de face) au microscope photonique (G
01 ) SRR 96

Figure 49: Photographie de 1’aspect des vaisseaux au microscope photonique (G 10 X 40) A-

Vaisseau rayé ; B- vaisseau SPITAlE. ..o 96
Figure 50: Huile essentielle de Bupleurum spinosum L........c.cccvevieieiievieie e 97
Figure 51: Courbe des absorbances du DPPH en fonction des concentrations........................ 98
Figure 52: Virage de coloration du BHT aprés réduction du DPPH...........ccccociiiiiniciennne 99

Figure 53: Virage de coloration de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L. aprés réduction
o LU 1 = TSRS 99

Figure 54: Evolution des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes CONCENTIAtIONS AU BHT ..oooiiiiiiiiiieieieeeeeee ettt et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 100

Figure 55: Evolution des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations de I’HE de B. SPINOSUM........coviiiiiiiiiiiiieeee e 101

Figure 56: Rrésultats de ré-isolement des souches bacteriennes...........cccccvveveveeveecieceenenn, 102



LISTE DES FIGURES

Figure 57: Résultat de 1’aromatogramme de StaphyloCOCCUS QUIeUS ..........cccevvverveveiieennenn, 102
Figure 58: Résultat de I’aromatogramme d’Escherichia Coli ...........ccocoiviiiiiciiiiincnn, 103
Figure 59: Résultat de I’aromatogramme de Pseudomonas aeroginosa............cc.ceeeevevenen. 103

Figure 60: Histogramme en cylindres illustrant le rendement en huile essentielle du genre

20T 0] LU 1 OSSR 106

Xi



o)

INTRODUCTION




INTRODUCTION

Depuis 1’aube de I’humanité, les plantes permettent a I’homme non seulement de se nourrir, se
VEtir, se loger, se chauffer, se parfumer, mais aussi de maintenir son équilibre, soulager ses
souffrances, préserver la santé et soigner les maladies qui nuisent a sa santé [1]. L’utilisation
des plantes pour leurs vertus médicinales est une pratique tres ancienne. Elle trouve ses origines

dans les plus grandes civilisations de ’orient et de 1’occident [2, 3].

Actuellement, I’utilisation des plantes représente un potentiel inestimable pour la recherche de
nouvelles substances a pouvoir antimicrobien et/ou antioxydant. Ainsi les huiles essentielles,
suscitent un intérét croissant comme source potentielle de molécules naturelles bioactives

pouvant étre employées comme alternatives a certaines substances synthétiques [4].

La famille des Apiacées est I’'une des familles de la flore Algérienne qui sont riches en
métabolites secondaires tels que les huiles essentielles [5]. Le Bupleurum 1’un des genres de
cette famille ; occupe une place privilégiée dans la phytothérapie, grace a ses propriétés

médicinales et sa richesse en composés bioactifs.

Ce travail a pour but de valoriser I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L. qui n’a pas encore
fait ’objet d’une étude biologique, et d’étudier ’activité antioxydante et antibactérienne de cette

huile essentielle.
Notre étude sera scindée en deux parties :

> Une partie théorique comprenant quatre chapitres. Le premier chapitre décrira le
contexte global de la phytothérapie, 1’aromathérapic et les composés actifs des plantes
médicinales. Le second chapitre dressera une revue de littérature sur les huiles essentielles. Les
proceédés d'extraction, la composition et les propriétés biologiques et pharmacologiques des
huiles essentielles y sont présentés. Le troisiéme chapitre concernera 1’étude botanique de la
famille des Apiacees, du genre Bupleurum et de I’espéce Bupleurum spinosum L. Des études
antérieures sur la composition chimique, 1’activité biologique du genre Bupleurum, de I’espéce
Bupleurum spinosum L. et I’étude des activités : antioxydante et antibactérienne seront

présentées dans le quatrieme chapitre.
» Une partie expérimentale qui se déroulera selon deux axes :

Le premier axe illustrera le matériel et les méthodes utilisés pour la réalisation de ce travail a savoir
I’étude histo-anatomique de la plante, ’hydrodistillation, la caractérisation organoleptique et

I’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne de 1’huile essentielle.
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Le deuxieme axe sera consacré a la présentation des différents résultats obtenus et leur

discussion par rapport aux références issues d’une recherche bibliographique.

Enfin, cette étude s’achévera par une conclusion générale résumant lI'ensemble des résultats

obtenus et degageant les principales perspectives futures.



OBJECTIFS

L’objectif de notre étude est de valoriser 1’huile essentielle de la plante médicinale Bupleurum
spinosum L. et de mettre en évidence son éventuelle activité antioxydante et antibactérienne.

Pour cela, nous avons choisi d’étudier les points suivants :

+ Etude des caractéristiques morphologiques et histo-anatomiques de Bupleurum spinosum L. ;
+ Extraction de ’huile essentielle de Bupleurum spinosum L. ;
+ Détermination du rendement de I’huile extraite ;
+ Etude des caractéristiques organoleptiques de cette huile essentielle ;
+ Evaluation de ses activités biologiques dont :
» L’activité antioxydante par le test de piégeage des radicaux libre DPPH ;

» L’activité antibactérienne vis-a-vis de quelques souches bactériennes.
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CHAPITRE I PHYTOTERAPIE

1. Définition de la phytothérapie

Du grec « phyton » signifie plante et « therapein » signifie soigner [6], ¢’est le traitement curatif
ou préventif des maladies et des troubles subjectifs par 1’utilisation de préparations obtenues a
partir des plantes entiéres ou d’organes de plantes : feuilles, fleurs, racines, fruits et graines.
Les plantes sont communément appelées plantes médicinales. La plante ou I’organe utilisé pour

ses propriétés médicinales renferme une immense diversité des principes actifs [7].
2. Types de phytothérapie
2.1. Gemmothérapie

La gemmothérapie vient du grec « gemo » signifiant bourgeon, est une médecine qui utilise les
bourgeons et plus particuliérement les tissus embryonnaires frais des plantes. C’est en effet
dans le bourgeon qu’on trouve des groupes des cellules embryonnaires qui contiennent une
grande quantité d’acides nucléiques et renferment des minéraux, oligoéléments, vitamines,

enzymes...

La gemmothérapie appelée également phytoembryologie constitue une des nombreuses
branches de la phytothérapie. La méthode de fabrication a été mise au point par Pol Henry
(1960), fondateur de la phytoembryologie [8].

2.2. Homeéopathie

En 1997, la commission d’étude sur ’homéopathie proposée par Bernard Glorion, président du

Conseil national de 1’ordre des médecins, conclut a la définition suivante :

Le terme homéopathie provient de deux termes grec « homion = analogue ou semblable», et
« pathos = souffrance ou maladie ». L’homéopathie est une méthode thérapeutique basée sur le
trépied conceptuel d’Hahnemann : similitude, globalité, infinitésimalité. Elle consiste a une
administration a des doses trés faibles ou infinitésimales des substances susceptibles de
provoquer a des concentrations différentes chez ’homme en bonne santé (pathogénésie), des

manifestations semblables aux symptomes présentés par le malade [9].

I h
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2.3. Aromathérapie
2.3.1. Définition

L’aromathérapie vient du grec « aroma » signifie odeur et de « therapeia » signifie soin. Il s’agit
d’un art et d’une science qui utilise des huiles essentielles qui mettent les ardmes et les bienfaits

des plantes au service de la santé [10].
2.3.2. Histoire de I’aromathérapie

Il'y a 40 000 ans, certaines civilisations Aborigene utilisaient déja les feuilles de Melaleuca

alternifolia (tea tree) dont I’huile essentielle (HE) est couramment utilisée a nos jours [11].

4 500 ans avant Jésus-Christ, ¢’est au tour des Egyptiens d’utiliser les HE. Cette civilisation est

aujourd’hui considérée comme la créatrice de I’aromathérapie.

Un peu plus tard, vers 1’an 4 000 avant Jésus-Christ, I’utilisation des HE arriva au Moyen-
Orient pour soigner 1’esprit avant la rencontre avec les dieux et de préparer une renaissance. Ils
les utilisait également pour soigner les problemes cutanés tels que les démangeaisons et les
boutons [2].

Vers 3500 avant notre ére, flt découvert pour la premiére fois le procédé d’extraction des HE
a partir de plantes infusées. Puis, les Perses seraient quant a eux les inventeurs de la distillation
(1 000 ans avant notre ere) [11].

Vers I’an 300 avant Jésus-Christ, c¢’est Alexandre le Grand qui importera les HE de Grece. A
cette méme époque, de nombreux ouvrages ont été rédigés : Des aphorismes par Hippocrate
répertoriant 230 plantes ; Histoire des plantes par Théophraste expliquant les différentes

utilisations des plantes médicinales.

Apres la naissance de Jésus-Christ, a I’époque du Moyen-age, ¢’est Paracelse, médecin Suisse
qui a joué un réle considérable dans I’histoire de la médecine, en revalorisant le pouvoir des
HE.

C’est lors de la renaissance moyen-orientale qu’ Avicenne produisit la premiere HE pure de Rosa
centifolia (le rosier cent-feuille) avec I’invention du serpentin permettant le refroidissement rapide

de la vapeur aromatique [2].
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Le nom « aromatérii» donne aux apothicaires vers le XVVéme siecle donne une idée de la place

occupée par les plantes aromatiques et leurs extraits dans la médecine a cette époque [11].

Une grande évolution dans le monde de 1’aromathérapie a eu lieu le 25 juillet 1910 lorsqu’un
prénommé René-Maurice Gattefosse se brila a la téte et sur les mains lors de la réalisation
d’une expérience dans son laboratoire, il plongea alors ses mains dans un seau rempli d’HE de
lavande vraie et ressent alors un soulagement immédiat et une cicatrisation rapide apparait.
C’est a partir de cette expérience qu’il s’intéresse de plus en plus aux propriétés des HE d’un
point de vue thérapeutique. René-Maurice Gattefossé est considéré comme le pére de
I’aromathérapie moderne. Son premier ouvrage, intitulé Aromathérapie, parait en 1931, dans

lequel il a décrit les relations structures-activité de chaque HE [2].

Ensuite, un prénommé Jean Valnet découvre les propriétés anti-infectieuses des huiles
essentielles lors de la guerre d’Indochine, il publie un ouvrage en 1964 : Aromathérapie :
traitement des maladies par les essences des plantes qui explique la posologie de chaque HE

pour tels ou tels types d’affections.

De nos jours, I’aromathérapie est maintenant une pratique développée dans le monde entier

[12].
3. Plantes médicinales

3.1. Définition

Selon la pharmacopée britannique 2013 : « Les plantes médicinales sont principalement des
plantes entieres, fragmentées ou brisées, des algues, des champignons ou des lichens, non
transformés, généralement sous forme séchées mais parfois fraiches. Certains exsudats qui n'ont
pas fait I'objet d'un traitement spécifique sont également considérés comme des plantes
médicinales. Les médicaments a base de plantes sont précisément définis par le nom

scientifique botanique selon le systeme binominal (genre, espece, variété et auteur )» [13].

La pharmacopée francaise Xéme edition publié en 2019 donne une définition plus précise des
plantes médicinales tout en admettant leur usage comme produits condimentaires, alimentaires
ou hygiénigques « Sont des drogues végétales dont au moins une partie posséde des propriétés

médicamenteuses » [14].
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3.2. Classification des plantes médicinales

Selon la réglementation Francgaise, ces différentes plantes sont classées selon les deux listes

suivantes :

e Laliste A : plantes médicinales utilisees traditionnellement.
e La liste B : plantes médicinales utilisées traditionnellement en 1’état ou sous forme de
préparation dont les effets indésirables potentiels sont supérieurs aux benéfices

thérapeutiques attendus [14].
4. Composes chimiques des plantes médicinales

Les composants biochimiques sont naturellement présents dans les plantes de maniere inégale
et de nature déférente. Ils lui conférent leurs activités thérapeutiques. On les classe en deux

groupes :

> Meétabolites primaires : les matériaux nécessaires a la vie végétale qui ne présentent
qu’une activité pharmacologique de base (les glucides comme la cellulose, I’amidon et
les lipides, les enzymes...)

» Meétabolites secondaires ou spécialisés : les substances sont plus complexes. Parmi
celles-ci on peut citer quelques grandes familles chimiques : les polyphénols, les

terpénoides et les alcaloides.

Ce dernier groupe a également un intérét pour la plante, en effet elles protegent des rayons du soleil,

des oxydations et elles interviennent comme signaux d’échange avec son environnement [15].
4.1. Composés du métabolisme primaire

% Glucides

Les glucides sont des constituants universels des organismes vivants. Parfois ils sont appelés
hydrates de carbone. Ce sont, en premiére approximation, des composés organiques carbonylés
(aldehydique ou cétonique) polyhydroxylés. On englobe dans le groupe des glucides leurs
dérivés d’oxydation ou de réduction (acides uroniques, polyols), leurs esters et leurs éthers,

leurs dérivés aminés (osamines).
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Chez les végeétaux, on rencontre les glucides comme :

- Des éléments de soutien, participants a la structure de 1’organisme (cellulose et autres
polysaccharides pariétaux) ;

- Desréserves énergétiques, sous formes de polymeres (par exemple I’amidon) qui stocke
I’énergie solaire captée par le processus photosynthétique ;

- Des constituants de métabolites variés : acides nucléiques et coenzymes, mais aussi
hétérosides multiples dont le rdle n’est que rarement connu ;

- Des précurseurs obligés de tous les autres métabolites : formés en premier au cours de
la photosynthése a partir de dioxyde de carbone et de 1’eau, ils sont a la base de tous les

composés organiques du monde vivant [4].

% Lipides
Les lipides sont des substances naturelles des esters d'acides gras et d'un alcool ou d'un polyol.
IIs constituent des structures cellulaires comme les phospho- et les glycolipides membranaires,
des éléments de revétement comme les cires ou les cutines, ce sont aussi des substances de

réserve et des sources d'énergie cellulaire.

IIs sont des substances hydrophobes et parfois amphiphiles, solubles dans les solvants

organiques apolaires ou peu polaires, non volatiles [4].
% Protéines

Les proteines constituées principalement d’acides aminés. Elles jouent un réle fonctionnel (les
enzymes) et un role dans la structure du végétal. Le réle diététique des protéines végétales est
loin d’étre négligeable mais également leur utilisation en pharmacie aussi bien dans le domaine

médicale ou industriel (chimique ou agroalimentaire) [4].
4.2. Composés du métabolisme secondaire

«+ Alcaloides

Les alcaloides initialement définis comme des substances azotées, basiques, d'origine naturelle
et de distribution restreinte. 1ls ont une structure complexe : leur atome d'azote est inclus dans

un systéeme hétérocyclique et ils possédent une activité pharmacologique significative.

I m
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IIs existent a I'état de sels, ils sont biosynthétiquement formés a partir d'un acide aminé. Ces

éléments caractérisent ce que I'on peut appeler les alcaloides vrais [4].

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais,

mais ne sont pas des dérivés des acides amines.

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un systéme

hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides aminés [4].

% Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux, souvent responsables de la
coloration des fleurs et des fruits et parfois des feuilles. 1ls sont tres largement répondus dans
le régne végétal et on les trouve en abondance dans les organes jeunes : feuilles et boutons

floraux.

Les flavonoides dérivent tous de la flavone (ou 2-phénylchromone) et existent le plus souvent

a I’état naturel sous forme d’hétérosides : les flavonosides [16].

% Terpénoides

Les terpénoides sont des molécules avec un nombre de carbones multiple de 5, de formule brute
générale (CsHs) n et dont le précurseur est I’isopréne (n=1). Ce sont des lipides synthétisés a
partir de 1’acétyl-CoA, ce sont donc des molécules hydrophobes. Ils sont stockés dans les
vacuoles au niveau des épines, des racines, ou encore des feuilles. 1ls sont produits par de
nombreuses plantes, en particulier les coniferes. Ce sont des composés majeurs de la résine et

de I’essence végétale [16].

0,

% Saponosides

Les saponosides ou saponines sont des hétérosides de PM ¢levé, constitués d’un ou plusieurs
oses et d’une génine stéroidique a 27 atomes de carbone. lls sont caractérises principalement
par leurs propriétés tensioactives. Ces propriétés se traduisent notamment par la formation de
mousse par agitation dans 1’eau (pouvoir aphrogeéne). De plus, la plupart des saponosides

présentent des propriétés hémolytiques [17].

« Tanins

Les tanins sont définis comme étant des composés polyphénoliques, hydrosolubles, de masse

moléculaire comprise entre 500 et 3000 kD (polymeres), ayant la propriété de tanner la peau
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(la rendre imputrescible). Cette propriété est liée a leur aptitude a se combiner a des

macromolécules (protéines, polysaccharides). On distingue :

- Les tanins hydrolysables ou galliques : ce sont des esters d’un sucre ; généralement le
glucose ou d’un polyol et d’un acide phénol : acide gallique.

- Les tanins condensés ou catéchiques : ce sont des dérivés non hydrolysables, résultant
de la polymérisation de plusieurs unités « flavane ». Ce groupe, n’ayant pas tous des

propriétés tannantes [16].

«» Huiles essentielles

Les huiles essentielles ou essences végétales sont des mélanges complexes de substances
odorantes et volatiles contenues dans les végétaux. Elles sont largement réparties dans le regne

vegétal et certaines familles en sont particulierement riches [6].

®,

«+ Coumarines

Les coumarines ont été isolées pour la premiére fois en 1820 ; Ce sont des 2H-1-benzopyran2-
one que I’on peut considérer, en premicre approximation, comme étant les lactones des acides

2-hydroxy-Z-cinnamiques [4].

Elles sont présentes en quantités plus faibles dans plusieurs plantes comme le mélilot, la sauge
sclarée et la lavande. Les coumarines sont des composés phénoliques des végétaux, portant un

noyau benzopyrone dans leur structure [18].

I o
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1. Définition des huiles essentielles

Pour la 8eme édition de la Pharmacopée francaise (1965), les huiles essentielles (= essences =
huiles volatiles) sont : « des produits de composition généralement assez complexe renfermant
les principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la
préparation. Pour extraire ces principes volatils, il existe divers procédés. Deux seulement sont
utilisables pour la préparation des essences officinales : celui par distillation dans la vapeur
d'eau de plantes a essence ou de certains de leurs organes, et celui par expression ». La
Pharmacopée précise ensuite que le second procédé est recommandé pour obtenir les essences
des fruits du genre Citrus. Depuis la 9eme édition (1972), la Pharmacopée n'utilise plus que le

terme « huile essentielle» [4].

Plus récemment, les normes AFNOR NF T 75-006 et AFNOR ISO 9235 ont donné la définition
suivante d'une huile essentielle : « Produit obtenu a partir d'une matiere premiére végétale, soit
par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des Citrus,
soit par distillation seche. L'huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des
procédés physiques pour les deux premiers modes d'obtention; elle peut subir des traitements
physiques n'entrainant pas de changement significatif de sa composition [par exemple,

redistillation, aération, ...] » [4].
2. Ladifférence entre une huile essentielle et une huile grasse

L'huile végétale grasse est un corps gras, non odorant, non volatil, constituée a 100 % de graisse,
issue d’une noix, d’un fruit ou d'une graine oléagineuse. Elle est obtenue par une extraction
mécanique a basse température pour ne pas la dénaturer afin de préserver la teneur en acide
gras essentiels (Oméga 3, 6, et 9), en vitamines liposolubles (vitamine A, D, E et K) et en

antioxydants naturels (vitamine E) [19].

