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Liste des abréviations

HE : Huile essentielle

HD : Hydrodistillation classique

HDMO : Hydrodistillation assistée par micro-onde
EVE-MO : Entrainement a la vapeur d’eau

S. officinalis L : Salvia officinalis L

h. ¢ monoterpéniques : Hydrocarbures monoterpéniques
h. ¢ sesquiterpénique : Hydrocarbures sesquiterpéniques
MAF : macération a froid

MAMO : macération assistée par micro-ondes
MAU : Macération assistée par Ultrasons

MOH : Méthanol

EOH : Ethanol

KI: Indice de Kovats

KI*: Indice de Kovats de référence

t : temps

s : seconde

min : minute

h :heure

P : pression

I: litre

mm : millimétre

uL : microlitre

g : gramme

mg : milligramme

mg/ml : milligramme par litre

ml : millilitre
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T : temperature

CO2 : Dioxyde de carbone

R : Rendement

W : watt

UV-vis: UV-visible

TP : Teneur en polyphénols

TF : Teneur en polyphénols

mg EAG/g d’extrait : milligramme Equivalent d’acide gallique par gramme d’extrait
mg EQ/g d’extrait : milligramme Equivalent de quercitine par gramme d’extrait
DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

BHT : Hydroxytoluéne butylé

ABTS : sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6- sulfonique
IC50 : Concentration inhibitrice pour 50%

MIC : Concentration minimale inhibitrice

GC : Chromatographie en phase gazeuse

GC/MS : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
UHPLC-DAD-ESI / MSn : chromatographie liquide ultra-haute performance couplée avec
spectrométrie de masse

Bacillus subtilis : B. subtilis

Staphylococcus aureus: S. aureus

Pseudomonas aeruginosa : P. aeruginosa

Escherichia coli : E. coli

Umbelopsis ramanniana : U. ramanniana

Aspergillus carbonarius : A. carbonarius

CMI : Concentration minimale inhibitrice

ACEPRAL : acide acétylsalicylique
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Introduction Générale

Les plantes ont depuis longtemps présenté un rdle trés important pour I'humanité, car elles
peuvent synthétiser un grand nombre de molécules organiques complexes dotées souvent
d'activités biologiques potentielles. Elles constituent des merveilleuses usines végétales qui
nous donnent la joie de guérir par un geste thérapeutique [1]. On s'en sert traditionnellement
pour se soigner, se détendre, aromatiser la nourriture et conserver les aliments (ou les

cadavres).

Jusqu'a aujourd'hui, l'usage populaire des plantes reste d'une grande importance. D'apres les
données fournies par I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé¢), 80% de la population
mondiale traitent leurs problémes de santé par des remedes traditionnels, d'une part parce
qu'elles n'ont souvent pas acces aux médicaments prescrits par la médecine moderne et,
d'autre part, parce que ces plantes ont souvent une réelle efficacité¢ [2]. La majorité des
médicaments actuels, sont d'origine végétale ou fabriqués a partir de leurs modeles (synthése
ou hémisynthése chimique des principes actifs). La médecine par les plantes est donc devenue

une grande science, dans laquelle on part de la plante vers le principe actif.

Cependant, [’évaluation des propriétés phytothérapeutiques demeure une tache trés
intéressante et utile, en particulier pour les plantes utilisées dans la pharmacopée
traditionnelle. En effet, les métabolites secondaires font et restent 1’objet de nombreuses
recherches in vivo comme in Vvitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels

tels que les composés phénoliques, les terpenes dans les huiles essentielles.

Les huiles essentielles sont des produits de grande valeur ajoutée utilisées dans divers
domaines tels que la parfumerie, 1’agro-alimentaire, la pharmacie et I’aromathérapie, ce sont
des substances naturelles riches en composés antimicrobiens et antioxydants, elles ont été
suggérées comme sources alternatives trés importante pour augmenter la durée de
conservation des produits alimentaires, et pour éviter les pertes post-récoltes des fruits

pendant le stockage [3].

Dans le but de valoriserles plantes médicinales Algériennes, nous présentons dans ce travail
une étude phytochimique et pharmacologique deux plantes aromatiques et médicinales, les
feuilles d’olivier qui appartiennent a la famille des Oléacées (OleaEuropaea L.) et ¢galement

a la sauge officinale qui appartient a la grande famille des Lamiacées (SalviaOfficinalisL.).
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Plusieurs travaux ont montré les propriétés médicinales des feuilles d’olivier comme les
activités  antioxydant, antibactériennes, antifongique, anti-inflammatoireet  anti-

cancérigene[4].