Contrairement a I’huile grasse, I'huile essentielle n'est pas une matiére grasse, elle correspond
a la fraction odorante volatile de certains végétaux et elle s'évapore facilement. Elle présente
un poids moléculaire moins important par rapport a 1’huile grasse. Elle est extrémement
concentrée, utilisee en raison d'une ou deux gouttes seulement diluées dans une large cuillére

a soupe d'huile végétale, par exemple pour un massage [20].
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3. Repartition des huiles essentielles dans le regne végeétal

Dans le régne végétal dont les représentants, les plantes, sont bien au-dela d’un million
d’espéces, seuls 10% ont la possibilité de synthétiser une essence aromatique. La majorité des
plantes aromatiques appartiennent aux ordres suivants, chez les angiospermes : Lamiales,
Astérales, Apiales, Laurales, Magnoliales, Rutales et Sapindales ; chez les gymnospermes : a

la classe des coniferes [11].
4. Localisation des huiles essentielles dans la plante

La synthese et I'accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la présence
de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de

la plante.

Les essences peuvent étre localisées dans des :

DS

» Cellules sécrétrices isolées des Lauraceae ou des Zingiberaceae ;

R/
A X4

Poils sécréteurs des Lamiaceae, labiées ;

%+ Poches sécrétrices schizogénes ou schizolysigénes des Myrtaceae ou des Rutaceae ;

DS

» Canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae [4, 21].
5. Stockage des huiles essentielles

Les huiles essentielles n'existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : il y aurait, selon
Lawrence, 17500 espéces aromatiques. Les genres capables d'élaborer les constituants qui
composent les HE sont réparties dans un nombre limité de familles, ex. : Myrtaceae, Lauraceae,
Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae,

Piperaceae... [21].
Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux :

% Fleurs: oranger, lavande, rose;

% Feuilles: eucalyptus, citronnelle, menthe;
% Ecorces: cannelier;

%+ Bois: bois de rose, camphrier, santal,

% Rhizomes: curcuma, gingembre;

e

% Racines : vétiver [21] ;
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% Fruits secs : badiane, anis, persil ;

% Graines: muscade [4].

Si tous les organes d'une méme espéce peuvent renfermer une huile essentielle, la composition
de cette derniére peut varier selon sa localisation. Ainsi, dans le cas de I'oranger amer (Citrus
aurantium L, Rutaceae), le « zeste », c’est-a-dire le péricarpe frais du fruit, fournit I'HE d'orange
amere ou « essence de Curacao », la fleur fournit « I'essence de Néroli» et I'hydrodistillation de
la feuille, des ramilles et des petits fruits conduit & «l'essence de petit grain bigaradier ». La

composition de ces trois HEs est différente [4].
6. Composition chimique des huiles essentielles

Les différents procédés d’extraction des huiles essentielles permettent de définir plusieurs
termes qui sont utilisés dans la pratique courante : les concrétes, les résinoides, les pommades
florales, 1’absolu, 1’eau florale et I’hydrolat. Chaque extrait présente une composition

chimique différente par rapport a I’autre [4].

Du point de vue chimique, les huiles essentielles sont des melanges complexes et éminemment
variables de constituants qui appartiennent de facon quasi exclusive, a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes: les composés terpéniques et les

composes aromatiques dérives du phénylpropane [4].
6.1. Terpénoides

Les terpénoides constituent le plus vaste connue de métabolites secondaires des végétaux. Ils
sont formés par 1’assemblage d’un nombre entier d’unités pentacarbonées ramifiées dérivées
du 2-méthylbutadiéne. En 1887, O. Wallach envisageait que les terpenes devaient étre
construits a partir d'unités isopréniques et, quelques dizaines d’années plus tard (1953), L.
Ruzicka, aprés plus de trente années consacrées a I'étude des terpenes, transformait cette
hypothése en une regle générale dont le principe a été, depuis, confirmé expérimentalement :
Chaque groupe de terpenes est issu de la condensation" téte-a-queue" d’un nombre variables

d’unités isopréniques [4].
Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue :

> Les terpénes proprement dits ou on trouve : les monoterpenes en C10, les sesquiterpenes en

C15, les diterpénes en C20, les triterpénes en C30, les tetraterpénes en C40 ;
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> Les polyterpénes (C~4000) [4].

6.1.1. Monoterpénes

Les monoterpenes sont des hydrocarbures aliphatiques, satures ou insaturés [22]. Ils sont issus
du couplage de deux unites isopréniques (CioHie). lls peuvent étre cycliques (pinenes,

campheéne) ou acycliques (myrcéne, ociméne) et méme aromatiques (p-cymene).
Les monoterpénes constituent parfois plus de 90% de I’huile essentielle (citrus, térébenthine) [4].

6.1.2 Sesquiterpenes

Les sesquiterpénes sont des hydrocarbures de formule C15, formés par ’assemblage de trois
unités isopréniques [23]. Les composés actuellement décrits se rattachent a plus de 100
squelettes différents. Cependant leur structure ainsi que leur fonction restent similaires a celles

des monoterpénes [4].
6.2. Composés aromatiques

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composes aromatiques sont moins fréquents dans les
HE. Ce sont tres souvent des allyles et de propénylphénols, parfois des aldéhydes, caractéristiques
de certaines HE d’Apiaceae : anisaldéhyde, apiol, méthyl-chavicol [= estragole]), eugénol, safrole,
asarones, cinnamaldéhyde. On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des
composés en C6-C1 comme la vanilline (assez fréquente) ou comme I'anthranylate de méthyle.
Les lactones dérivées des acides cinnarniques (les coumarines) étant, au moins pour les plus
simples ; d’entre elles, entrainables par la vapeur d'eau, elles seront également présentes dans

certaines huiles essentielles [4].
6.3. Composés d’origine divers

En général, les composés d’origines divers sont des produits résultant de la transformation de

molécules non volatiles, d’origines lipidiques, terpéniques, azotés, soufrés ou hétérosidiques [4].

7. Méthodes d’extraction

La diversité et la complexité des huiles essentielles rendent le choix des processus d’obtention
délicat. Le choix de la technique dépend principalement de la matiere premiére utilisée : son
¢tat original et ses caractéristiques. Selon tel ou tel procédé d’extraction, les caractéristiques

physiques de I’HE seront différentes. Comme dit précédemment, selon la Pharmacopée

=
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Européenne, « L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé
physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition ». Le mode d’extraction

conditionne donc plus ou moins sa composition chimique [24].
7.1. Méthodes conventionnelles d’extraction

7.1.1. Entrainement a la vapeur d’eau

» Hydrodistillation simple

L'hydrodistillation est la plus archaique (environ 80% des cas) car elle est la plus économique
[11]. Elle consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou éventuellement
broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes
sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité

[4]. (Figure 1)

condenseur

Mélange a

—+— distillé
I ”X
Qlj_ j chauffe-ballon
distillat

Figure 1: Hydrodistillation simple [12]

> Distillation a vapeur saturée

A la différence de I’hydrodistillation, la distillation a vapeur saturée ne met pas en contact direct
I’eau et la matiere végétale a traiter. L’huile essentielle est récupérée des plantes en faisant

passer a travers la masse végétale disposée sur des plaques perforées un courant de vapeur d’eau



CHAPITRE II LES HUILES ESSENTIELLES

[4]. Ce procedé apporte une amélioration certaine de la qualité des produits obtenus [11].
(Figure 2)

Vapeur d'eau chargee Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatigues

Vapeur d'eau
Eau froide
Eau
Eau florale
Eau florale +
Chaleur — ) ) ) ) / huile essentielle

Essencier

AVAVAVAVAVA

Figure 2: Distillation & vapeur saturée [12]
» Hydrodiffusion
Ce nouveau procédé, appelé aussi "percolation" consiste a envoyer la vapeur d’eau a trés faible

pression (0.02-0.15 bar) a travers la masse végétale, de haut en bas (a I'inverse de la distillation).

L’hydrodiffusion permet une économie d’énergie et un gain de temps. (Figure 3)
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Figure 3: Hydrodiffusion [12]

7.1.2. Expression mécanique

Ce mode d’obtention particulier est réalisé uniquement pour les fruits de la famille des Rutaceae
(orange, citron, pamplemousse, mandarine, etc.). Les fruits, entiers et lavés au départ, sont
soumis a une action abrasive sur la surface du fruit grace a des rapes ou des micro-pics
métalliques (picots) de maniere a faire éclater les cellules contenant 1’huile essentielle. Les
zestes sont déchirés et les molécules aromatiques sont séparées de la phase aqueuse par

centrifugation [4]. Quand ce procédé est utilisé, on ne parlera pas d’huile essentielle mais

d’essence comme par exemple 1’essence de citron [25]. (Figure 4)
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Figure 4: Expression mécanique [12]
7.1.3. Enfleurage

L’enfleurage est une ancienne méthode d’extraction manuelle des essences. Elle est
particulierement adaptée aux fleurs fragiles (jasmin, tubéreuse, narcisse, muguet). Ce procédé
met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans les corps gras. Les
plantes sont disposées a tempeérature ambiante sur des plaques de graisse qui ont pour but
d’absorber le parfum [25]. Les pommades florales ainsi obtenues sont soit employées telles
quelles, dans la fabrication des cosmétiques, soit épuisées par I'alcool absolu; en résultent des

extraits alcooliques aux fleurs, concentrables en essences par évaporation sous vide [11].

7.1.4. Extraction par les solvants

La plante entiere ou la partie de la plante utilisée pour I’extraction est sous forme divisée :
contusée, hachée, concassée ou réduite en copeaux, ou en poudre dans le cas des plantes séchées
[22]. Cette méthode est pratiquée au niveau industriel en utilisant des solvants selon des
paramétres techniques et économiques (sélectivité, stabilité, inertie chimique). Les solvants les
plus utilisés sont les hydrocarbures aliphatiques : éther de pétrole, hexane, mais aussi propane
ou butane liquides (sous pression). On a également recours aux solvants halogénés (dérivés

chlorés et fluorés du méthane et de I'éthane) et a I'éthanol [4].
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7.2. Méthodes innovantes d’extraction
7.2.1. Extraction par les gaz supercritiques

Un fluide supercritique est défini comme étant une substance prise dans des conditions
opératoires de température et de pression supérieure a sa température (Tc) et sa pression (Pc)

critiques [26].

Le dioxyde de carbone présente de multiples avantages qui ont fait de lui le fluide le plus utiliseé.
Il est peu colteux, non toxique, ininflammable et chimiquement inerte [25]. A cet état, il
présente la particularité de dissoudre de nombreux composés organiques exactement comme

les solvants organiques classiques [22].

L’extraction par le CO, supercritique consiste a faire passer dans la masse végetale un courant
de CO; qui, par augmentation de la pression, fait éclater les poches a essence et entraine les
substances aromatiques [24]. A la fin de la manipulation, le CO, s’évapore complétement et il

ne laisse aucun résidu toxique dans 1’extrait [22].
7.2.2. Extraction par micro-onde

Le procédé d’extraction par micro-onde appelé également Vaccum Microwave Hydro
Distillation (VMHD), consiste a extraire 1’huile essentielle a I’aide d’un rayonnement micro-
onde d’énergie constante et d’une séquence de mise sous-vide. Seule I’eau de constitution de la
matiére végétale traitée entre dans le processus d’extraction des essences. Cette eau entre
brutalement en ébullition sous I’effet conjuguée du chauffage sélectif des micro-ondes et de la

pression réduite de fagon séquentielle dans I’enceinte de 1’extraction.

Le contenu des cellules est donc transféré vers I’extérieur du tissu végétal, et I’essence est alors
mise en ceuvre par la condensation, le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des

condensats [27].
8. Caractérisation des huiles essentielles

8.1. Caractérisation organoleptique

> Aspect : les huiles essentielles sont liquides a température ambiante, rarement
visqueuses (myrrhe), certaines se cristallisent partiellement ou totalement a plus faible

température (anis : anéthole ; menthe des champs: menthol ; thym saturéioide :
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boméol) ; de méme qu'a basse température (eucalyptus : eucalyptole). Elles n’ont pas
le toucher gras et onctueux des huiles fixes. Elles sont volatiles, ce qui les opposent aux
huiles grasses (huiles fixes) ; cette volatilité est d'ailleurs a l'origine de leur caractére
odorant et permet leur entrainement a la vapeur d'eau [11].

» Couleur : Elles ne sont que trés rarement colorées. Il existe cependant quelques
exceptions (ex. les HE & azuléne, de coloration bleue ou jaune péle quand elles viennent
d’étre préparée) [4].

» Odeur : agréable, aromatique [28].

» Saveur : douce, piquante, caractéristique, fruitée, fraiche ... [28].
8.2. Caractérisation physique

» Pouvoir rotatoire : définit ’activité optique, qui est une caractéristique des molécules
énantiomeres (chirales), ¢’est-a-dire qu’elles existent sous deux configurations spatiales
différentes et non superposables [22]. Elles sont actives sur la lumiére polarisée ;
certaines, comme Pinus sylvestris et Citrus sinensis sont dextrogyres, d'autres telles que
Cinnamomum verum (écorces) et Menthax piperita sont lévogyres [11].

> Densité relative : représente le rapport de la masse d’un volume de liquide (HE dans
notre cas) par la masse du méme volume d’eau. Elle est sans unité et varie selon la
température. La densité relative est mesurée par deux appareils : le densimétre (ou
aerometre) et le pycnométre [22]. Leur densité est en générale inférieure a celle de I’eau
[4]. Quelques HE ont cependant une densité supérieure ou voisine a celle de I'eau, ainsi
I'HE d'écorces de Cinnamomum verum : D25 =1,01 a 1,03 ; ainsi que celles de sassafras,
du clous de girofle, et des graines de carotte [11].

> Indice de réfraction : Elles possédent un indice de réfraction élevée [4].

8.3. Solubilité des huiles essentielles

> Dans I’eau : elles ne sont naturellement pas, ou trés peu, solubles dans I'eau ; certains
composants sont néanmoins plus solubles que d'autres (verbénone du romarin officinal,
lavandulol de la lavande vraie) ; quelques-unes ont des constituants particulierement
solubles, ce qui entraine, durant la distillation des écorces de cannelle, I'obtention
habituelle d'émulsions [11].

» Dans les huiles fixes : elles sont totalement solubles dans les huiles grasses (meilleurs

solvants des huiles essentielles) [11].
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> Dans les solvants organiques : les HE se solubilisent trés bien dans les solvants

organiques usuels, dans les alcools de titres éleves (différence avec les lipides) [4].
8.4. Caractérisation chimique

> Indice d’acide : IA est le nombre de milligramme (mg) de potasse nécessaire pour

neutraliser les acides libres dans 1gramme (g) d’HE selon la réaction :
RCOOH + KOH — RCOOK + H20 (réaction a température ambiante)

> Indice d’ester : IE est le nombre de milligramme (mg) de potasse nécessaire pour

saponifier les esters présents dans 1gramme (g) d’HE selon la réaction :
RCOOR’ + KOH — RCOOK + R’OH (réaction a chaud) [22].

> Indice de saponification : IS est le nombre de milligramme (mg) d’hydroxyde de
potassium nécessaire pour neutraliser les acides libres et saponifier les acides estérifiés

contenus dans un gramme d’HE [28].
9. Propriétes des huiles essentielles

9.1. Intérét physiologique des huiles essentielles pour la plante

L’intérét des huiles essentielles pour la plante n’a pas pu étre clairement démontré. En effet, on
considere qu’il s’agit de déchets du métabolisme. Toutefois, certains auteurs présentent que la
plante utilise son HE pour repousser les insectes et pour se protéger contre les herbivores et les
rongeurs, ou au contraire pour attirer les abeilles et les insectes et favoriser la pollinisation.
D’autres les consideérent comme une ressource énergétique, facilitant certaines réactions
chimiques et d’autre part, elles conservent ’humidité nécessaire a la vie des plantes exposées a
des climats désertiques [29]. Alors que les autres confirment qu’il s’agit des supports de
communication en transférant les messages biologiques sélectifs, et peuvent servir de solvants

bioactifs des composés lipophiles [30].
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9.2. Propriétés thérapeutiques des huiles essentielles

Les propriétés médicinales des HE sont nombreuses. Avant de les citer, il faut savoir que
I’activité d’une HE peut étre différente de celle dont elle est issue, ainsi I’HE de romarin est
antibactérienne alors que I’infusé de la méme espece est traditionnellement utilisé pour le

traitement symptomatique des troubles digestifs divers [4].
Quelques propriétés fondamentales se dégagent cependant :
% Activité antibactérienne

Les huiles essentielles exercent une activité antibactérienne a I’encontre des bactéries
pathogenes variées, y compris des souches habituellement antibiorésistante tel que: le
staphylocoque, le bacille de koch ou le bacille typhique. Les HE ont une double action contre
des microbes : effet bactéricide et effet bactériostatique [4].

Les molécules possédant le coefficient antibactérien le plus élevé sont (par ordre décroissant) :
le carvacrol, le thymol, et I'eugénol ; elles appartiennent toutes les trois au groupe des phénols
; l'australol, et le gaiacol font également partie de ce groupe, mais les huiles essentielles les

recelant sont ici moins actives [11].
% Activité antivirale

L’activité antivirale découle de la liposolubilité des HE, ce qui leur permet de pénétrer dans
I’enveloppe virale riche en lipides. Les HE sont plus actives sur les virus enveloppés car ils sont
plus fragiles que les virus nus. lls sont donc particulierement efficaces envers les virus
herpes simplex, VHS-1 (herpés labial) et VHS-2 (herpes génital) [11].

Les composés aromatiques et les phénols monoterpéniques arrétent le développement des virus

et facilitent 1’élimination du mucus tout en stimulant le systéme immunitaire [25].

0,

% Activité antifongique

Les infections fongiques sont tres fréquentes dans notre société. Cette extension est largement
favorisée par la prescription de maniére abusive des antibiotiques, issus en premier lieu de
champignons microscopiques. Certaines huiles cétoniques sont utiles pour lutter contre les

infections mycosiques, en particulier celle du Rosmarinus officinalis verbenoniferum
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intéressante dans les candidoses. Les groupes de molécules aromatiques citées comme agents

antibactériens sont également actifs sur les champignons et les levures.

Parmi les HE ayant une activité antifongique, on peut citer celle de Melaleuca alternifolia (arbre
a thé), Syzygium aromaticum (giroflier), Rosmarinus officinalis verbenoniferum (romarin) ou

celle de 1I’encore de Cinnamomum verum (cannelle de Ceylan) [4,11].
% Activité antiparasitaire

Les phénols présentent I’action la plus puissante contre les parasites, suivis par les alcools
monoterpéniques. Certains oxydes comme ’ascaridol sont trés spécifiques dans la lutte antiparasitaire
et constituent de bons antihelminthiques. Enfin les cétones ont une activité antiparasitaire bien établie,
mais leur utilisation doit se faire avec précautions car ils présentent une certaine neurotoxicité. Cette

action est renforcée par 1’association cétones/lactones dans I’HE [25].
% Activité anti-inflammatoire

Les huiles essentielles constituent une alternative aux traitements allopathiques classiques de

type AINS (Anti-Inflammatoires Non Stéroidiens).

Les molécules concernées sont notamment les aldéhydes monoterpéniques : citrals, citronellals,
cuminals. Ils sont utilisés par voie externe. lls interviennent par une action hyperhémiante en
favorisant les mécanismes physiologiques de défense anti-inflammatoire naturelle impliquant

les leucocytes. Ils modulent également la réponse immunitaire par voie interne [25].

La menthe poivrée est en mesure d’anesthésier les douleurs au niveau du crane, le clou de
girofle calme les douleurs dentaires et le thym agit au niveau de coude, tandis que la citronnelle,
le romarin ou I’eucalyptus sont efficaces en cas de piqures d’insectes. Toutes ces plantes

présentes une activité anti-inflammatoire puissante [11].
¢ Activité Antihistaminique

Certaines huiles essentielles inhibent la synthese des leucotrienes et empéchent donc la
libération de I’histamine responsable des réactions allergiques. On retrouve parmi elles, I’'HE

du basilic tropical qui soulagera certains symptomes liés a une réaction allergique [25].
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% Activité antispasmodique

L’huile essentielle de la menthe poivrée et le basilic exotique, sont réputées efficaces dans le
soulagement des spasmes gastro-intestinaux. Cette propriété est en partie liée a leur effet
carminatif qui entraine une toxicité sur les bactéries du codlon. Cette toxicité contribue a
diminuer la production gazeuse des bactéries et favoriser le soulagement des douleurs gastro-
intestinales. Un certain nombre d’HE (de : menthe, thym, mélisse, girofle, basilic) a exercé, in
Vitro, une action spasmolytique importante sur I’il€on isolé de cobaye (ou cochon d’Inde) ainsi
que sur la trachée du méme animal. Il semblerait que cette activité soit liée a une inhibition de

I’entrée du calcium dans les cellules entrainant une relaxation des fibres musculaires [4].
% Activité endocrinorégulatrice

La sauge est I’amie de I’appareil génital féminine, le gingembre est 1’ami de 1’appareil génital
masculin, le pin sylvestre et le basilic agissent sur les glandes surrénales. Les HE ont la capacité
de réguler l’action de nos glandes. Les mécanismes mis en jeu par ses dernieres étant

véritablement complexes.

Certaines HE ont aussi une action stimulante sur la sexualité. La sarriette, par exemple, est

particulierement efficace pour les hommes [25].

Ces HE seront contre-indiquées chez une patiente ayant des antécédents de cancers

hormonodépendants [24].

0,

% Activité analgésique, antalgique et anesthésique locale

On différencie 1’activité antalgique qui va atténuer la douleur de ’activité analgésique qui va

permettre d’inhiber la douleur. Certaines huiles essentielles possédent ces activités [24].

L’HE de camomille noble est utilisée en anesthésie locale ou en pré- anesthésie et celle de la

menthe poivrée pourra étre utilisée lors des migraines [11].
% Propriété désodorisante

Les huiles essentielles de la lavande, d’eucalyptus, du romarin et du bois de cédre présentent

des propriétes désodorisantes et purifiantes [11, 25].

7

% Activité neurotrope

N
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Les huiles essentielles peuvent calmer, détendre et faciliter le sommeil ou au contraire, stimuler

le systtme nerveux. On retrouve ’huile essentielle de Lavande fine citée au-dessus pour

LES HUILES ESSENTIELLES

potentialiser I’'immobilité ; elle présente également une action sédative [11].

Tableau I: Différentes propriétés thérapeutiques des huiles essentielles

Activités

Huiles essentielles

Références

Activités bactéricide

Huile essentielle de Thym a thymol
Huile essentielle de Menthe

poivrée Huile essentielle de Girofle

[11]

Activité antivirale

Huile essentielle d’Hysope

Huile essentielle de I’ Arbre a thé

[11]

Activité antifongique

Huile essentielle de I’ Arbre a thé
Huile essentielle de Girofle

Huile essentielle de Cannelle de
Ceylan

Huile essentielle de Romarin

[4, 11]

Activité antiparasitaire

Huile essentielle de Chénopode blanc

[25]

Activité anti-
inflammatoire

Huile essentielle de la Citronnelle
Huile essentielle d’eucalyptus
Huile essentielle de Thym

Huile essentielle de Menthe poivré
Huile essentielle de Girofle

Huile essentielle de Romarin

[11, 25]

Activité
antihistaminique

Huile essentielle de Basilic

[25]
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Huile essentielle de Thym

Huile essentielle de Menthe

Activité
antispasmodique . . T [4]
P q Huile essentielle de Mélisse
Huile essentielle du Girofle
Huile essentielle de la Sauge
Huile essentielle de pin sylvestre
ACt'V't? . . Huile essentielle de Basilic [25]
endocrinorégulatrice
Huile essentielle de Sarriette
Huile essentielle du Gingembre
Activité analgésique et Huile essentielle de la Camomille i

anesthésique locale Huile essentielle de Menthe poivré

Huile essentielle de la Lavande
Huile essentielle d’Eucalyptus

Activité désodorisante [11, 25]
Huile essentielle de Romarin

Huile essentielle de Ceédre

Activités neurotrope Huile essentielle de Lavande [11]

10. Conservation des huiles essentielles

L’instabilit¢ des molécules constitutives des huiles essentielles implique des précautions
particuliéres pour leur conservation. En effet, les possibilités de dégradation sont nombreuses,
facilement objectivées par la mesure d’indices chimiques (indice de peroxyde, indice
d’acide...), par la détermination de grandeurs physiques (indice de réfraction, pouvoir rotatoire,
miscibilité a 1’éthanol, densité...) et/ou par I’analyse chromatographique. Les conséquences

sont multiples par exemple : la photo-isomérisation, la photocyclisation, la coupure oxydative,



CHAPITRE II LES HUILES ESSENTIELLES

la peroxydation, la décomposition en cétones et alcools, la thermo-isomérisation, 1’hydrolyse

et la transestérification. Pour éviter ces dégradations qui modifient les propriétés :

» Les HE doivent étre conservées dans des flacons en aluminium vernissé, en acier
inoxydable ou en verre teinté anti-actinique pour les protéger de la lumiere et de la
chaleur ;

» Les flacons doivent étre bien fermés, sinon I’HE peut s’évaporer et presque entierement
remplis (I’espace libre étant rempli d’azote ou d’un autre gaz inerte) ;

> |l faut les conserver en position verticale car les HE peuvent attaquer le codigoutte ;

> Les HE peuvent se conserver de 5° a 35° C. Elles se conservent 5 ans sauf les agrumes

(citron, orange, etc.) et les coniferes (pin, cypres, etc.) qui se conservent 3 ans [31, 32].
11. Utilisations des huiles essentielles

En aromathérapie, il existe plusieurs voies d’utiliser les HE comme : la voie olfactive (diffusion
atmosphérique, inhalation humide ou seche), la voie orale [33], la voie vaginale (ovule ou créeme
gynécologique) [19], la voie rectale (suppositoire ou solution) [11] ou par voie cutanée
(massage, bain, compresse) [33]. Selon la composition chimique et les applications
thérapeutiques de chaque HE, il est possible d’en déterminer les moyens d’absorption idéals et
ceux qui doivent étre proscrits. Il faut savoir que certains composants sont irritants ou toxiques
pour les muqueuses cutanées et respiratoires, ce qui proscrit les voies cutanée et olfactive.
D’autres sont toxiques pour le foie ou le systéme nerveux. Ces constatations montrent
I’importance de connaitre la composition chimique de chaque HE, afin de les utiliser en toute

sécurité [33].
12. Domaines d’application des huiles essentielles

12.1. En cosmétologie

Les premiéres syntheses organiques des ardmes utilisées en parfumerie remontent a la premiére
moitié du X1Xe siécle [22]. C'est le débouché principal des huiles essentielles, des concretes,
des absolues et autres résinoides fournis par ces drogues. L'industrie des cosmétiques et le
secteur des produits d'hygiene sont également des consommateurs, méme si le colt souvent
élevé des produits naturels conduit parfois a privilégier, pour les formulations de grande
diffusion, les produits synthétiques. On notera aussi la présence d’HE dans les préparations

pour bains (bains « calmants » ou « relaxants ») [4].
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L’utilisation des HE dans des produits cosmétiques, telles que les crémes et les gels, est non

seulement dans le but de les parfumés, mais aussi pour la conservation de ces produits [34].
12.2. En pharmacie

C’est le débouché principal des huiles essentielles. Ce sont utilisées pour leurs propriétés

antiseptiques, antifongiques, calmantes, relaxantes ...

La tendance actuelle serait I'utilisation bénéfique de cette activité antiseptique, notamment,
pour purifier 1’air atmosphérique dans les centres de soins (hopitaux, cliniques) et aussi dans

les maisons par diffusion d’huiles essentielles dans 1’air.

Souvent, les HE sont rajoutées dans la formulation des spécialités pharmaceutiques, pour
masquer le mauvais go(t des médicaments (aromatisation) et pour donner un caractére plus

agréable a leur consommation [22].
12.3. En agroalimentaire

Les huiles essentielles sont utilisées en agroalimentaire comme rehausseurs de goQt et pour
améliorer la saveur des produits alimentaires élaborés. Depuis peu, les industriels ont souhaité
I’utilisation des HE comme conservateurs, au détriment des molécules de synthése classiques

couramment utilisées, telles quelques parabenes [22].
12.4. Dans P’industrie chimique

L’huile essentielle est un mélange trés complexe. 1l est possible d’isoler des molécules d’intérét,
soit pour un usage ultérieur en tant que produit naturel présent sous une seule forme
énantiomorphe, soit pour la réalisation d’hemisynthése avec 1’obtention finale de nouvelles
molécules, économiquement plus rentables que la synthese chimique classique qui présente des

rendements faibles au bout de nombreuses étapes réactionnelles [22].
12.5. En dentisterie

Gréace a leurs propriétés aromatisantes et antiseptiques, les huiles essentielles ont été largement
utilisées dans les bains de bouche congus pour I’hygiene buccodentaire. Les préparations a base
du thymol, d’eucalyptol et du menthol sont parmi les plus utilisées depuis longtemps dans le
monde, surtout aux Etats—Unis. Cependant, c’est juste en 1987 que les bains de bouche préparés

a base d’HE ont été approuvés par l'association dentaire américaine (ADA), attribuer a leur
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efficacité antimicrobienne et leur sdreté. Parmi les bains de bouche les plus connus au monde,
on donne I’exemple de la Listerine® qui est une solution constituée d’HE de thymol et

d’eucalyptol utilisée pour le lavage de la cavité orale et les dents [34].
13. Criteres de qualité des huiles essentielle

L’aromathérapie, qui met en ceuvre les huiles essentielles, fait partie des thérapeutiques
complémentaires vers lesquelles les patients se tournent de plus en plus en raison d’une

méfiance grandissante a 1’égard de certains médicaments allopathiques.

Les HE sont commercialisées en officine, mais également en dehors du circuit pharmaceutique
(grandes surfaces, marchés, magasins “bio”, internet). Pour garantir la qualité d’une HE employée
en thérapeutique, il faut respecter plusieurs criteres : identité de la plante, culture, récolte, extraction
de I’HE [35].

» L’espéce botanique

La certification botanique doit apparaitre selon la nomenclature internationale sous son nom

latin précisant le genre, I’espéce et la sous-espéce [11].
> Partie de la plante utilisee

Certaines plantes peuvent produire des HE différentes selon les parties distillées [11].
» L’origine géographique

Cela permet de connaitre I’environnement dans lequel grandit la plante et de caractériser ainsi

I’HE obtenue [36].
» Chimiotype (ou chémotype)

En fonction de I’origine de la plante (climat, pays, altitude, saison...), une plante de méme
espéce botanique peut élaborer des HE de composition chimique différente donc avec des

propriétés différentes [37].

» Laculture et la récolte de la plante
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Les plantes dédiées a la production des HE peuvent provenir de trois types de culture :

- La culture conventionnelle qui utilise des engrais et des pesticides ;
- La culture biologique (label "AB" qui suit un cahier des charges n’autorisant pas
I’emploi de produits phytosanitaires) ;

- Les plantes sauvages [35].

Le mode de culture définit si la plante est cultivée ou sauvage. Il est souvent représenté par un
label si la plante provient d’une culture biologique. Les seuls labels autorisés sont ceux délivrés

par le Ministére de 1’ Agriculture. Il en existe plusieurs :

- Le label BIO garantie une HE certifiée par I'organisme ECOCERT afin de garantir
l'origine biologique de I’HE.

- Le label ECOCERT garantic qu’'une HE est soumise au contrdle régulier d’un
organisme de certification agréé par les pouvoirs publics ;

- Le label HEBBD (Huile Essentielle Botaniqguement et Biochimiquement Définie)
signifie que I’HE posséde un bulletin d’analyse établi avec le CNRS. C’est un label de
qualité des HE ;

- Le label AB correspondant a Agriculture Biologique, certifie que I’huile essentielle posseéde
au minimum quatre-vingt-quinze pour cent d’ingrédients issus de 1’ Agriculture Biologique,

c'est-a-dire cultivée sans engrais, ni pesticides, et ne contenant pas d’0.G.M [36].

Les plantes sauvages ou labellisées AB doivent étre privilégiées pour garantir des HEs de
qualité maximale car elles sont exemptes de produits phytosanitaires. Cependant, la majorité
des HE sont issues des plantes cultivées selon la méthode conventionnelle.

La récolte de la plante se fait au moment ou les principes actifs les plus intéressants sont a leurs
concentrations maximales ou a I’inverse, lorsque les composés toxiques sont les moins

concentrés [35].
> Extraction de ’huile essentielle

Il est préférable de distiller la plante fraiche, cette opération se faisant généralement pres des
lieux de culture. Cependant, il est également possible de sécher la plante pour I’entreposer et la

transporter avant de pratiquer I’extraction de I’HE.
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La température du chauffage et la pression constituent des éléments importants. Les composes
aromatiques étant fragiles, un équilibre entre la pression (entre 0,01 et 0,05 bars) et la
température doit étre trouvé pour les préserver au mieux. Par exemple, la couleur de ’'HE de
Thymus vulgaris est rouge clair lorsqu’elle est obtenue a basse pression et rouge brun foncé

quand la pression s’¢éleve.
Les cuves de distillation doivent étre en matériau inoxydable.

Le temps de distillation est un critére déterminant. Sous basse pression, il est nécessairement
plus long. Or, une distillation prolongée permet de recueillir I’ensemble des fractions, dites “de

téte” et “de queue”.

Une fois la distillation de la plante réalisée, plusieurs procédés peuvent étre appliqués sur I’'HE

obtenue :

- La rectification est une opération qui a pour but d’augmenter artificiellement la
concentration d’un principe actif en particulier ;

- La déterpénation consiste a ter une partie des terpénes contenus dans I’HE pour en
diminuer la toxicité (risques épileptogéne ou photosensibilisant) ;

- La falsification consiste a un assemblage de plusieurs HE provenant de différentes
sources afin d’obtenir une composition fixée. Cette pratique est interdite dans le

domaine pharmaceutique [35].
14. Toxicité des huiles essentielles

14.1. Dermocausticité

Les phénols, les aldéhydes ainsi que les phénols méthyle éthers présentent une agressivité
importante pour la peau. Cette dermocausticit¢ va d’une activité irritante a une activité
nécrosante qui détruit I’intégralité des cellules. Les huiles essentielles qui contiennent ces

molécules doivent étre absolument diluées.

Les HE contenant des terpénes peuvent irriter la peau, et donc il est conseillé de les diluer dans
des huiles végetales. Les hydroperoxydes terpéniques formes durant le stockage des HE riches

en monoterpenes (térébenthine non rectifiée) sont allergisants par voie externe.
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Les HE concernées sont celle du : basilic, cannelle (écorce), citron, clou de girofle, cyprés de
provence, genévrier, gingembre, mandarine verte, mélisse, muscade, myrte citronnée, myrte
verte, orange douce, origan, pamplemousse, pin sylvestre, poivre noir, romarin a cinéole,
sarriette des montagnes, thym a feuilles de sarriette, thym a thymol, verveine exotique, verveine

odorante.

Lors d'un usage durant de tres longues périodes, toute HE est susceptible d'entrainer des
réactions de sensibilisation [11, 38].

14.2. Photosensibilité

Certaines molécules provoquent une réaction de la peau au soleil. Ce sont des huiles essentielles
qui appartiennent a la famille biochimique des coumarines. Pour éviter 1’apparition de taches,

il faudra éviter ces HE. Elles sont donc a utiliser avec précaution avant une exposition au soleil.

Les HE de : bergamote, angélique, camomille matricaire, cannelle (écorce), citron, fenouil
doux, khella, liveche, mandarine verte, orange douce, pamplemousse et verveine odorante [38]

sont photosensibilisantes.
14.3. Hépatotoxicité

Certaines molécules présentent une toxicité pour le foie si elles sont intégrées sur de longue
période. Les HE contenant un taux d’aldéhyde et phénol sont interdites par voie orale pour les
personnes ayant une sensibilité hépatique ainsi que chez les enfants en dessous de 10 ans. Il
faut associer systématiquement une HE hépatotoxique avec une HE hépatotonique des plantes
suivante : Rosmarinus officinalis (contient le verbénone et le cinéole), Citrus limonum,

Mentha piperita, Ocimum basilicum.

Les HE de la cannelle (écorce), clou de girofle, coriandre (graine), khella, lavande, muscade,

origan romarin a camphre, sauge, thym sont hépatotoxique [11, 38].
14.4. Neurotoxicité

Les molécules qui présentent une toxicité pour le systéme nerveux, sont les cétones, les
lactones, les dioxydes et les éther-oxydes. Ces molécules peuvent franchir les enveloppes de
protection autour du cerveau, surtout si elles sont appliquées autour de la téte, elles peuvent

déstructurer la gaine de myéline si elles sont appliquées sur des zones a risques, telles que les



CHAPITRE II LES HUILES ESSENTIELLES

tempes. De plus toutes les molécules neurotoxiques peuvent provoquer une fausse couche chez

la femme enceinte ou perturber le développement neuronal du feetus.

Dans ces familles biochimiques, on peut donc retrouver : I’huile essentielle d’aneth, carvi, cedre
de I’Atlas, coriandre, curcuma, eucalyptus gobulus, fenouil doux, lavande aspic, menthe verte,

muscade, myrte citronnée, romarin, sauge, tanaisie annuelle, thym.

Ces HE sont contre indiquer pour la femme enceinte, les enfants ainsi que pour les patients

ayant des antécédents d’épilepsie [11, 38].
14.5. Néphrotoxicité

Certaines huiles essentielles peuvent provoquer une inflammation des reins qui serait la
conséquence d’une irritation due a leur élimination [31]. Ce sont les HE riches en monoterpéenes
et en terpenes qui renforcent I’activité des corticosurrénaliennes. Elles sont plus conseillées en

massage qu’en prise orale.