Les huiles essentielles du suage sont trés connues pour ses propriétés médicinales et
thérapeutiques importante. Elle est utilisée en médecine traditionnelle comme reméde a
beaucoup de maux, les feuilles de la sauge (S. officinalis), montrent une gamme des activités

biologiques; antibactérienne, antifongique, antivirale et astringente [5].

Notre objectif principal est d’orienter la recherche vers leurs valorisations et de montrer

I’intérét indéniable de leurs utilisations tant pour les scientifiques que pour le grand public.
Pour atteindre ce but, des objectifs principaux sont :

» Etude de l’effet de la polarit¢ du solvant et de la méthode d’extraction des
antioxydants présents dans 1’OleaEuropaea.

» Evaluation de D’activité antioxydante et des teneurs en polyphénols totaux et les
flavonoides des extraites obtenus, en appliquant de nouvelles techniques telles que
I’extraction assistée par micro-onde et I’extraction assistée par ultrasons.

» Analyse de quelque extraits obtenus des feuilles d’olivier par UHPLC-DAD-ESI /
MSn.

» Evaluation desactivités antimicrobiennes et antifongique des extraits d’OleaEuropaea.

» Etude de I’activité anti-inflammatoire des extraits d’OleaEuropaea.
» Extraction et identification des huiles essentielles des feuilles de la Salviaofficinalispar

diverses méthodes.

» Effet de la technique d’extraction et la méthode de séchage sur le rendement et la
composition des huiles essentielles.

» Evaluation des activités antioxydante et antimicrobienne et détermination des

propriétés phsico-chimiquesdes huiles essentiellesde la Salviaofficinalis.

Notre travail est composé principalement de quatre chapitres. Le premier présente une
synthése bibliographique sur les métabolites secondaires, en particulier, les composés
phénolique et les huiles essentielles, les procédés d’extraction, les méthodes d’analyse, la

composition chimique, les classifications et les propriétés biologiques pharmacologique.

Le deuxiéme -chapitre présentation des plantes ¢étudié, description botanique,

composition chimique et les activités biologiques. Le troisiéme chapitre matériels et méthode,
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le quatriéme chapitre résultats et discussion composé de deux parties : la premicre partie est
consacrée a I’étude de la plante OleaEuropaea, dans lequel nous présentons nos résultats
expérimentaux de la fraction non volatile et les activités antioxydants et biologiques, les
analyse par UHPLC-DAD-ESI / MSn, les travaux antérieurs. La deuxiéme parité est réservée
a I’étude de la Salviaofficinalisdans lequel nous présentons nos résultats expérimentaux de la
fraction volatile et les activités antioxydants et biologiques, les travaux antérieurs. Nous

terminons, enfin par une conclusion générale et des perspectives.
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I. Plantes aromatiques et médicinales

I.1. Définitions des substances naturelles

Les Plantes Aromatiques Médicinales (PAM) contiennent des molécules a haute
valeur ajoutée, parmi lesquelles on trouve des composés ayant une activité olfactive
dominante. Elles représentent ce que 1’on appelle huile essentielle (HE), 'HE est tres
convoité par les industries pharmaceutiques et cosmétiques [1,2]. Connue aussi sous le nom
d’essence, une huile essentielle est un ensemble de molécules volatiles extraites de plantes
aromatiques par distillation séche, par expression, par incision de la plante [3]. Il s’agit d’un
ensemble de molécules aromatiques d’origine naturelles qui sont utilisées par I’aromathérapie
pour leurs effets bénéfiques sur la santé. L’aromathérapie est 1’art de préserver la santé avec
les huiles essentielles. Elle fait recours a une méthodologie rigoureuse qui s’inspire de
données scientifiques solides confirmées tant par I’expérimentation clinique que par les

recherches en laboratoire [4].