Les HE déconseillées en prises orale sont celle d’aneth, cyprés de provence, genévrier, menthe
poivrée, mandarine verte, pin douglas, pin sylvestre, sapin baumier, sapin de Sibérie. Ces huiles

essentielles doivent étre utilisées sur avis médical et sur courte durée [38].
15. Précaution d’emplois

Les huiles essentielles sont de plus en plus utilisées a des fins thérapeutiques, mais beaucoup

trop de patients pratiquent I’automédication, sans bénéficier de conseils avisés.

Compte tenu de leur efficacité reconnue, les HE ne sont pas anodins et doivent étre utilisées

dans le respect de regles bien précises.

L’officine est le lieu privilégié pour se renseigner sur le mode d’administration, la posologie,

les précautions d’emploi et la conservation [35, 39].
Les HE sont des substances tres actives, dont I’utilisation réclame certaines précautions :

e Utiliser exclusivement des HE 100% naturelles et 100% pures ;
e Choisir les excipients appropriés a chaque voie d’administration surtout pour la voie orale,

avec interdiction d’utilisation des HE par voie intraveineuse et intramusculaire [40] ;
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Vérifier les mentions sur I’emballage. Ne jamais prendre des huiles synthétiques intitulées
« huile parfumée », « huile odorante », « mélange a base d’huiles essentielles ». Toutes HE
vendues dans un flacon en plastique, ou dans un flacon en verre non coloré et fonce, ne
doit pas étre considérée comme de qualité pharmaceutique. Se détourner de ces HE qui
ne présentent pas d’intérét thérapeutique ;

Ne pas utiliser chez la femme enceinte ou allaitante. Mais plus précisément c’est
pendant les 3 premiers mois de grossesse que les HE sont interdites. Seul un médecin
aromathérapeute peut en prendre la responsabilité [31] ;

Ne pas utiliser chez I’enfant de moins de 6 ans et chez la personne agée sans un avis
médical [31] ;

Ne pas utiliser en cas d’épilepsie, d’asthme et d’allergies aux molécules aromatiques ;
Les HE riches en phénols et en aldéhydes sont tres agressifs a 1’état pur pour la peau et
les muqueuses. Elles sont a diluer a 20% avec de 1’huile végétale, un Disper ou de
’alcool [41] ;

Le respect des posologies revét une importance capitale avec les HE plus qu’avec tout
autre produit naturel. Pour éviter tout probléme, le patient doit donc bien utiliser les
doses conseillées par son pharmacien [39] ;

Tout contact d’une HE pure avec les muqueuses (les yeux, la bouche, le nez, le vagin et
I’anus), ainsi qu’avec une zone irritée ou sensible doit étre évité. Le cas échéant, il faut
conseiller d’enduire la surface avec une huile végétale la plus grasse possible et de

contacter le centre antipoison le plus proche [39].
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1. Famille des Apiacees

1.1. Généralité

La famille des Apiacées (Apiaceae), anciennement appelée Ombelliferes (Umbelliferae),
contient environ 3000 especes [42]. Les plantes de cette famille sont largement utilisées en
médecine traditionnelle pour leurs propriétés pharmacologique et économiques en raison de la
présence des métabolites secondaires bioactifs tels que : les saponines, les alcaloides les huiles
essentielles, les polyphénols, les flavonoides, les coumarines (Furano et pyranocoumarins) et les
polyacétylenes [43].

1.2. Description botanique

La famille des Apiaceae est une famille de plantes dicotylédones relativement homogene,

caractérisée notamment par son inflorescence typique, I'ombelle [44].

- Appareil végétatif : les Apiaceae sont, a quelques exceptions preés, toutes herbacées,
rarement ligneuses et arbustives, a plan floral fixe, annuelles, bisannuelles ou vivaces
[44].

- L’appareil souterrain : racines pivotantes, dures (persil, fenouil) pouvant méme se
tubeériser (carotte) [42].

- Latige : est ordinairement cannelée et creuse par résorption précoce de la moelle au
cours de la croissance ; elle est dite fistuleuse [45].

- Les feuilles : sont alternes, sans stipules, généralement découpées et parfois entieres,
notamment chez les genres Hydrocotyle et Bupleurum [42].

- Les Fleurs : forment une grappe dense et aplatie, sont en effet groupées en ombelles
simples et plus souvent, en ombelles composées, munies de bractées appelées
involucelles a la base (Figure 5). Elles sont genéralement blanches et plus rarement
jaunatres, verdatres ou rosees. La disposition des fleurs en inflorescence relativement
condensée explique qu’elles soient généralement de petite taille. Leur simplicité et leur
régularité caractérisent les Apiacées [45].

- Le pistil unique posséde un ovaire infere composé de 2 carpelles, chacun contenant un
ovule. La fleur des Apiaceae présente cing pétales, cinq étamines libres, un calice trés

réduit, et un stylopode contenant les deux styles [46].
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Figure 5: Inflorescence des Apiaceae [44]

Le fruit : est un diakéne ou double méricarpe indéhiscent [42].

1.3. Distribution géographique

Les Apiacées sont I’une des familles les plus connues parmi les plantes a fleurs, elles sont

réparties sur la majeure partie du globe, plus commune dans les régions tempérées, mais surtout

dans I’hémisphére Nord [47]. Les genres présentent une répartition entre les divers continents,

avec une prédominance pour le continent asiatique (Figure 6) [48].

La famille des Apiacées occupe une place importante dans la flore Algérienne, elle est

représentée par 55 genres [5], 130 especes (dont 24 endémiques) et 26 sous especes [48].

B Pésent
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Figure 6: Répartition géographique mondiale des Apiaceae [48]
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Tableau Il: Répartition mondiale des genres d’ Apiaceac [44]

Continent Genre Endémique
Afrique 126 50
Amérique 197 52

Asie 265 159
Australie 36 11

Europe 139 29

1.4. Intérét économique et thérapeutique
> Intérét économique
Les Apiaceae renferment de nombreuses plantes alimentaires et aromatiques :
Anethum graveolens L. (I’aneth), Apium graveolens L. (le céleri), Carum carvi L. (le carvi),
Coriandrum sativum (coriandre), Cuminum cyminum (le cumin), Daucus carota (la Carotte),

Foeniculum vulgare (le fenouil), Pastinaca sativa L. (le panais), Petroselinum crispum (le
persil) [42].

Certaines espéces sont utilisées comme condiments ou épices, comme :

Carum carvi (le cumin), Anethum graveolens (I’aneth), Pimpinella anisum (I’anis)
Petroselinum sativum (le persil), Foeniculum vulgare var. (le fenouil) et Coriandrum sativum
(la coriandre) [47].

D’autres sont utilisées pour liquoristerie et confiserie tel est le cas :

Archangelica officinalis L (I’angélique), Pimpinella anisum L. (I’anis) [47].
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Certains especes sont cependant tres toxiques, comme : Aethusa cynapium (la petite cigué),
Conium maculatum (la grande cigué), Cicuta virosa (la cigué aquatique) [44].

> Intérét thérapeutique

Tableau I11: Utilisation en médecine traditionnelle de quelques Apiaceae

Ammi majus Traitement du psoriasis [47].

Antispasmodique, vasodilatateur coronarien, diurétique,

AR EIERE antiasthmatique [47].

Anethum graveolens Antispasmodique digestif ; eupeptique et diurétique [42].

Traitement de I’indigestion, de la pneumonie

AU Bl Apéritif, galactagogue, carminatif Diurétiques,
expectorantes et fortifiantes [49].
Foeniculum vulgare Antispasmodique, stimulant digestif [42].

Traitement de la grippe A, anti-inflammatoire et régulant

Bupleurum sp le systéme immunitaire [47].

Petroselinum crispum Antihypertenseur, diurétique, antispasmodique [42].

2. Genre Bupleurum
2.1. Distribution géographique

Bupleurum L. constitue I’un des plus vastes genres de la famille des Apiacées comprend environ
200 especes réparties dans 1’hémisphére nord de la planéte, présent en Europe, en Afrique du
Nord, en Asie et en Amérique du Nord [50].
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En Algérie, le genre Bupleurum compte quatorze especes, dont une endémique stricte et
localisée dans le massif de Gouraya et ses environs (Nord-est Algérien) : plantagineum Desf et
quatre endémiques du Nord-Africain : B. atlanticum Murb, B. montanum Cosson, B.

balansae Boiss et Reut et B. oligactis Boiss. [5].
2.2. Description botanique

Les Buplévres comprennent des plantes vivaces, annuelles essentiellement herbacées,
arborescentes et rarement arbustives. Les racines sont généralement courtes et ligneuses. La
tige est alterne ou a ramifications dichotomiques, verte ou glauque. Les feuilles sont alternes,
entieres, glabres, limbe membraneux, herbacé ou coriace généralement a nervures paralleles.

Les feuilles caulinaires souvent sessiles, agrippantes ou perfoliées.

L’inflorescence est lache, composée d’ombelles terminales et latérales ; bractées en forme de
feuilles avec de nombreuses bractéoles. Dents de calice absentes. Elles contiennent cing pétales
jaunes, rarement violacés oblongs a orbiculaires. Le style est court souvent réfléchi avec un
stigmate de forme conique ou discoide. Le fruit est de type akéne plus précisément diakéne

oblong de forme ovoide-oblong ou ellipsoide [5, 51].
2.3. Utilisation en médecine traditionnelle

En Chine depuis 2000 ans, ils ont constatées que les racines de plusieurs espéces de genre
Bupleurum sont fréqguemment utilisées dans les prescriptions en médecine traditionnelle
orientale pour le traitement de la rhume avec fievre, la grippe, la malaria, 1’hépatite, ainsi que

le syndrome de ménopause [52].



CHAPITRE I ETUDE BOTANIQUE

3. Etude botanique de Bupleurum spinosum L.

3.1. Dénomination

- Nom scientifique : Bupleurum spinosum L.

- Nom vernaculaire : Nom francais : Buplevre épineux
Nom arabe : 4G &l 4 [53]
Nom kabyle : Taffa

- Systématique : selon la classification APG |11, Bupleurum spinosum L se trouve dans la

position systématique suivante :

e Clade : Angiospermes.

e Clade : Dicotylédones vraies.

e Clade : Asteridées.

e Clade : Campanulidées/Euastéridées II.

e Ordre : Apiales.

e Famille : Apiaceae.

e Genre : Bupleurum.

e Espéce : Bupleurum spinosum L.
3.2. Origine terminologique

Le nom Bupleurum tire son origine du grec « bous » voulant dire beeufs et pleurons, ou plévre,
qui fait allusion a la consistance assez coriace des feuilles. Spinosum fait référence au fait que

la plante est recouverte d’épines [53].
3.3. Description botanique

Arbustes épineux pouvant atteindre 40cm de hauteur. La tige est trés ramifiées, ligneuses a la
base. Les feuilles sont de couleur vert-gris persistantes, étroites, linéaires, coriaces, entiéres, en
forme de lance a 3-5 nervures. Les ombelles présentent 2-7 rayons qui deviennent raides et
épineux apres la fructification, portant 3 a 6 bractées linéaires. Les ombellules portent 3 a 6
bractéoles. Les fleurs sont jaunatres avec cing petits sépales. Le fruit ovoide de couleur vert-
jaune possede des cotes primaires filiformes. La graine posséde un endosperme plat (Figure 7)
[54, 55].
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Figure 7: Dessin représentant le Bupleurum spinosum L. [55]
3.4. Distribution géographique

Le Buplévre épineux est présent dans les terrains rocailleux, fourrés, steppes a xérophytes
épineux des moyennes et hautes montagnes, calcaires ou siliceuse [54]. On retrouve cette
espece dans certains pays méditerranéen (hautes montagnes de Nord Afrique) et certains pays

d’Europe méridionale. Elle est trés commune dans le Tell Algérien [53].
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1. Composition chimique du genre Bupleurum

Le genre Bupleurum occupe une place importante dans la littérature phytochimique en raison
de sa diversité botanique. Il est riches en métabolites secondaires : les saponosides, les
flavonoides, les lignanes, les coumarines, les stéroides, les polyacétylénes, les acides gras [56],
les polysaccharides, les acides organiques, les huiles essentielles et plus de 220 composées ont

été identifiés dans ces huiles essentielles [57].
1.1. Saponosides

Les saponines tritérpéniques, la classe des composés chimique la plus caractéristique de la
famille des Apiaceae. lls se retrouvent dans la plupart des parties de la plante : dans les racines,

les feuilles, le bois, les écorces et les fruits [58, 59].

Dans le genre Bupleurum, les saponines ont été les premiers composés etudiés. Ils sont appelés
aussi Saikosaponines dérivées du nom japonais "Saiko", le nom commun des Bupleurum spp.
IIs sont des glycosides triterpenes de la série oléanane [60, 61] ou de la série ursane [59]. Les

sucres habituellement attachés a la génine sont le glucose, le fucose, le rhamnose, et rarement

le xylose.
Tableau 1V: Quelques saikosaponines isolés du genre Bupleurum
Espéces Noms des composés Références

Saikosaponine a, b, d, ¢ Li 2015 et al [62]
Prosaikogénine A, D, F, G Wang 2017 et al [63]
2 *’-O-Acétylsaikosaponine a Yu 2013 et al [64]

B. chinense
3 7’-O-Acétylsaikosaponine a
6 ’-O-Acétylsaikosaponine a
23°’-0-Acétylsaikosaponine a
Saikosaponine b2 Shimoaka 1975[65]

B. falcatum
Saikosaponine b3 Ishi 1998 [66]
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Saikosaponine b4
Saikosaponine f

Hydroxy saikosaponine a, ¢, b

Li 2015 et al [62]

Ebata 1996 [67]

B. marginatum var
Sténophyllum

Saikosaponine a, ¢, d, h

Ding 1986 et al [68]

Fang 2017 [69]

B. scorzonerifolium

Bupleuroside 1, 111, VI, IX, XIII

Saikosaponine u, v

Matsudal997 [70]

Li 1999 [71]

1.2. Flavonoides

Les flavonoides occupent une grande partie des métabolites secondaires. Ils se retrouvent a

I’état libre ou sous forme d’hétéroside dont les sucres constituant la partie osidique sont

habituellement : le glucose, le galactose, le thamnose ou 1’arabinose [72].

Tableau V: Quelgues flavonoides isolés du genre Bupleurum

Espéces

Noms des composés

Références

B. chinense

Kaempférol

Quercitine

Zhang 2010 [73]

B. affine

Kaempférol
Quercitine
Rutine
Narcissine

Isorhamnetine-3-glucoside

Gevrenova 2015 [74]

B.fructisum

Kaempférol-3- rutinoside
Kaempférol-3-glucoside

Quercitine-3-glucoside

Bencheraiet 2011 [75]

w
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1.3. Coumarines

L. Pistelli et ses collegues (1996) ont pu isoler neuf composés de coumarine dans leurs études
phytochimiques sur les racines des especes de B.fructisum : Prenyletine, Capensine, Fraxetine,
Aescultine,  7-(3-methyl-2-butenyloxy-6-methoxycoumarine,  7-(2-hydroxy-3-methyl-3-
butenyloxy)-6-methoxycoumarine, 5,7-dihydroxy-6-methoxy-8-(3-methyl-2-butenyl)
coumarine [76].

1.4. Lignanes

Les lignanes sont des composés dimériques, essentiellement formés par la combinaison de deux
molécules d’un dérivé de phénylpropane. Les lignanes isolés du genre Bupleurum sont de type

arylnaphtaléne, dibenzyl butyrolactone et furanofuranique [72].

Tableau V1: Quelques lignanes isolés du genre Bupleurum

Espéces Noms des composés Références

Salicifoloil Gonzalez 1990
[77]

Isokaerophylin
B. salicifolium
Busalicifol

Bosaliol

(R, Z)-3- (3,4-diméthoxybenzyl)-2-(3,4- | Barrero 1999
diméthoxybenzyldiene)-y-butyrolactone [78]

B. acutifolium
(2R, 3S)-2-acétoxy-2, 3bis (3,4-diméthoxybenzyl)-
y-butyrolactone

1.5. Polyacétylénes

Les travaux de Hang et al (2004) réalisés sur B. longiradiatum ont permis de mettre en évidence
la présence des polyacétylenes tels que: Beupleurotoxine, Acétyl buplueurotoxines,
Bupleuronol, Bupleurynol [79].

I
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La présence des polyacétylénes dans B. chinense est mis en évidence par Cao et al (2020), qui
aisolé le (2Z, 8E)-heptadécadiéne-10-oxo0-4,6-diyn-1-ol [80].

Barrero et Al (1998) a pu isoler 2 polyacétylénes du B. spinosum :
(5 E, 7 E) -Pentadéca-5,7-diéne-9,11,13-triyn-2-one et le (8 Z ) -Décene-4,6-diyn-1-ol [81].
1.6. Huiles essentielles

Plusieurs études relatives a la composition chimique de I’huile essentielle du genre Bupleurum

ont été publiées. Parmi les composants de cette huile on trouve :

Les hydrocarbures : a-Pinéne, B-Pinéne, A-3-Caréne, Limonene, Myrcene, a-Phellandrene
[82].

Les alcools : Terpinen-4-ol [82] géraniol [83].

Les phénols : thymol, carvacrol [83].

u
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2. Activités pharmacologiques de quelques composeés isolés du genre
Bupleurum

2.1. Activités pharmacologique des saikosaponines

La majeure partie de 1’activité des Bupleurum est due aux saikosaponines. Parmi lesquelles les

saikosaponines A, C, D sont les plus actives [84].
2.1.1. Saikosaponine A

La saikosaponine A a un effet immunosuppresseur en supprimant la production d'lIL-2, d'IFN-

y et de TNF-a stimulée par la concanavaline A (Con A) dans les cellules T de souris [84].

La saikosaponine A inhibe de maniére significative la réaction d’anaphylaxie cutanée passive
chez les rats et supprime également la bronchoconstriction asthmatique cher les cobayes

sensibilisés [85].

Elle pouvait sensibiliser les cellules cancéreuses a l'apoptose induite par le cisplatine par
I'accumulation des especes réactives d’oxygene (ROS), ce qui peut étre attribué a la
combinaison des saikosaponines avec le cisplatine. Il s'agit d'une stratégie thérapeutique
efficace [84].

La saikosaponine A est également un antioxydant potentiel dans le corps biologique. Il a été
étudié que la supplémentation en saikosaponine-A diminuait significativement les activités de
I'alanine aminotransférase (ALT) et de I'aspartate aminotransférase (AST), ainsi que les niveaux
du cholestérol et des triglycérides du foie dans le plasma de rats présentant des lésions

hépatiques induites par le CCl, [84].
2.1.2. Saikosaponine D

La saikosaponine présente un effet hépatoprotecteur, en inhibant les Iésions hépatiques aigue et
de la peroxydation lipidique induites par une dose aigue de CCl4 dans le foie des rats prétraités

par la saikosaponines D [86].
Un test in vitro a montré que la saikosaponine-D agit comme un phytoestrogéne faible [84].

Elle est un puissant activateur de macrophages.
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La saikosaponine D est également dotée d'une puissante cytotoxicité, et il semble que cette

activité puisse étre bénéfique pour soigner certaines maladies [84].
2.1.3. Saikosaponine C

La structure chimique de cette saikosaponine est différente des autres saikosaponines citées

avant, ce qui peut conduire a des activités pharmacologiques différentes :

Il a été démontré que la saikosaponine C présente un effet néphroprotecteur plus puissant que
les saikosaponines A et D aprés injection du sérum néphrotoxique aux cobayes [87].

La saikosaponine-C posséde une cytotoxicité, qui pourrait jouer un réle dans l'inhibition de la
réplication de I'ADN du HBV. De plus, elle possede la capacité de stimuler la prolifération
cellulaire [84].

2.1.4. Autre saikosaponines
Les saikosaponines B1, B2 et B4 ont un effet inhibiteur sur la pompe Na*/K*/ATPase [84].

La saponine 1V de buddleja et la saponine 1V de malonyl buddleja se sont avérées posséder des

effets hépatoprotecteur [88].
2.2. Activités pharmacologiques des flavonoides

Des études pharmacologiques ont démontré que les flavonoides des espéces du genre
Bupleurum avaient des effets inhibiteurs sur le virus de la grippe. Les flavonoides totaux de la
partie aérienne de B. chinense pouvaient soulager de maniére significative les processus

pathologiques pulmonaires des souris infectées.

Les flavonoides contenus dans B. scorzonerifolfium ont été reconnus pour leurs utilités
thérapeutiques dans le traitement des maladies neurodégénératives du systeme nerveux central
[84].

2.3. Activités pharmacologiques des polysaccarides

Les polysaccharides bruts extraits de Bupleuri radix peuvent améliorer les activités
phagocytaires et inhiber la production de médiateurs pro-inflammatoires induits par le

lipopolysaccharide [84].
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Les polysaccharides de B. chinense protégent les cardiomyocytes contre 1’apoptose via

I’inhibition du stress oxydatif et de 1’apoptose intrinséque médiée par les mitochondries [89].

La fraction polysaccharidique du B. falcatum a un effet antiulcéreux induits par I’acide acétique
chez les rats [90].

Les polysaccharides ont un effet immunorégulateur en améliorant les fonctions phagocytaires

des macrophages, et en inhibant la production de NO.

Un polyacétylénes provenant des feuilles de B. salicifolium a montré une puissante activité

antibiotique.

En outre, les polysaccharides bruts ont été bénéfiques pour le traitement du lupus érythémateux

systémique [91].
2.4. Activités pharmacologiques des extraits

Les extraits de Bupleurum ont été évalués in vitro pour déterminer leurs activités antivirale
contre le virus de I’herpés simplex, la rougeole [92], HBV, HCV [93] et le virus de I’influenza
A [69]. En effet, les extraits ainsi que les saikosaponines ont un effet inhibiteur et plus puissant

que la ribaverine contre ces virus [69].

I’extrait méthanolique de B. fructiscens présente un effet anti inflammatoire en inhibe la
production de LTB4 et de SHETE ainsi qu’une double action sur la SLOX et la COX-1[94].

Les extraits éthanolique et aqueux de B. chinense ont été examinés pour leur effet antiulcéreux
; Iextrait éthanolique a une action anti-Helicobacter pilori plus prononcée que celle de
I’ampicilline utilisée comme référence, alors que 1’extrait aqueux n’a aucun effet [62]. S’ajoute

I’effet analgésique dans les douleurs induites par le formol [94].
2.5. Activités pharmacologiques des huiles essentielles

En tant que groupe de constituants dominants des espéces du genre Bupleurum, les huiles

essentielles s’averent étre la matrice pour plusieurs activités pharmacologiques.

L’activité anti-inflammatoire est attribuée aux a-pinéne, B-pinene, f-caryophylléne et au  A-
3-caréne ; qui sont efficaces contre 1'ceedéme de la patte arriére induit par la carragénine chez les

rats ectomisés surrénaliens [82, 83].
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Ashour 2009 a évalué ’effet de I’HE de B. marginatum sur 1’arrét de la production de PGE2

ainsi que I’inhibition de la lipoxygénase [95].

L'huile essentielle de B. fructicosum a montré une activité anti-inflammatoire contre
I'inflammation chronique proliférative provoquée par I'implantation du coton dans un modele

d'inflammation proliférative subchronique [96].

Les huiles volatiles ont présenté une activité antimicrobienne significative in vitro contre les
germes pathogenes bactériens (Gram positif et Gram négatif) et fongiques. Cette activité peut
étre attribuée a la présence de benzencarbinol, bormeol, verbénone, thymol, paeonol et trans-
Z-a-bisaboléne époxyde ; ces composants agissent en détruisant l'intégrité cellulaire par
inhibition du processus de respiration dans la cellule microbienne [97]. L’a-pinéne, myrcene

et limonene sont avérés également avoir une activité antibiotique significative [98].

L'huile volatile de B. fruticosum présente une activité antifongique contre les levures, les

souches de dermatophytes et d'Aspergillus [99].

Cependant, l'activité antibactérienne de I'huile essentielle peut aussi étre corrélée aux effets
synergiques de tous composants chimiques présents dans I'huile [95].

L'huile essentielle de B. longiradiatum présente une activité antioxydante évaluée par le test
radicalaire de DPPH [96]. L'inhibition de la peroxydation lipidique induite par FeSO4, H20; et
CCls a été évaluée en mesurant les produits de l'oxydation lipidique tels que les espéces
réactives de l'acide thiobarbiturique (TBARS) et les résultats ont montré que I'huile essentielle
inhibe la formation de TBARS [98].

L'effet de sédation des huiles volatiles a été vérifié, car il a montré une activité antispasmodique sur

les contractions utérines de rat provoquées par I'ocytocine [96].

Les huiles essentielles posseédent une forte cytotoxicité contre de nombreuses cellules
cancéreuses. L'essai MTT a montré que la valeur IC50 de 46,01 pg/mL indique la plus haute
activité dans la cellule CCRF-CEM activité dans la lignée cellulaire CCRF-CEM apres 24

heures de traitement [95].
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3. Composition chimique de Bupleurum spinosum L

Les études phytochimiques effectuées sur Bupleurum spinosum ont révélé leur richesse en
métabolites secondaires. La plupart de ces métabolites secondaires isolés appartiennent aux
classes des saikosaponines, parmi ces derniéres on cite : Saikosaponines a, Saikosaponines
b3[100] ;

Acide 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosyl-(1—3)-p-D-fucopyranoside, 3,
16a, 23,28-tétrahydroxyoléane-11,13(18)-dién-30-oique 3)-p-D-fucopyranoside ;

3B, 16a, 23, 28,30-pentahydroxyoléan-11,13(18)-dién 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—2)-p-D-
glucopyranosyl-(1— 3)-p-D-fucopyranoside[100].

Les ¢tudes effectuées sur I’espece algérienne ont révélé la présence de ces saikosaponines :

3-0-B-D-glucopyranosyl-(1—6)-[-D-glucopyranosyl-(1—2)]-[a-L-rhamnopyranosyl-
(1—4)]-B-D-glucopyranosyl-3p, 16, 23,28-tétrahydroxyoléan-12-ene.

3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—6)-[ B-D-glucopyranosyl-(1—2)]-[a-L-rhamnopyranosyl-
(1—4)]-B-D-glucopyranosyl-3p, 16, 28-trihydroxy-23-oxooléan-12-ene.

Acide  3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—6)-[a-L-rhamnopyranosyl(1—4)]-B-D-glucopyranosyl-
3PB,16B,28-trihydroxyolean-12-ene-23-oique [101] .

D’autres études ont permis de mettre en évidence les flavonoides (tamaréxitine et

I’isorhamnetine), les polyacétylénes, le bétuline et le germacréne [81].
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4. Activité antioxydante
4.1. Stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme étant I’incapacité de 1’organisme a se défendre contre
I’agression des espéces pro-oxydantes suite a un déséquilibre lié, soit a une production accrue
de ces especes, soit a une diminution de la capacité de défense antioxydante [102]. Ce
déséquilibre peut endommager certaines macromolécules (acides nucléiques, lipides et

protéines) et conduisant a ’apparition des diverses maladies [103].
%+ Espéces pro-oxydantes

Toute espece qui provoque ou induit une oxydation, en inhibant un systéme anti-oxydant ou en
produisant des espéces réactives de 1’oxygene ou de 1’azote. Parmi ces derniéres, figurent les

radicaux libres.

L’origine des pro-oxydants est endogene (respiration mitochondriale ; enzymes telles que
cytochromes P450, NADPH oxydases,...) et exogene (xénobiotiques : polluants et médicaments,

électrophiles et rayonnements) [104].
% Radicaux libres

11 s’agit d’un atome ou d’une molécule qui contient un ou plusieurs électrons non pairés, suite
a la perte d’un ou plusieurs électrons de I’orbite externe, aboutissant a la formation d’une demi-
liaison qu’il faut satisfaire par un pillage local d’électrons. Les radicaux libres ont une demi-

vie tres courte (quelques nanosecondes a quelques millisecondes) [105].(Figure 8)
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Figure 8: Balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants [106]

4.2. Antioxydants

4.2.1. Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des substances d’origine endogeéne ou exogéne qui servent a contrdler le

niveau des especes réactives pour les neutraliser et minimiser les dommages oxydatifs [104].

Les antioxydants sont utilisés en trés faible quantité (<1% généralement 1-1000 mg/L) par

rapport a la quantité de matiére qu'ils doivent protéger [107].

4.3. Types des systemes antioxydants

A. Systémes de défense enzymatique

% Les superoxyde dismutases (SOD) : sont des métalloprotéines, représentent 1’une des

premiéres lignes de défense contre le stress oxydant, assurent 1’élimination de 1’anion super-

oxyde Oz¢, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne [108].

[03--+ O2+-+2H+ =y H202+ on

R/

% Les glutathion peroxydases (GPxs) : une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les

peroxydes aux dépens de son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Elle est appelée
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"antioxydant principal” et se trouve dans chaque cellule du corps. Son réle principal consiste a
I’¢limination des peroxydes lipidiques résultant de 1’action du stress oxydant sur les acides gras

polyinsaturés [109]. Elle maximise également I'activité de tous les autres antioxydants [110].

[2 GSH+H202 Py GSSG-+2 H?.O]

% Le systeme thiorédoxine : I’antioxydant majeur responsable du maintien des protéines
a I’état réduit. La thiorédoxine régénérée par le NADPH sous 1’action de la thiorédoxine
réductase (TrxR), possede un groupement sélénocystéine dans son site actif. Elle intervient dans
la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogéne, ainsi que dans la

régenération du radical ascorbyl en acide ascorbique [109].
B. Systémes de défense non enzymatiques

% Glutathion et les protéines-thiols : La plupart des protéines dont I’albumine contiennent
des groupements « thiols » qui possédent des propriétés réductrices et piegent facilement les
especes oxygenées activées [111].

% La vitamine C : un excellent piégeur des ROS (HO+ ou O2¢-). Elle inhibe également la
peroxydation lipidique en régenérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa
réaction avec des radicaux lipidiques. L’homme doit assurer un apport journalier d’environ 100
mg via une alimentation riche en fruits [109].

% Lavitamine E : C'est une vitamine liposoluble ; existe sous deux formes I’a- et le Y-
tocophérol. Elle se localise dans les membranes cellulaires ou dans les transporteurs de lipides

répartis dans les différentes lipoprotéines plasmatiques.

Elles jouent un role protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles (ROO¢) pour former
un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique. Si I’a-
tocophérol est le plus abondant, il semble que le y-tocophérol soit le plus efficace a ce niveau
[112].

% Les caroténoides : sont des molécules liposolubles. Les plus connus sont l'astaxanthine,
le lycopene, la beta-carotene, la lutéine et la zéaxanthine. Le chef de file des caroténoides est
cependant la B-caroténe, également appelée provitamine A. Elle participe a I’arrét du processus

de la peroxydation lipidique [113].
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s Le coenzyme Q10 : présente un caractére lipophile qui Iui permet de s’insérer dans les
membranes et les lipoprotéines. Il joue un rdle essentiel dans la chaine mitochondriale de
transport d’électrons et dans la peroxydation lipidique en synergie avec la vitamine E [109].

%+ L’acide urique : produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme, il
se trouve majoritairement ionisé sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux (OHe,
ROQOe, NOOe-...). L’acide urique peut étre oxydé en différents produits dont le prédominant est
I’allantoine qui augmente dans les muscles en cas d’effort puis elle sera régénéré par la vitamine
C [109].

% La bilirubine : est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte
essentiellement du catabolisme de ’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Elle est
capable de piéger les radicaux peroxyles (ROO¢) et I’oxygene singulet. Ainsi, elle protége
I’albumine et les acides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires [109].

% Les polyphénols : sont d’excellents piégeurs des ROS et de trés bons chélateurs des
métaux de transition comme le fer et le cuivre. lls constituent une famille importante
d’antioxydants présents dans les végétaux. Ils sont présents sous forme d’anthocyanine, de
flavonoides et sous forme d’épicatéchine [109].

% Les oligoéléments : sont des micronutriments qui sont fortement impliqués dans
I’homéostasie énergétique. Parmi ces oligoéléments on trouve le cuivre, le zinc, le sélénium, le

manganeése ; servent notamment de cofacteurs des enzymes antioxydantes [114].
4.4. Activité antioxydante des huiles essentielles

Les especes réactives d’oxygéne provoquent 1’oxydation des macromolécules essentielles pour
nos cellules notamment les protéines, les acides aminés et I’ADN ; et produisant des altérations

moléculaires liées au vieillissement, a 1’athérosclérose, au cancer, a I’ Alzheimer et au diabéte.

Pour rétablir 1’équilibre entre ces radicaux libres et les antioxydants, un apport externe

d’antioxydant est nécessaire [115].

L'utilisation des HE en tant qu'antioxydants naturels suscite un intérét croissant car certains
antioxydants synthetiques, tels que le BHA et le BHT, sont désormais soupgonnés d'étre

potentiellement dangereux pour la santé humaine [107].

L’activité antioxydante de 423 huiles essentielles de 48 familles botaniques différentes a eté

évaluée ; en tant qu'agents de piégeage des radicaux libres en utilisant la méthode du 1,1-
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diphényl-2-picrylhydrazyl. Soixante-treize huiles ont montré une inhibition de 50 % ou plus a

une concentration de 1,25 mg/ml.

Toutes les huiles essentielles testées peuvent étre classées selon leur pouvoir de piégeage des

radicaux libres en 3 groupes allant de faiblement actif a extrémement actif.

Les huiles essentielles de Frankincensea, Lamiaceae, Lauraceae, Leguminosae, Magnoliaceae,
Myrtaceae, Scrophulariaceae, et Zingiberraceae se sont révélées les huiles essentielles les plus

actives sur le plan antioxydant.

Les huiles essentielles des familles Annonaceae, Apiaceae, Asteraceae, Burseraceae,
Cucurbitaceae, Cupressaceae, Myristicaceae, Piperaceae, Poaceae, Ranunculaceae, Rosaceae,
Rubiaceae, Schisandraceae, Solanaceae, Thymelaeaceae et Valerianaceae se sont révélées

modérément actives.

Tandis que les huiles essentielles des familles Acoraceae, Alliaceae, Anacardiaceae,
Betulaceae, Burseraceae, Canellaceae, Cannabaceae, Cistaceae, Clusiaceae, Cyperaceae,
Elaeagnaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Geraniaceae, Meliaceae, Onagraceae,
Pinaceae, Rutacea, Saccharomycetaceae, Santalaceae, Verbenaceae et Vitaceae se sont révélées

inactives ou faiblement actives.

Toutes les huiles essentielles qui ont montré une forte inhibition a I'essai du DPPH ont
également été trouvées actives dans le test de blanchiment du B-caroténe, avec une inhibition
superieure a 95% [116].

» Les composants responsables de 1’activité antioxydante des huiles essentielles

Cette activité est due a la capacité inhérente de certains composants, en particulier les phénols,
d'arréter ou de retarder l'oxydation aérobie de la matiere organique. Méme si le procédé
d'obtention de I'huile & partir de la matiére premiere ; (hydrodistillation) limite la teneur en
phénoliques dans la matrice finale car de nombreux composés de ce type sont non volatils.
Cependant, il existe des HE sans phénol qui expriment un comportement antioxydant. Ce
comportement est di a la chimie des radicaux de certains terpénoides et d'autres constituants
volatils tels que les alcools monoterpéniques, les cétones, les aldéhydes, les hydrocarbures et
les éthers, les composants soufres [111, 112].
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L'eugénol, 1I’a-pinéne, le sabinéne, le myrcene, le limoneéne, le cinéole, le linalol, le tanéthole,
le benzoate de benzyle, le cinnamate de benzyle, le B-caryophylléne, 1'a-copaéne, les
monoterpenes et les sesquiterpénes sont les plus antioxydant [111, 112].

4.5. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes ont été développées pour estimer la capacité antioxydante. Leur principe de
fonctionnement se base sur la réaction fondamentale d'oxydation-réduction impliquant soit un

transfert d'électron soit un transfert d'un atome d'hydrogene [117].

Suivant les réactions d'oxydoréduction impliquées, la majorité des méthodes d'évaluation de la
capacité antioxydante peut étre divisée en deux catégories. La premiere catégorie est SET
(Single Electron Transfer) : ces methodes sont basées sur le transfert d'électron. Elles mesurent
la capacité d'un antioxydant a transférer un électron non accompagne d'un atome d'hydrogene
pour réduire les ERO. La seconde catégorie est HAT (Hydrogen Atom Transfer): ces méthodes
sont basées sur le transfert d'un atome d’hydrogéne. Elles mesurent donc la capacité d'un

antioxydant a neutraliser les ERO par le don d'hydrogéne [118].

D’autres méthodes utilisent les deux principes a la fois le transfert d’électron et le transfert

d’hydrogéne [103].
4.5.1. Méthodes utilisant les mécanismes de transfert d’hydrogéne

Les méthodes HAT consistes a mesurer la capacité d’un antioxydant a neutralisée les radicaux

libres par transfére d’hydrogéne [119].
ArOH + X- wmmip- ArQ- + XH

a. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity Méthod)

Cette méthode est utilisée pour tester le pouvoir antioxydant contre le radical induit par le
dichlorhydrate de 2,2'-azobis-(2-amidino-propane) (AAPH) en utilisant la B-phycoérythrine (-
PE) ou la fluorescéine comme molécule cible [120].

b. TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter)

Elle est basée sur la protection fournie par les antioxydants sur la décroissance de fluorescence
de la R-phycoéthyrine (R-PE) éteinte par I’ABAP (chlorure de 2,20-azo-bis(2-amidino-

propane)) pendant une réaction de peroxydation controlée [121].
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c. HORAC (Hydroxyl Radical Averting Capacity)

Cette méthode mesure la capacité de I’activité chélatrice des métaux antioxydants pour atteindre
les radicaux OH générés par un systeme type fenton a base d’un complexe Cu(ll) mélangés

avec de la fluorescéine [120].