I.2. Composition chimique des extraits des plantes aromatiques et médicinales

La composition chimique des extraits des plantes aromatiques est trés complexe, elle est
constituée de deux fractions regroupées sous la dénomination de métabolites secondaires. La
premiere fraction dite volatile (Composés Organiques Volatils (COV)) est présente dans
différents organes de la plante selon la famille, cette fraction constitue 1’huile essentielle. Les
plantes aromatiques ont la particularité¢ de renfermer au sein de leurs organes sécréteurs, des
cellules génératrices de molécules trés volatiles formées a partir du motif isoprénique ou les
réactions d’addition de ces unités conduisent a différentes familles de molécules,
monoterpenes, sesquiterpénes, diterpénes et leurs dérivés oxygénés, alcools, aldéhydes,
cétones, ¢thers et esters, produits de leurs oxydations. Tous ces produits sont accumulés dans
des cellules sécrétrices offrant a la plante une odeur caractéristique [5]. La deuxi¢me fraction
dite non volatile de la plante, composés organiques non volatils (CONV), est constituée
essentiellement de polyphénols, on peut citer les coumarines, les flavonoides [6], les

alcaloides...etc

. Les polyphénols jouent un rdle fondamental dans 1’activité biologique de la plante [7].
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I1. Les huiles essentielles
I1.1. Définition

Plusieurs définitions d'une huile essentielle sont disponibles dans la littérature.

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux volatils et odorants appelés
¢galement substances organiques aromatiques liquides, obtenus par entrainement a la vapeur
d'eau de plantes aromatiques ou d'organe de cette plante (fleur, feuille, bois, racine, écorce,
fruit,...), elles sont volatils et sensibles a I'effet de la chaleur [8].

Selon la 8™ ¢éditions de la pharmacopée frangaise, les huiles essentielles, essences ou
huiles volatils sont des produits d'une composition généralement assez complexe renfermant
des principes volatils contenus dans les végétaux dont ils sont plus ou moins modifiés au
cours de leurs préparations [9].

La norme AFNOR [10], définit I'huile essentielle comme étant un produit obtenu a
partir d'une matiére premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés

mécaniques, ou bien par distillation séche [9].

La majorité des huiles essentielles sont des liquides trés peu colorés, volatils a
température ambiante. Les huiles essentielles dégagent une odeur caractéristique, en général

plus 1égéres que 1'eau tout en possédant des caractéristiques hydrophobes.

I1.2. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : feuilles,
fleurs, écorces, bois racines, rhizomes, fruits et graines. La synthése et ’accumulation sont
généralement associées a la présence de structures histologiques spécialisées, souvent
localisées a la surface de la plante : cellules a huiles essentielles des Lauraceae ou des
Zingiberaceae, polis sécréteurs des Lamiaceae, des poches sécrétrices des Myrtaceae ou des
Rutaceae, canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae [11] Plusieurs catégories de
tissus sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une méme espece, voire dans un

méme organe [12, 13].

I1.3.Utilisation des huiles essentielles en médecine traditionnelle
L'utilisation des plantes aromatiques et des huiles essentielles par I’étre humain est tres
ancienne et assez universelle, il s’en sert traditionnellement pour conjurer le mauvais sort, se

soigner, se détendre, aromatiser la nourriture, conserver les aliments... etc.
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De plus on retrouve leurs utilisations dans divers domaines commel’industrie
cosmétique et pharmaceutique, la parfumerie et 1’aromathérapie. Cette dernicre se veut une
technique thérapeutique par le massage, les inhalations ou les bains en utilisant les huiles

essentielles des plantes [14].

I1.4. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges trés complexes. Les constituants principaux
sont les terpénoides. On retrouve également des composés oxygénés dérivés de ces
terpénoides ou qui suivent la voie synthétique des phénylpropanes [15]. La Figure LI.1 ci-

dessous présente les structures de quelques composants retrouvés dans les huiles essentielles.

TP S o

Myrcéne 1 Bcineol  4-terpinecl Citranellal Citronelil
OH
OH
| OH OH
Linalol Isopulegol Thymol Carvacrol
Q
go H ? é\o hd
OH Q
14erpinénd-ol  a-terpinéal  cis-verbénone acétate de bornyle

Figure I.1. Quelques composés des huiles essentielles [16]

Leur squelette carboné résulte de la condensation d’unités a 5 atomes de carbone
I’isopréne (1-méthyl-buta-1,3- diene) [17]. La dénomination des différentes classes de
molécules terpéniques repose sur le nombre de motifs isoprénes constituant leur squelette.
Ainsi on rencontre : les hémiterpenes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpenes (C15),
diterpénes (C20), sesterpénes (C25), triterpénes (C30), tetraterpénes (C40), et les
polyterpénes. De nombreux isoprénoides comme le pinéne, le thymol, le menthol ou le
limonéne sont des substances odoriférantes, souvent rencontrées dans les huiles essentielles.
D’autres jouent un réle physiologique important, comme les caroténoides, la vitamine E et le

cholestérol. Le nombre de répétitions de ce motif isoprénique, mais aussi, les réactions de
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cyclisation, les réarrangements et les diverses réactions d’oxydations et de réductions que
peut subir le squelette carboné sont a I’origine de la grande diversité structurale de ces
molécules.