4.5.2. Méthodes utilisant les mécanismes de transfert d'un électron unique (SET)

Les méthodes SET mesurent la capacité d’un antioxydant a réduire un oxydant [119].
ArOH + X - e ArQH-" + X-TPTZ (blue at 595 nm) +/.2AROH"*

a. CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity Method)
C’est la capacité des antioxydants mélangés avec le CuSO4 et le néocuproine a réduire le Cu(ll)
en Cu(l) [120].

b. FRAP (Potassium Ferricyanide Reducing Power)

Une technique colorimétrique basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a réduire un
complexe ferrique (Fe (I11)) et le chlorure de 2,3,5-triphényl-1,3,4-triaza-2-azoniacyclopenta-
1,4diéne en forme fer ferreux (Fe (I1)) a faible pH, en mesurant les changements d’absorption

a I’aide d’un spectrophotomeétre a barrettes de diodes [120].
4.5.3. Méthodes utilisant le transfert d’électron et d’hydrogéne
a. DPPH (2,2-diphényl-I-picrylhydrazyl)

C’est une méthode simple, rapide et peu coliteuse. basée sur la capacité d’un antioxydant (utilise
le trolox comme antioxydant standard) a réduire la 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl en présence
d’un donneur d’hydrogéne (AH) en DPPH réduit (DPPHH) accompagné de sa décoloration du
violet au jaune [120, 110].

DPPH + H-A — DPPH-H * +A:

Violet Jaune
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b. ABTS (2,2-azinobis (3-éthylbenzthiazolin-6-sulfonique))

Elle mesure la capacité des antioxydants a neutraliser le cation radical stable : 2,2-azinobis (3-
éthylbenzthiazolin-6-sulfonique) en ABTS cationique(ABTSe«+) sous 1’action de persulfate de

potassium ou de dioxyde de manganese [120].

5. Activité antibactérienne
5.1. Résistance bactérienne aux antibiotiques

Depuis leur découverte au milieu du siécle passé et jusqu’a ces derniéres années, les
antibiotiques ont été considérés comme des médicaments dont 1’efficacité clinique n’était
quasiment jamais mise en défaut. Cela n’est plus vrai aujourd’hui, car les bactéries pathogenes,
suite a leur flexibilité et plasticité génétique, sont capables de mettre en place un programme de
résistance spécifique contre un antibiotique particulier. En effet, certaines souches arrivent a
rétablir une multirésistance vis-a-vis de plusieurs antibiotiques a la fois donnant lieu a ce qu’on

appelle les bactéries multirésistantes aux antibiotiques [122].

Les conséquences collectives et individuelles de la résistance bactérienne sont trés grave en
termes d’échec thérapeutique, de morbidité, de mortalité, mais aussi par leur poids considérable

de consommation de soins, d’examens et de journées d’hospitalisation [123].
5.2. Déefinition de la résistance aux antibiotiques

Un germe est dit résistant quand la concentration d’antibiotique qu’il est capable de supporter

est notablement plus élevée que la concentration qu’il est possible d’atteindre in vivo [124].
5.3. Type des résistances aux antibiotiques
On distingue deux situations principales :

> Larésistance naturelle (ou intrinseque) est celle qui est présente dans toutes les souches
de I’espece considérée. Elle est censée préexister a I’usage des antibiotiques. Elle constitue donc
une caractéristique propre a I’espece et délimite en fait le spectre d’activité des antibiotiques.

> La résistance acquise résulte, quant a elle, de l’utilisation des antibiotiques et ne
concerne qu’un certain nombre de souches, qui se distinguent ainsi des souches sauvages au

sein d’une espéce bactérienne donnée [123].
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Pour acquérir une résistance, les bactéries mettent en jeu quatre types de stratégies (Figure 1)
qui sont toutes sous contrdle génétique. Dans la premiére dite offensive, la bactérie produit une
enzyme appelée B- lactamase capable d’inactiver I’antibiotique. La deuxiéme stratégie dite
d’évitement consiste a une modification de la cible de I’antibiotique qui rend ce dernier
inefficace. Dans la troisiéme dite de contournement 1’antibiotique atteint sa cible et interagit
avec elle, mais la bactérie est capable d’utiliser d’autres voies métaboliques pour compenser le
manque d’activité de la cible primaire et enfin la quatriéme stratégie consiste soit & empécher

I’entrée de I’antibiotique dans la bactérie, soit a 1’expulser, c’est le phénomene d’efflux actif
[124, 125]. (Figure 9)

stratégies de résistance

attague evitement contouwrnement Elimination
.
souche ' e
imnactivation de mmodification de cible altaermative
Ia cible ou multiplE for Nisation effiux actif

Sauvaoe E Faavtibioti
| ibiotransformation)

artibiotiue actt g g T

bactéries s

sensibles [ bactéries résistantes
L3 antibiotigue =T enzyme de dégradation = cible alternative
= porine r antibiotigue modifi& = porine modifiée
Lo cible — cible modifiée T pPompe a efflux

Figure 9: Principales stratégies mises par les bactéries pour résister a I’action des
antibiotiques [123]

5.4. Activité antibactérienne des huiles essentielles

Les propriétés antibactériennes des HES sont connues depuis longtemps et aujourd’hui, un bon
nombre de publications importantes ont confirmé leur effet bactériostatique et bactéricide

contre des souches bactériennes pathogénes méme parfois a de trés faibles concentrations [126].

L’action des HES s’exerce sur un large spectre de bactéries, incluant les bactéries Gram positifs

et les bactéries Gram négatifs [127].
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Plusieurs molécules présentent dans les HEs sont douees de propriétes antibactériennes, en
particulier les phénols (tels que le carvacrol, le thymol et I’eugénol), les alcools (tels que le
linalool), les aldéhydes (tels que le cinnamaldéhyde) et les hydrocarbures (tel que le limonene

et le p-cymeéne) [128].
» Site d’action des huiles essentielles

La structure chimique des constituants des HE conditionne leur mode d’action antibactérienne.
Compte tenu du nombre de différents groupes de composés chimiques présents dans les HE, il est
probable que leur activité antibactérienne ne soit pas attribuée a un mécanisme spécifique mais qu’il

y ait plusieurs cibles dans la cellule [128]. (Figure 10)
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Figure 10: Principaux sites d’action des huiles essentielles [128]
a. Action sur la membrane cellulaire

Le caractére lipophile des molécules constituant les HE les rend capables de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane cellulaire et de s’accumuler entre les
phospholipides, entrainant des changements de conformation et éventuellement un manque de
régulation de la membrane cellulaire, ce qui perturbe ainsi le transport membranaire des
substances nutritives. Le transport membranaire peut aussi dysréguler via la perturbation du

gradient ionique de deux c6tés de la membrane cytoplasmique [122].
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b. Action sur la paroi cellulaire bactérienne

Les HE exercent cette action par entrainement d’une fuite de la membrane cellulaire et par
augmentation de leur perméabilité. Cette perméabilité sera 1’origine d’une perte d’ions, d’une

réduction du potentiel membranaire [129].

c. Action sur les acides gras membranaires

Les HE, gréace a leurs caracteres hydrophobes affectent la biosynthese des lipides, y compris les
acides gras insaturés, et modifient ainsi la structure de la membrane cellulaire. Cela cause
légérement des perturbations au niveau de I’enveloppe externe de la cellule traduisant ainsi des

modifications structurales de la membrane.

Les HE affectent également les enzymes responsables de la biosynthese de ces derniers, en
inhibant par différents mécanismes la désatérase et le cis-trans isomérase ; enzymes impliquées

dans I’anabolisme et la conversion des acides gras [122].

d. Action sur les protéines

Les différents composants des HE peuvent agir sur les protéines présentes dans les bactéries et
peuvent affecter la division cellulaire. Le cinnamaldéhyde, par exemple, est capable d’inhiber

la séparation des cellules de Bacillus cereus ainsi que la division cellulaire [122].

e. Mode d’action contre PATP

La modification dans la membrane cellulaire affecte Iégérement le processus du couplage
énergétique conduisant a une perturbation entre 1’équilibre du pool d’ATP intra- et
extracellulaire. Par exemple, I’utilisation de I’HE d’origan contre Listeria monocytogenes et
Staphylococcus aureus a réduit significativement le taux d’ATP intracellulaire via la

perturbation de la chaine respiratoire au niveau membranaire [122].

f. Action contre le quorum sensing (QS)

Le quorum sensing appelé encore phéromone bactérienne, est 1’ensemble des molécules
qu’utilisent les bactéries pour coordonner et assurer la communication entre elles. Cette
communication assure un certain nombre de fonctions cellulaires telles que 1’expression des
facteurs de virulence, la bioluminescence, la sporulation, la formation de biofilms et

I’accouplement.
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Certains composés isolés des HE ont montré leur efficacité contre le QS. La cinnamaldéhyde a
inhibé la bioluminescence chez Vibrio harveyi BB170 et I’eugénol chez Pseudomonas aeruginosa
et Chromobacterium violaceum via I’inhibition de la production des facteurs de virulence tels

que le violacéine, 1’¢lastase, la pyocyanine et le biofilm [122].
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|. Cadre d’étude

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de botanique médicale de la

faculté de médecine UMMTO et du laboratoire de microbiologie du CHU Nedir Mohammed

de Tizi-Ouzou ; durant la période de Mars a Juin 2021 (Figure 11).

—
récolte | séchage | brovage de différentes parties dela plante
Etape2
—
Extraction de l'huile essentielle par hvdrodistilation
—
Evaluation des activités biologique
\/

Figure 11: Diagramme du travail expérimental
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- Densitometre

*  Equipement et consommables
- Verreries

- Micropipettes

- Boites de Pétri

- Ecouvillons

- Disques en papier buvard

- Disques d’antibiotiques

2. Produits
Les produits et les milieux de culture utilisés sont cités dans le tableau suivant (Tableau VII).

Tableau VII: Produits et milieux de cultures utilisés

Bleu de méthyle
Rouge Congo
Réactif de Gazet
Produits Chimiques
Glycérine
Solution méthanolique de DPPH

Solution méthanolique du BHT

Hypochlorite de sodium
Eau distillée

Solvants
Méthanol

Eau physiologique

Gélose nutritive

Milieu Chapman
Milieux de culture

Milieu Hecktoen

Milieu Muller Hinton Agar

el
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3. Matériel biologique
3.1. Matériel végetal

La plante Bupleurum spinosum L., provienne du village Tirourda, commune d’Ifarhounéne
dans la wilaya de Tizi-Ouzou (Figure 12). La plante fraiche est récoltée au mois d’Avril 2021
par Dr Dahmoune (Maitre assistante en botanique medicale et cryptogamie a la faculté de
médecine, UMMTO).

Figure 12: Photographie du lieu de récolte de Bupleurum spinosum L. (col de Tirourda)

3.2. Microorganismes

Les 3 souches bactériennes ATCC (American Type Culture Collection) Gram- : Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Gram+ : Staphylococcus aureus ATCC

25923 utilisées nous ont été fournies gracieusement par le laboratoire de Microbiologie du CHU de
Tizi-Ouzou.

I11. Méthodes

1. Etude botanique de Bupleurum spinosum L.

La reconnaissance de la plante est faite au niveau du laboratoire de Botanique Médicale, en
présence de Dr Dahmoune (Maitre assistance en botanique médicale et cryptogamie a la faculté
de médecine, UMMTO).
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Les fleurs sont préalablement ramollies dans 1’eau. Les ombelles de B. spinosum ont été

étudiées a I’aide d’une loupe binoculaire.
» Loupe binoculaire

La loupe binoculaire est un instrument d'optique donnant une image agrandie et en relief de
I’objet observé, a travers deux oculaires donc avec les deux yeux. Elle permet d'observer des
objets qui peuvent étre épais et ne demandent aucune préparation, la mise au point se faisant
par une molette qui déplace le tube le long de la colonne (Figure 13).

Tl

7

Figure 13: Loupe binoculaire

2. Etude histo-anatomique de Bupleurum spinosum L.

Afin de mettre en évidence les spécificités morphologiques et histo-anatomiques de la plante,
des coupes histologiques ont été réalisées au niveau de la tige, de la racine et des feuilles puis

colorées par la technique de la double coloration et observées.
2.1. Technique de double coloration

Parmi les techniques de coloration, une seule reste plus utilisée ; c’est la technique de double
coloration. Elle permet de réaliser la différenciation de certains tissus en utilisant le Vert de
méthyle - Rouge Congo [130].
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Cette coloration consiste, en général, en une coloration des parois cellulosiques en rouge grace
au Rouge Congo, les tissus lignifiés en vert grace au Vert de Méthyle, les parois subérifiées en

marron et la cuticule en jaune.
Les reactifs de la double coloration ont été préalablement préparés comme sulit :

e Vert de méthyle : nous avons dissout 0.5g de Vert de Méthyl dans 50 ml d’acide acétique
puis, nous avons dilué la solution dans 500 ml d’eau distillée.
e Rouge Congo : nous avons dissout 0.5g de Rouge Congo dans 50 ml d’ammoniaque puis

nous avons dilué la solution dans 500 ml d’eau distillée.
2.2. Réalisation des coupes

A 1’aide d’une lame a rasoir bien afftitée et une lame en verre, nous avons réalisé une série de

coupes transversales tres fine et plane au niveau de la tige, de la racine et des feuilles. Les

feuilles sont préalablement ramollies dans I’cau (figure 14).

Figure 14: Réalisation des coupes de Bupleurum spinosum L. au niveau de : A- la tige ; B- la
racine ; C- la feuille

e Destruction du contenu cellulaire, par immersion des coupes dans un verre de montre
contenant une solution d’hypochlorite de sodium pendant 15 a 20 minutes (Figure 15-A) ;

e Ringage soigneux des coupes, en les faisant passer successivement dans I’eau afin
d’éliminer toutes traces d’hypochlorite de sodium ;

e Coloration au Vert de méthyle pendant 4 minutes (Figure 15-B).
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Figure 15: A- Coupes minces dans I’hypochlorite de sodium ; B - Coupes minces dans le
Vert de méthyl

e Ringage répété a I’eau distillée pour éliminer I’excés de colorant ;
e Coloration au Rouge Congo pendant 3minutes et 30 secondes (Figure 16-A) ;
e Rincage final répété a I’eau de robinet (Figurel6-B).

e ——1

e ——————

Figure 16: A- Coupes minces dans le Rouge Congo ; B-Coupes apres rincage final

2.3. Conservation des coupes

Afin d’observer ultérieurement les coupes anatomiques réalisées, elles sont conservées dans
I’eau et la glycérine pour éviter leurs déshydratation (Figure 17).
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Figure 17: Coupes conservées dans 1’cau et la Glycérine

2.4. Montage des coupes

Il y a lieu de choisir les coupes les plus fines, a insérer entre lame et lamelle a I’aide d’une
pince, sans oublier de les immerger dans une goutte d’eau et les observer au microscope optique
avec les différents grossissements (G 10x4), (G 10x10) et (G 10x40). Les meilleures coupes

observées ont été prises en photos (Figure 18).

EEEYe e

Figure 18: A- Coupes entre lame et lamelle; B- Microscope optique
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3. Etude microscopique de la poudre de Bupleurum spinosum L.

Sur une lame porte objet, une fine couche de la poudre de la plante entiere de B. spinosum a été

déposée, a laquelle est ajoutée une goutte du réactif de GAZET jusqu’a ce que la poudre soit

mouillée. Ensuite elle est couverte d’une lamelle en appuyant 1égérement avec le doigt. Enfin,
elle est observée par le microscope optique (Figure 19).

Figure 19: Etapes de réalisation d’une lame pour 1’observation microscopique de la poudre :
A - Couche mince de poudre sur une lame ; B - Ajout du réactif de Gazet ; C - Lame préte a
étre observer.

~
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4. Etude de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L.

4.1. Préparation de la matiére végétale

Nous avons séché la plante destinée pour I’extraction a 1’air libre et a température ambiante
jusqu’a dessiccation compléte. Apres séchage, les coussinets de Bupleurum spinosum L. ont été
coupés en petit morceaux par un sécateur a fin de les broyer a 1’aide d’un moulin a café jusqu’a

I’obtention d’une poudre (Figure 20).

Figure 20: Etapes préalables a I’extraction: A-Séchage de la plante a I’air libre ; B - Couper
la plante en petits morceaux ; C- Broyage a 1’aide d’un broyeur a café ;
D- Poudre de Bupleurum spinosum L.
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4.2. Dispositif d’extraction

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par la méthode d’hydrodistillation dans un
appareil de type Clevenger au niveau du laboratoire de Botanique Médicale de la faculté de
médecine UMMTO. L’instalation comporte un chauffe ballon, d’un ballon ou placer le matériel

végétal et de I’eau distillée, d’une colonne réfrigérante et un collecteur qui regoit les extraits de

la distillation (Figure 21).

Figure 21: Montage d’hydrodistillation manipulé (Clevenger) ;

A- Chauffe-ballon ; F- Entrée d’cau ;

B- Ballon ; G- Sortie d’eau ;

C- Support métallique ; H- Ampoule a décanter ;
D- Colonne de distillation ; I- Robinet d’accueil.

E - Colonne réfrigérante ;

4.3. Principe de ’extraction de I’huile essentielle

L’huile essentielle du Bupleurum spinosum L. a été extraite par le procédé d’hydrodistillation

simple. Cette technique est basée sur 1I’émersion d’un échantillon solide (végétal) dans 1’eau
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portée a ébullition. Les vapeurs saturées d’huile essentielle sont condensées au moyen d’un

réfrigérant pour donner le distillat qui est composé de 1’eau et de I’huile essentielle.
4.4. Mode opératoire

Dans un ballon de 1 litre, nous avons introduit 60 g de la matiere végétale broyée. Puis, nous
avons ajouté un volume d’eau qui correspond a 1/3 de la capacité du ballon. Ensuite, nous avons
adapté le ballon a I’appareil de condensation et alimenté le réfrigérant en eau. Le ballon et son
contenu sont mis sur un chauffe-ballon. La température du chauffe ballon est réglée pour
permettre une stabilité de I’extraction. Les huiles essentielles entrainées par les vapeurs d’eau
génerées dans le ballon sont dirigées vers la colonne de distillation qui relie le ballon au

réfrigérant. L’huile essentielle est récupérée dans un pilulier.

Le temps d’extraction est mesuré a partir de la chute de la premiére goutte dans I’ampoule. La
durée totale de I’extraction est estimée a 2 h (Figure 22). L’opération a été répétée plusieurs

fois.

Figure 22: Extraction de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L.
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45. Conservation

Notre huile essentielle est récupérée et conservée dans un pilulier transparent recouvert par le
papier aluminium, hermétiquement fermé et stocké dans un endroit frais (+4°C) a I’abri de la

lumiere.
4.6. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement en huile essentielle (RHE) est défini comme étant le rapport entre la masse de

I’huile essentielle obtenue aprés I’extraction (M') et la masse de la matiére végétale utilisée (M)

[131].

Le rendement est exprimé en pourcentage, il est donné par la formule suivante :

RHE (%) = M’/M x 100

RHE : Rendement en huile essentielle en %.

M' : Masse d’huile essentielle en gramme.

M : Masse de la matiere végétale seche utilisée en gramme.

4.7. Caractérisation organoleptique de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L.

L’analyse sensorielle est une source d’information essentielle qui, refléte les expectatives et les
tendances des consommateurs. L’analyse a été effectuée en observant et en inhalant directement
I’huile essentielle. La couleur et I’aspect d’huile essentielle sont des parameétres tres important

pour certaines applications.

5. Analyses des activités biologiques de I’huile essentielle extraite

Afin de determiner la valeur et évaluer la qualité pharmacologique de notre huile essentielle,
nous proposons de tester leurs effet antioxydant et antibactérien in vitro comme analyses

primaires pour donner un apergu initial sur ses propriétés médicinales.

~
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5.1. Evaluation de ’activité antioxydante

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour évaluer le pouvoir antioxydant in vitro, parmi
elles nous avons choisi d’appliquer la méthode de piégeage du radical libre 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) vu sa simplicite, rapidité, sensibilité et sa reproductibilité, selon le
protocole décrit par Coelho et Al (2011) [132].

5.1.1. Principe

Le DPPH est un radical de substitution, libre et stable posséde une coloration violette intense.
Lorsqu’il est réduit par un antioxydant (composé a propriété anti radicalaire) en diphényle
picryl hydrazine, sa coloration devient jaune (Figure 23). Le DPPH a une bande d'absorption
importante dans la plage de 515-520 nm, ce qui fait de la spectrophotométrie un outil facile a
utiliser pour mesurer le changement de couleur et déterminer le degré de réduction. L'intensité
de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le
milieu [133].

- 0
O,N / N—N O,N N—N
NO, <: \)

2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle DPPHe (Violet) 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine DPPH-H (Jaune)

Figure 23: Forme libre et réduite du DPPH [133]

5.1.2. Mode opératoire

a. Préparation de la solution mére de DPPH

La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 2.4mg de DPPH dans 100ml de
méthanol absolu (99,9%) afin d’obtenir une solution de 60uM (Figure 24). Ensuite nous avons

mesuré I’absorbance de la solution par le spectrophotometre UV Visible a 517 nm.
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La solution est conservée durant une semaine a une température de -18°C.

Figure 24: Solution méthanolique du DPPH

b. Préparation de la solution mere du BHT

Le Butylhydroxytoluéne (BHT) a été utilisé comme antioxydant synthétique de référence

(contrble positif) préparé en solubilisant 2 mg de BHT dans 10 ml du méthanol.
Comment préparer une solution méthanolique du BHT de 5 mg/I ?
Dansletube: Ci=X; Vi=50ul Avec C;i: Concentration initiale, Vi: Volume initial

Danslacuve: Cs=5mg/l; Vi=2ml Avec Ct: Concentration finale, Vs: Volume final

) ) . CfxVf
Cix Vi=Cf x Vf Ci = X, >
Vi
. 2x1073x5
j=———————— = 200 mg/I
50 x10~©

200mg — 1000 ml

2 mg — 10ml

Nous avons solubilisé 2 mg de la poudre du BHT dans un volume de 10 ml du méthanol pour

obtenir une solution avec une concentration de 5mg/l dans la cuve.
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c. Préparation des dilutions du DPPH

Différentes dilutions sont préparées a partir de la solution mere du DPPH avec des
concentrations de : 0.5, 0.25, 0.125, 0.1, 0.075 mg/I. Cette étape a pour but de vérifier la stabilité

de notre solution (Figure 25).

Figure 25: Dilutions de la solution méthanolique du DPPH ;
(1) : 0.5, (2) :0.25, (3) :0.125, (4) :0.1, (5) :0.075 mg/I

» Courbe d’étalonnage

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative et qualitative qui consiste a

mesurer I'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée en solution.

Plus cette espece est concentrée plus elle absorbe la lumiere dans les limites de proportionnalités
énonceées par la loi de Beer-Lambert : A =¢.1.C [134] (Figure 26) avec : A : Absorbance ; €

coefficient d’absorption molaire ; | : longueur du trajet optique ; C : concentration de la solution.
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Figure 26: A- Cuve du spectrophotometre; B- Spectrophotomeétre d’absorption UV Visible

La courbe d’étalonnage est un moyen trés utilisé dans le dosage des différentes solutions, ainsi
que pour examiner la fiabilité des instruments de mesure. En effet, nous avons Vérifié la fiabilité
du spectrophotometre utilise, ainsi que la stabilité de la solution du DPPH préparée en tracant
la courbe d’étalonnage des absorbances de la solution méthanolique du DPPH mesurées a
517nm en fonction des différentes concentrations (0,5 ; 0,25 ; 0,125 ; 0,1 et 0.075uM).

d. Préparation des dilutions du BHT

En utilisant le protocole de Coelho et al (2011) cité précédemment, nous avons prépare des dilutions

a partir de la solution mere préparée avec des concentrations de : 2.5, 2, 1.5 et 1 mg/I.

Puis, dans des tubes a essais nous avons rajouté 1950ul de la solution méthanolique du DPPH
a 50pul de chaque dilution du BHT. Ensuite nous avons laissé les tubes a la température du

laboratoire 30°C pendant 30 minutes a I’obscurité.
e. Préparation des dilutions de I’huile essentielle

La solution meére est préparée dans le méthanol a une concentration de 8 g/l, en pesant 320 mg

de I’HE par une balance analytique (précision 0.001 g).

Pour préparer les dilutions méthanolique de I’huile essentielle nous avons procédés comme

suit :

- Introduire 750 pl du tube (1) dans le tube (2) contient 250 ul du méthanol pour obtenir

une concentration de 6 g/l ;
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- Introduire 830 pl du tube (2) dans le tube (3) contenant 170 ul du méthanol avec une
concentration de 5 g/l ;

- Introduire 800 ul du tube (3) dans le tube (4) contenant 200 ul du méthanol avec une
concentration de 4 g/l ;

- Introduire 750 pl du tube (4) dans le tube (5) contenant 250 ul du méthanol avec une
concentration de 3 g/l ;

- Introduire 660 ul du tube (5) dans le tube (6) contenant 340 ul du méthanol avec une
concentration de 2 g/l ;

- Introduire 500 pl du tube (6) dans le tube (7) contenant 500 ul du méthanol avec une

concentration de 1 g/l.

Un volume de 25 ul de chaque dilution a été ajouté a 975 ul de la solution méthanolique du
DPPH, le mélange réactionnel est incubé ensuite pendant 30 min a 1’obscurité pour éviter la
dégradation du radical libre et a la température du laboratoire. Les absorbances ont été mesurées

a 517 nm contre le blanc.

* Le blanc : est un mélange du réactif avec le solvant (dans notre cas nous avons utilisé le

méthanol), permet 1’¢élimination de la densité optique du réactif.

Notre blanc est composé de 975 ul de la solution méthanolique du DPPH additionné a 25 ul du

méthanol.
5.1.3. Expression des résultats

L’activité antioxydante est définie par I’indice de la réduction de I’activité antiradicalaire en
pourcentage suivant cette relation :
Abs controle — Abs échantillon

%I = 100
% Abs controle X

Ou:
%I : pourcentage inhibition.
Abs contrdle : Absorbance du blanc, qui contient tous les réactifs excepté le composé d'essai.

Abs échantillon : absorbance de 1’échantillon, qui contient les réactifs et le composé a tester.
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5.1.4. Estimation des IC50

La grandeur IC50 est definie comme étant la concentration de 1’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50% de radical DPPHe, appelée aussi EC50 (concentration équivalente a 50% de
DPPH réduit) [132]. Les IC50 sont déterminés graphiquement par régression linéaire des

graphes tracés (taux d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées).
5.2. Evaluation qualitative de I’activité antibactérienne : Aromatogramme

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L. est évaluée par la
méthode de diffusion en milieu solide, appelée aromatogramme ; car ¢’est une technique rapide,
peu colteuse, fiable, facilement reproductible et ne nécessite pas un équipement de laboratoire

sophistiqué.

Le principe de cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des huiles essentielles sur le
milieu solide dans une boite de Pétri. L’apparition et I’importance du diamétre de la zone
d’inhibition refléte I’impact des huiles essentielles sur les souches bactériennes. Ainsi, ces

dernieres seront qualifiées de résistantes, sensibles ou trés sensibles (Figure 27) [1].

Disque de papier : =
imbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle

L[

4 ®) T -

Incubation a 37°C

Inoculum
% pendant 24 heures
bactérien ;
U ¢ 2 |
Boite d§ Pétri Disiiaéie
avec gélose dinhibition
nutritrve

Figure 27: Principe de la diffusion sur disque [1]

5.2.1. Origine et choix des souches bactériennes

L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de B. spinosum a été évaluée sur trois souches
bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, staphylococcus aureus) (Tableau
VIII). Ces dernieres de collection internationale ATCC (American Type Culture Collection) ont
éte fournies par le laboratoire de microbiologie du CHU Nedir Mohammed de Tizi-Ouzou.
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Tableau VII1: Noms scientifiques et références des souches bactériennes utilisées

Bacteries Souches Références
Gram + Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 25922
Gram -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

5.2.2. Choix des milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour le ré-isolement sont des milieux sélectifs pour chaque

groupe de bactérie :
e Milieu Hecktoen pour Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli ;
e Milieu Chapman pour Staphylococcus aureus.

Le milieu Mueller Hinton, est le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents

antibactériens.
5.2.3. Ré-isolement des souches bactériennes

a. Principe de ré-isolement

Le re-isolement est une technique qui permet de séparer les bactéries d’un échantillon en
utilisant des milieux de culture sélectifs pour les différencier. L’isolement permet d’obtenir des

colonies différentes, espacées les unes des autres, pures et jeunes.

b. Mode opératoire

Les ré-isolements ont été effectués selon la méthode des stries, avec la pipette Pasteur sur le
milieu Hecktoen pour Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli ; et le milieu Chapman pour

Staphylococcus aureus (Figure 28); puis ils sont incubés a 37 °C pendant 24 heure (Figure 29).
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Figure 29: Incubation des souches ré-isolées a 1’étuve
c. Préparation des suspensions bactériennes

A l'aide d'une pipette pasteur, une ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont prélevéees
et transférées dans 5 ml d’eau physiologique (Figure 30), aprés homogénéisation au vortex, la
charge bactérienne équivalente a 0.5 Mc Ferland a été mesurée a 1’aide d’un densitométre.
L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de 1’eau

physiologique stérile s’il est trop fort (Figure 31).

L'ensemencement doit se faire en moins de 15 min aprés la préparation de I'inoculum.
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Figure 31: Charge bactérienne mesurée a 1’aide d’un densitométre
5.2.4. Aromatogramme
a. Ensemencement

Un écouvillon stérile a été imbibé dans la suspension bactérienne et a été essoré en le pressant

fermement, sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au maximum.
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La démarche suivante est d’étaler en frottant I’écouvillon sur la totalité de la surface de la gélose
Muller Hinton de haut en bas en stries serrées a trois reprises(Figure 32), en tournant la boite a

chaque fois d’un angle de 60° (2 fois).

Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Figure 32: Ensemencement des souches bactériennes

b. Dépdts des disques

Dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pince flambée au Bec Bunsen, un disque
d’antibiotique de chloramphénicol utilisé comme témoin positif, des disques en papier buvard
d’un diameétre de 6 mm vides utilisés comme témoins négatifs (figure 33) et un autre disque en
papier buvard imprégné de 20l d’huile essentielle (figure 34) sont déposés a la surface de
chaque boite de Mueller-Hinton précédemment ensemencée. Les boites ont été maintenues a

+4°C pendant 1 heure pour que I’huile essentielle puisse diffuser.

Les disques en papier buvard et les emboues utilisés ont été stérilisés.

0
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Figure 34: Dépot de I’huile essentielle pure
c. Incubation

Les boites d’aromatogramme précédemment préparées sont incubées a 1’étuve a 37°C pendant

24 heures pour la lecture (Figure 35).



MATERIELS ET METHODES

Figure 35: Incubation des boites d’aromatogramme dans 1’étuve
5.2.5. Expression des résultats

A la sortie de I’étuve, ’absence de la croissance microbienne s’est traduite par un halo
translucide autour du disque, identique a la gélose stérile, dont le diametre a été mesuré a 1’aide

d’un pied a coulisse y compris le diamétre de disque.
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1. Etude botanique de Bupleurum spinosum L.

C’est un arbrisseau sphérique et épineux a tiges trés ramifiées, ligneuses a la base (Figure
36) ;

Figure 36: Photographie de Bupleurum spinosum L. frais (Photo originale)
» Appareil vegetatif

La racine est pivotante comprenant une racine principale avec des radicelles.

Les feuilles sont de couleur vert-gris, sessiles, linéaires, lancéolées la pointe est aigue La

nervation est paralléle (Figure 37) ;

(00}
~N
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Figure 37: A- Face ventrale de la feuille ; B- Face dorsale de la feuille

» Appareil reproducteur

L’inflorescence est une ombelle d’ombellules composées ;

Les fleurs sont de petite taille, jaunes, actinomorphes, hermaphrodites, ovaire infére hétéroclamide

pentameéres, tetracycliques ;

Calice constitué de 5 sépales libres ;

Corolle constituée de 5 pétales libres ;

Androcée isostémone, anthere a déhiscence longitudinale introrse ;

Gynécée a 2 carpelles soudés, chaque loge contient 1 seul ovule, avec un stylopode nectarifére
caractéristique des apiacées (Figures 39,40, 41, 42).

Le diagramme floral et la formule florale sont représentés comme suit (Figure 38) :

(00}
(00}
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Figure 38: Diagramme et formule florale de Bupleurum spinosum L.

Stvlopode

Pétale

Etamines

Figure 39: Fleur de Bupleurum spinosum L. sous loupe binoculaire (vue de face)
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Pétale
Sépales
Ovaire

Bractée

Pédoncule

Figure 40: Ombellule de Bupleurum spinosum L. sous loupe binoculaire (Vue de profil)

Etamine

Stvlopode
Pépale

Ovaire

Calice

Pédoncule

Figure 41: Coupe longitudinale de 1’appareil floral de Bupleurum spinosum L. sous loupe
binoculaire

©
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Figure 42: Coupe longitudinale de 1’ovaire de Bupleurum spinosum L.

> Le fruit est un diakene

2. Etude histo-anatomique de Bupleurum spinosum L.
2.1. Etude histo-anatomique de la racine de Bupleurum spinosum L.

L’observation des coupes de la racine de Bupleurum spinosum L. (Figure 43) sous microscope, a

permis d’observer les tissus suivants :

> Ecorce : constitue la couche de cellules la plus externe recouvrant la racine :
- Suber : un tissu de revétement secondaire périphérique mort de I'écorce et imprégné
de subérine ;
- Parenchyme cortical : constitué de cellules vivantes arrondies, a parois pecto-
cellulosiques, relativement petites comparées a celles du parenchyme médullaire ;
> Le cylindre central comprend les tissus conducteurs qui assurent la conduction de la
séve brute et la séve élaborée. Ils sont formés du liber et du bois.
- Le liber est constitué des cellules vivantes de 1’écorce, déposées en files
radiales ;

- Le cambium : assise génératrice ;

I m
=
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- Le bois est constitué des cellules mortes qui se superposent et se lignifient. Le
bois conduit la séve brute qui circule a I'intérieur des vaisseaux et qui jouent le
role d'un tuyau.

» Canaux sécréteurs situés dans le liber et le parenchyme cortical.

Suber } Ecorce
Parenchvme cortical

Cambmum

N

Parenchyme hgneux

horizontal

Canal sécréteur

Liber b Cylindre
Bois central

Vaisseaux conducteurs /

Figure 43: Observation d’une coupe transversale de la racine de Bupleurum spinosum L. au
microscope photonique (G 10X10)

2.2. Etude histo-anatomique de la tige de Bupleurum spinosum L.

L’observation microscopique des coupes transversales de la tige (Figure 44, 45) met en

évidence les caractéristiques d’une structure secondaire :

> Epiderme : constitue la couche de cellules la plus externe cellulosique cutinisées,
recouvrant la plante, son importance est la protection des tissus internes. Il est formé d'une seule
assise d’origine primaire, constitue un tissu de revétement.

» Parenchyme cortical : tissu fondamental constitué de cellules vivantes, vacuolisées, qui
sont intimement liées aux activités physiologiques essentielles de la plante (photosynthése et
stockage). Les cellules sont disposées de maniere anarchique mais plus petite que celles du
parenchyme médullaire.

> Collenchyme : c’est un tissu de soutien, caractérisé par des cellules vivantes a parois
épaisses. Il est localisé dans les angles de la tige. Il donne 1’aspect polygonal pour la tige.

> Les tissus conducteurs d’origine secondaire (xyléme et phloeme) :

I m
N
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- Xyléme : ce sont des cellules rangé en file radiale, dont le réle est conduction de la
séve brute ;
- Phloeme : tissus vasculaire assurant la conduction de la seve élaborée dans la plante.

» Parenchyme meédullaire tres développé, a grandes cellules arrondies.

» Canaux sécréteurs.

Epiderme B

Parenchyme cortical 4 meats

> Ecorce

-

—— Collenchvme angulaire

Liber

Cg:mbimn Cylindre
Fibres ligneuses central
Bois secondaire

Figure 44: Observation d’une coupe transversale de la tige de Bupleurum spinosum L. au
microscope photonique (G 10X40)

Parenchvme médullaire

Xvléme

Phloéme mnterne

Fibres sclérifiés ligneuses

Figure 45: Observation d’une coupe transversale de la tige de Bupleurum spinosum L. au
microscope photonique (G 10X40)
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2.3. Etude histo-anatomique de la feuille de Bupleurum spinosum L.

La coupe transversale de la feuille (Figure 46, 47) montre un organe aplati a symétrie bilatérale

De la face supérieure vers la face inférieure nous avons observé les tissus suivants :

- Deux épidermes cutinises ; un inférieur et un autre supérieur représentés par une seule
assise de cellules vivantes a fines parois cellulosiques.

- Un parenchyme palissadique : ce sont des cellules allongées a parois fines, du coté de
la face supérieure et de la face inférieure. Les cellules sont disposées les unes sur les autres en
forme de palissade avec deux assises de cellules.

- Un parenchyme a méats: constitué de grandes cellules arrondies entre les deux

parenchymes palissadique.

Dans les nervures paralléles nous avons distingué les tissus conducteurs (phloéme et xyléme)

et le collenchyme angulaire :

- Phloeme : ce sont des petites cellules arrondies a paroi épaisse, cellulosique ;

- Xyléme : constitué des cellules polygonales d’origine primaire & paroi épaisse lignifiée
colorée en vert ;

- Le collenchyme angulaire : localisé de part et d’autre des faisceaux conducteurs et sous

les épidermes.

Nous avons noté également la présence des canaux sécréteurs au niveau du parenchyme a méat

et de part et d’autre des tissus conducteurs.