I1.4.1. Monoterpénes

Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpénes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90% des huiles essentielles sont des monoterpenes)
[18]. IIs comportent dix (10) atomes de carbones et sont issus de la condensation de deux
unités isopréne, selon le mode de couplage « téte-queue» [19]. L’arrangement de leur

squelette peut étre : acyclique, mono, bi, et tricyclique [11].

I1.4.2. Sesquiterpénes

Les sesquiterpénes forment une série de composés qui renferment 15 atomes de
carbones, ils se trouvent sous forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures
oxygénés comme : les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la
nature. On peut également rencontrer dans les plantes des sesquiterpénes lactones. Ces
métabolites secondaires sont issus de [’oxydation d’un groupe méthyle du groupement
isopropyle attaché au squelette de base sesquiterpénique [20]. Les sesquiterpénes et les
monoterpeénes sont souvent en melange dans les huiles essentielles des plantes, notamment

chez les especes des familles Lamiaceae, Myrtaceae, Pinaceae et Rutaceae [21].

11.4.3. Diterpénes

Les diterpénes constituent un grand groupe de composés en C-20 issus du
métabolisme du 2F, 6E, 10E-géranylgéranylpyrophosphate. Trés répandus chez les végétaux
supérieurs, ils sont aussi présents chez certains insectes et chez divers organismes marins
[11]. On peut les trouver encore dans les résines, les exsudats et les gommes naturelles. Il est
rare de rencontrer les diterpénes comme constituants des huiles essentielles, a cause de leurs
points d’ébullition élevés [22]. Ils peuvent étre acycliques ou cycliques. Deux alcools
importants sont connus; le phytol, rencontré sous forme d’ester dans les végétaux a
chlorophylle et la vitamine A essentielle a la croissance normale des mammiféres et

indispensable pour la reproduction et la vue [23].
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I1.4.4. Triterpénes et stéroides

Ce sont des composés en C-30 issus de la cyclisation du 35-2,3-époxysqualéne, ou plus
rarement du squaléne lui-méme [17]. Ils sont presque toujours hydroxylés en position C-3 du
fait de I’ouverture de 1’époxyde. Les triterpenes présentent une tres forte unité structurale, les
différences majeures sont d’ordre stéréochimiques ayant trait a la conformation adoptée par

I’époxysqualéne avant la cyclisation initiale.

Les stéroides sont des composés qui contiennent le noyau perhydrocyclopenténo

phénanthréne.

Ils représentent une grande variété de composés naturels parmi lesquels se trouvent les
stérols proprement dits, les acides biliaires, les hormones sexuelles, les hormones
corticosurrénales, les glucosides cardiotoniques, les sapogénines et quelques alcaloides.
Pratiquement, la position 3 est occupée par I’oxygene dans tous les stéroides naturels. Les
stérols proprement dits n’ont aucun autre substituant oxygéné. Les substituants situés du
méme coté du squelette polycyclique que le groupe méthyle C-19 (en C-10) sont dits f, et les

autres o [24].

I1.5. Activités pharmacologiques et biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été utilisées dans plusieurs domaines, l'aromathérapie, la
pharmacie, la parfumerie, la cosmétique et la conservation des aliments, du essentiellement a

leur large spectre d'activités biologiques [25-27]
I1.5.1.Activités pharmacologiques

Actuellement I’aromathérapie constitue dans certains cas une alternative aux traitements
proposés en médecine conventionnelle. Elle permet également de limiter I’emploi de
médicaments ou de renforcer leur action en s’y associant. De nos jours le recours au naturel

est de plus en plus présent afin de limiter ’'usage des médicaments.
Les huiles essentielles sont principalement utilisées pour leurs propriétés [28] :

» Activité anti-infectieuse: cette propriété est validée pour de nombreuses huiles essentielles.

Elles détruisent des bactéries, des virus et des champignons.
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» Activité antiparasitaire, insectifuge, insecticide: certaines huiles essentielles détruisent des
parasites (poux, puces, agents responsables de la gale, etc.), éloignent et détruisent des

insectes (nombreux moustiques).

 Activité neurotrope: les huiles essentielles agissent au niveau du systéme nerveux. Elles

présentent une action calmante ou stimulante.