©
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Face supérieure
Parenchvme palissadique
Canal sécréteur vide
Xvléme Faisceams
Phliasie } conducteurs
Parenchvme a méat
Collenchvme

Cuticule bombée

Epiderme inferieur

Face inférieure

Figure 46: Observation d’une coupe transversale de la feuille de

Bupleurum spinosum L. au microscope photonique (G 10X40)

Face supérieure

Stomates

Canaux sécréteurs

remplis d' HE

Face inférieure

Figure 47: Observation d’une coupe transversale de la feuille de Bupleurum spinosum L. au
microscope photonique (G 10X40)
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2.4. Aspect de face des stomates au niveau de la feuille

Cellules annexes

Stomate anisocytique

Figure 48: Observation de stomates anisocytiques (vue de face) au microscope photonique
(G 10X40)

3. Etude microscopique de la poudre de Bupleurum spinosum L.

Poudre de couleur marron, d’odeur aromatique caractéristique, nous avons observé au

microscope optique les éléments suivants :

- Fragment de cellules et tissus ;
- Vaisseaux rayé (Figure 49-A) ;

- Vaisseaux spiralés (Figure 49-B).

Figure 49: Photographie de 1’aspect des vaisseaux au microscope photonique (G 10 X 40)
A- vaisseaux rayés ; B- vaisseaux spiralés
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4. Etude de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L

4.1. Détermination du rendement

Au total, 1,190 kg de la matiére séchée a permis d'obtenir 0.354 g d'huile essentielle ce qui
correspond a 0.03 %.

4.2. Caractérisation organoleptique
L’aspect : liquide mobile, limpide ; onctueuse
La couleur : jaune fonceé ;

L’odeur : caractéristique et semblable a celle de la plante de B. spinosum (Figure 50).

o > ™
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Figure 50: Huile essentielle de Bupleurum spinosum L.

5. Analyses biologiques de I’huile essentielle extraite
5.1. Evaluation de I’activité antioxydante de I’huile essentielle

Nous rappelons que ’activité antioxydante de 1’huile essentielle extraite a partir de la plante

étudiée a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical libre DPPH.

Y]
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5.1.1. Verification de la conformité de la solution méthanolique du DPPH

Le DPPH est un radical libre nous permettant de déterminer le potentiel de piégeage de notre
huile essentielle grace a sa sensibilité & détecter les composants actifs a des basses
concentrations. L’activité antiradicalaire a été estimée spectrophotométriqguement en suivant la
réduction du DPPH a 517nm.

Les résultats obtenus apreés la mesure des DO sont résumes dans le tableau suivant (Tableau IX,
Figure 51)

Tableau IX: Absorbances de la solution méthanolique du DPPH

C mg/l 0.075 0.1 0.125 0.25 0.5
DO 0.068 0.087 0.112 0.132 0.504
DO
0,6
0s v=1031x-0.016
. R2=0.998 /
0,4
0,3

0,1 "'_,.a-/

0 Cmgl

Figure 51: Evolution des absorbances du DPPH en fonction des concentrations

L’absorbance du DPPH mesuré a 517 nm montre une augmentation dans tout I’intervalle de
concentration entre 0.075 mg/l et 0.5 mg/l; d’aprés le graphe nous avons le coefficient de

détermination R = 0.998 proche de 1, ce qui assure la crédibilité des résultats expérimentaux.
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5.1.2. Evaluation de ’activité antioxydante du BHT et de I’huile essentielle

Les solutions préparées en mélangeant le DPPH avec différentes concentrations de BHT et de
I’huile essentielle sont incubées pendant 30 min, la couleur violette vire vers le jaune résultant

d’une activité antioxydante comme la figure indique (Figure 52, 53).

AN

Figure 53: Virage de coloration de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L. apres
réduction du DPPH
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5.1.3. Estimation des IC50

Les absorbances des déférentes solutions ont été mesurées a 517 nm contre le blanc. Les
résultats sont représentés dans les tableaux ci-dessous (Tableau X, XI).

Les valeurs du pourcentage d’inhibition du radical DPPH par le BHT et I’HE ; obtenues ont

permis de tracer les courbes du pourcentage d’activité antiradicalaire représenté ci-dessous

(Figure 54, 55)

a. Détermination de I’'IC 50 du BHT

Tableau X: Valeurs des DO et du pourcentage d’inhibition du BHT en fonction des
différentes concentrations

C mgl/l 1 15 2 2.5 5
DO 0.551 0.464 0.414 0.300 0.145
A % 44.73 53.46 58.47 69.91 85.46
A%
100
30 ¥=9,799x + 38,88

RF=0,935
80 !”/M
70 ..:"’"’/—’
60 —"'/

40

30

20

10
0 Emgﬂ

Figure 54: Evolution des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations du BHT
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b. Détermination de I’IC 50 de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L.

Tableau XI: Valeurs des DO et du pourcentage d’inhibition de I’HE de B. spinosum en
fonction des différentes concentrations

DO 0.727 0.650 0.626 0.489 0.405 0.354 0.274

A% 27.92 34.80 37.21 50.95 59.38 64.49 72.52

At

6,835% + 21,29 r,,—"%
RZ=0965% ,,'—/’
&0

r
20
10
0 cgfl
0 1 2 3 4 5 6 7 g ]

Figure 55: Evolution des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations de I’HE de B. spinosum

A partir des courbes, nous avons déduit les 1C50

Tableau XI1: IC50 du BHT et de I’huile esssentielle du B. spinosum

Solutions

IC50 1.14 mg/1= 4.20 g/l
0.000114 g/l
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5.2. Evaluation de D’activité antibactérienne de I’huile essentielle

5.2.1. Ré-isolement des souches bactériennes

Les ré-isolements effectués sur les trois souches bactériennes ont permis d’obtenir des souches

pures (Figure 56).

Figure 56: Résultats du ré-isolement des souches bactériennes

5.2.2. Résultats de ’aromatogramme

Les résultats de 1’aromatogramme se sont manifestés sous forme d’halos d’inhibition dont les
diameétres ont été mesurés a I’aide d’un pied a coulisse (Figure57, 58, 59), les diamétres sont

présentés dans le tableau XIII.
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Figure 57: Résultat de I’aromatogramme de Staphylococcus aureus

Figure 59: Résultat de I’aromatogramme de Pseudomonas aeroginosa

HE : Huile essentielle ; T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif

o
w



RESULTATS

Tableau XI11: Résultats de I’aromatogramme d’huile essentielle pure de
Bupleurum spinosum L.

Souches bactériennes

Diamétre d’inhibition du
Chloramphénicol (T+)

Diameétre d’inhibition du
témoin négatif (T-)

Diamétre d’inhibition
(huile essentielle)

Conclusion (sensibilité
ou résistance de la
bactérie)

Staphylococcus
aureus

29 mm

<06 mm

31mm

31 mm>6mm
trés sensible

Escherichia coli

33 mm

<06 mm

6 mm

=6 mm
résistante

Pseudomonas
aeruginosa

<06 mm

<06 mm

13 mm

13 mm > 6 mm
sensible
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DISCUSSION

1. Etude botanique de Bupleurum spinosum L.

En se référant a la source : « Nouvelle flore de I'Algérie et des régions désertiques méridionales»
[5]; les résultats de cette etude montrent que les caractéristiques morphologiques du B.spinosum

correspondent réellement a celles de la famille des Apiaceae du groupe des dicotylédones.

2. Etude histo-anatomique de Bupleurum spinosum L.

Les résultats obtenus par notre étude relévent que les caractéristiques histo-anatomiques du B.
spinosum concordent avec celles de la famille des Apiaceae, ainsi qu’avec les données des

littératures trouvées [135, 136].

3. Etude microscopique de la poudre de Bupleurum spinosum L.

La présence des débris cellulaires dans la poudre du B. spinosum est un caractére non spécifique.
IIs sont présents chez de nombreuses espéces de la famille des Apiaceae.

4. Rendement de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L.

Nous rappelons que I’huile essentielle de B. spinosum a été extraite par hydrodistillation, une
technique trés reconnue pour 1’obtention des huiles essentielles. Le tableau XIV résume les

rendements en huiles essentielles issues des autres especes.
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Tableau XIV: Rendement en huiles essentielles des autres genres de Bupleurum

z | g
£ £ = = = S 2 c
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g S = g 2 2 8 8
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Rendement
o 185 030 @021 3.5 0.053 0.094  0.055 0.03
(0}
o Notre
Référence [96] [98] [98] [96] [95] [95] [83] ]
étude
A partir de ces données, nous avons tracé un histogramme comparatif
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Figure 60: Histogramme en cylindres illustrant le rendement en huile essentielle du genre
Bupleurum

L’extraction de I’HE de B. spinosum par hydrodistillation révele a une valeur du rendement de
I’ordre de 0.03%. Selon histogramme représenté dans la figure 60, nous n’avons constaté que

B. spinosum présente le plus faible rendement en huile essentielle (dans les limites des
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conditions d’extraction que nous avons réalisé¢) par rapport aux autres espéces de Bupleurum

¢tudié jusqu’a présent.

5. Analyses des activités biologiques de I’huile essentielle de Bupleurum

spinosum L.

Selon la bibliographie disponible, il n’existe pas des travaux déja réalisés sur l’activité
antioxydante et antibactérienne de I’huile essentielle de Bupleurum spinosum L. ; pour cela, les
résultats de cette étude ont été comparés a ceux obtenus par les autres especes du genre

Bupleurum.
5.1. Evaluation de ’activité antioxydante

D’aprés les résultats représentés dans les tableaux (X, XI) et les graphes (Figure 54, 55), nous
avons constaté que 1’activité antiradicalaire est dose dépendante car elle est proportionnelle a

I’augmentation de la concentration de nos échantillons.

L’IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur

d’IC50 est basse plus I’échantillon présente un pouvoir antioxydant plus important.

Le pouvoir antioxydant de I’huile essentielle du B.spinosum exprimé en IC50 = 4.20g/1,
attestant 1'existence d’une activité antioxydante moins importante que celle de I’antioxydant de
référence le BHT, qui présente un 1C50 de 1.14 mg/l ; mais elle est plus au moins similaire a
celle de Bupleurum marginatum dont I’IC50 est de 4.42g/l rapportée par 1’étude d’ Ashour et al
(2009) [95].

5.2. Evaluation de P’activité antibactérienne

Les espéces microbiennes testées présentent des diamétres d’inhibition différents vis-a-vis de

I’huile essentielle du B. spinosum.

A partir de ’aromatogramme, nous avons constaté que I’activité antibactérienne de I’huile
essentielle de B. spinosum varie en fonction des souches bactériennes testées. Elle présente une
forte activité antibactérienne envers staphylococcus aureus et une activité modérée envers

Pseudomonas aeruginosa. Par contre Escherichia coli s’est avéree résistante contre cette huile.
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Tableau XV: Comparaison entre les résultats de I'activité antimicrobienne de I’HE étudiée
avec d'autres etudes

Notre étude

Ashour et al
(2009) [95]

Laouer et al (2009) [98]

Espe Bupleurum Bupleurum
AP B Bupleurum plantagineum montanum
upleurum X
Souch spinosum 20ul MENE I e
ouches P H mg/disc Sul d’une Sul d’une
1 1 1 1 i 1
bactériennes dilution de %2 dilution de %2
Staphylococcus 31 103 20 20
aureus
Pseud_omonas 13 8 NT NT
aeruginosa
Escherichia coli 6 10 12 11

D’apres le tableau XV, une nette différence a été constatée entre les résultats trouvés dans notre

travail sur Bupleurum spinosum L. et celles de Bupleurum marginatum, de

Bupleurum

plantagineum et de Bupleurum montanum. Les divergences entre ces résultats peuraient

s’expliquer par :

- Une variation de la densité de la suspension bactérienne ;

- Une variation du volume, de la masse et de la concentration d’huile essentielle utilisée

pour chague étude ;

- Une différence du chémotype de I’huile essentielle, par conséquent une différence

d’activité ;

» Le diametre d’inhibition de Staphylococcus aureus obtenu avec I’huile essentielle de

B.spinosum est supérieur a celui de B. marginatum et de B. montanum et B.

plantagineum.

» Le diamétre d’inhibition de Pseudomonas aeruginosa testé est supérieur a celui trouve
par Ashour et al (2009) [95].

» Tandis que, le diamétre d’inhibition d’Escherichia coli testé est inferieur a celui trouvé
par Ashour et al (2009) [95], ainsi qu’a celui trouvé par Laouer et al (2009) [98].
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L’huile essentielle de B. spinosum exerce une bonne activité sur les bactéries Gram positif et
une faible activité sur les bactéries Gram négatif, tandis que I’huile essentielle de Bupleurum

marginatum présentent une faible activité sur les bactéries a Gram positif et Gram négatif.

Les résultats de la présente étude ont montré que S. aureus ; qui est une bactérie Gram positif ;
est plus sensible que E. coli et P. aeruginosa, qui sont des bactéries Gram négatif.

Cette différence de sensibilité aux huiles essentielles pourait s’expliquer également par le fait que
les bactéries Gram négatif possedent une résistance intrinséque aux agents antimicrobiens, qui est
en relation avec la nature de leur paroi bactérienne. Le peptidoglycane est trés fin et associé a une
enveloppe externe complexe définissant un espace périplasmique. De plus la membrane est plus
riche en lipopolysaccharides (LPS) qui la rendent plus hydrophile et empéchant les terpénes

hydrophobe d’y adhérer.

Cependant chez les bactéries Gram positif, le peptidoglycane est trés épais et associé a des

protéines pariétales [137].
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CONCLUSION GENERALE

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des composés actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Parmi eux, les huiles essentielles qui sont des substances de
composition chimique complexe. Elles sont caractérisées par des activités biologiques
importantes, notamment 1’activité antibactérienne et antioxydante, ce qui permet de les utiliser

dans le domaine de ’industrie pharmaceutique, de la cosmétique et de 1’industrie alimentaire.

L’objectif de ce travail de fin d’étude était la valorisation de I’huile essentielle extraite de
Bupleurum spinosum L. de la famille des Apiaceae. Une plante miraculeuse qui est tres utilisée

par la population Chinoise et Japonaise pour se remédier de plusieurs maladies.

Dans la premiére partie de ce travail, une étude botanique et histo-anatomique de la racine, la
tige et la feuille de Bupleurum spinosum L. a été abordée. Il ressort des analyses effectuées que
les caractéristiques observees sont similaires a celle de la famille des Apiaceae. Puis, une
extraction de I’huile essenticlle de Bupleurum spinosum L. a été realisée par la technique
d’hydrodistillation simple a I’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger. Un rendement de
0.03 % a été obtenu, ce rendement est trés faible par rapport a celui obtenu par les autres especes

du genre Bupleurum tel que le Bupleurum fruticosum qui a présenté un rendement de 1.85%.

Dans la deuxiéme partie de cette étude, une évaluation des activités biologiques de cette huile

ont été réalisées.

L’activité antioxydante de 1’huile essentielle de Bupleurum spinosum L. a été évaluée par la
méthode du DPPHe. L’IC 50 de I’huile essentielle a été estimé a 4.20 g/l. Ce résultat témoigne
que cette huile présente un potentiel antioxydant moins important que celui de I’antioxydant de
référence le BHT, dont son IC 50 était de 1.14 mg/l, mais plus au moins similaire a celui obtenu

par I’huile essentielle de Bupleurum marginatum qui était de 4.42 gl/l.

L’activité antimicrobienne, a été évaluée in vitro par la méthode d’aromatogramme, sur une
gamme de micro-organismes fournis par le laboratoire central de microbiologie du CHU Nedir
Mohammed. Les résultats de l’aromatogramme ont montré que I’huile essentielle de
Bupleurum spinosum L. avait un effet inhibiteur important contre la souche bactérienne Gram
positif Streptococcus aureus (ATCC 25923), avec un diamétre d’inhibition de 31 mm comparé
a celui du chloramphénicol qui a été 29 mm. En revanche cette huile a montré une activité
antibactérienne moderée contre Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) avec un diametre de
13 mm. Alors que E. coli (ATCC 25922) s’est avérée résistante a 1’huile essentielle de

=
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Bupleurum spinosum L. avec un diametre de 6 mm, en le comparant a celui du chloramphénicol

qui a été 33 mm.
Perspectives et recommandations :

» Utiliser d’autres techniques d’extraction afin d’optimiser le rendement ainsi que la
qualité de I’huile essentielle ;

» Etudier D’activité antimicrobienne en testant d’autres souches bactériennes et des
souches fongiques ;

» Elargir le panel des tests d’activités antioxydantes (FRAP, ABTS, CUPRAC...);

» Etudier d’autres activités biologiques.
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Résumé

Ce travail de fin d’étude rentre dans le cadre de la valorisation de [’huile essentielle de
Bupleurum spinosum L. Cette plante provient de la région d’Ifarhounéne dans la wilaya de Tizi-
Ouzou.

De ce fait, des études botanique et histo-anatomique ont été réalisées sur la tige, la racine la
feuille de Bupleurum spinosum L. Puis une extraction de son huile essentielle a été effectuee
par la technique d'hydrodistillation simple. Enfin nous avons évalué I’activité antioxydante par
la méthode du DPPH?e ainsi que I’activité antibactérienne par la méthode de I'aromatogramme.

D’aprés les résultats obtenus, les caractéres morphologiques et histo-anatomiques du
Bupleurum spinosum L. sont similaires a celles de la famille des Apiaceae. Le rendement obtenu
était de 0.03%. Il est consideré faible par rapport aux autres rendements des autres genres de
Bupleurum étudiés jusqu’a présent.

Le pouvoir antioxydant exprimé en IC 50 = 4.20 g/l était similaire & celui de I’huile essentielle
de Bupleurum marginatum mais moins important par rapport a celui de I’antioxydant
synthétique : le BHT ; qui a présenté un IC 50 =1.14 mg/Il. En outre 1’évaluation de I’activité
antibactérienne a révélé une inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus et de
Pseudomonas aeruginosa avec un diamétre de 31mm et 13mm respectivement. Pour
Escherichia coli une résistance bactérienne a été constatée.

Mots clé : Bupleurum spinosum L., Hydrodistillation, Huile essentielle, Activité antioxydante,
DPPH, IC50, Activité antibactérienne.

Abstract

This work of end of study comes within the framework of the valorization of the essential oil
of Bupleurum spinosum L. This plant comes from the region of Ifarhounéne in the province of
Tizi-Ouzou.

Therefore, a botanical and histo-anatomical study was carried out on the stem, the root and the
leaf of Bupleurum spinosum L. Then an extraction of its oil was carried out by the simple
hydrodistillation technique. Finally we evaluated the antioxidant activity by the DPPH- method
and the antibacterial activity by the aromatogram method.

According to the results obtained, the morphological and histo-anatomical characters of
Bupleurum spinosum L are similar to those of the Apiaceae family. The yield obtained was
0.03%. It is considered low compared to other yields of other Bupleurum genera studied so far.

The antioxidant power expressed in IC 50 = 4.20 g/l was similar to that of the essential oil of
Bupleurum marginatum but less important compared to that of the synthetic antioxidant: BHT
; which presented an IC 50 =1.14 mg/l. In addition the evaluation of antibacterial activity
revealed an inhibition of the growth of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa
with a diameter of 31mm and 13mm respectively. For Escherichia coli a bacterial resistance
was found.

Key words: Bupleurum spinosum L., Hydrodistillation, Essential oil, Antioxidant activity,
DPPH, IC50, Antibacterial activity.