» Activité anti-inflammatoire: les huiles essentielles calment des inflammations localisées au

niveau d’articulations, de tendons, de nerfs, de muscles, de la peau, des muqueuses, etc.
* Activité antihistaminique: les huiles essentielles inhibent des réactions allergiques.

+ Activité spasmolytique: les huiles essentielles permettent de stopper des contractions

musculaires (muscles striés et muscles lisses).
* Activité vasculaire et lymphatique.

* Les huiles essentielles réduisent un cedéme, stoppent un saignement, résorbent un

hématome.

 Activité respiratoire: les huiles essentielles décongestionnent les voies respiratoires. Elles

accélerent 1’élimination du mucus et fluidifient les sécrétions

» Activité gastro-intestinale, digestive, hépatique, anti-nauséeuse: les huiles essentielles

stimulent la digestion et stoppent les nausées.

» Activité cutanée: les huiles essentielles favorisent la cicatrisation, la régénération du tissu

cutané

* Activité cosmétique: les huiles essentielles luttent contre le vieillissement cutané. Elles sont

anti-radicalaires et favorisent la régénération du tissu cutané.

» Aromatisation: a condition de les utiliser a trés faible dose (moins de 0,05% en général), les

huiles essentielles peuvent parfumer des aliments.

I1.5.2. Activités biologiques

Une grande variété de plantes aromatiques comme sont utilisées comme additif
alimentaires. Leurs huiles essentielles ont la méme spécificité, c'est la présence des composés
phénoliques comme I'eugénol, le thymol et le carvacrol qui possédent une forte activité

antibactérienne.
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Le carvacrol qui ne présente aucune toxicité, est utilis¢é comme conservateur et arOme
alimentaire dans les boissons, friandises et autres préparations. Le thymol principe actif des
rince-bouches et l'eugénol utilisé aussi dans les produits cosmétiques, alimentaires, et
dentaires.

De plus il a ¢ét¢ montré que ces composés ont donné une bonne activité
antimicrobienne contre plusieurs bactéries comme, Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica, Clostridium jejuni, Lactobacillussake, Staphylococcus

aureus et Helicobacterpyroli [29,30].

D'autres familles de composés comme les alcools, les aldéhydes et les cétones
monoterpéniques (géraniol, linalool, menthol, terpinéol, thujanol, myrcénol, citronellal, néral,
thujone, camphre, carvone, etc.), des phénylpropanes (cinnamaldé¢hyde) et des monoterpénes
(y-terpinéne, p-cymene) présentent aussi des propriétés antibactériennes intéressantes [31].
Dans ce contexte beaucoup de chercheurs a travers le monde, étudient leurs utilisations en tant
qu'agent de conservation puisqu'ils ont des propriétés trés intéressantes comme aromatisants
naturelles dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques [31].

La majorité de ces composés sont de trés bons fongicides. Parmi eux le thymol, le
carvacrol, et I'eugénol qui ont été testé vis a vis d'une large gamme de champignons: Candida
(C.albicans), Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus), Pénicillium chrysogenum,

Penicillium digitatum, Penicillium italicumet d'autres [32,33].

I1.5.2.1. Activité antibactérienne

L'¢tude de l'activité antibactérienne des huiles essentielles a fait 1'objet de plusieurs
travaux, il a été constaté que cette activité n'est pas attribuée a un mécanisme unique mais a
différents sites d’action au niveau cellulaire et ceci est due a leur composition [34]. En
générale, le mode d’action des huiles essentielles dépend des caractéristiques hydrophobes
des composants actifs des huiles, qui leur donnent la particularité de pénétrer dans la double
couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne ainsi provoqué un
changement de la membrane [35,36]. De méme la synthése de I'ADN, ARN des protéines et

des polysaccharides est aussi inhiber par les huiles essentielles [37].

I1.5.2.2. Activité antifongique
Les moisissures sont avant tout connues pour leurs effets d’altération des denrées

alimentaires. Dans la chaine alimentaire, les moisissures assurent le role de décomposeurs
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naturels. La plupart des moisissures sont hétérotrophes, c'est-a-dire que ces organismes
fondent leur développement sur I’assimilation de composés organiques produits par d'autres
especes. Afin d'assurer une protection contre ces champignons, les huiles essentielles sont
utilisées comme source alternative de protection naturelle dans le secteur agro-alimentaire
[38].

La plupart des travaux réalisées dans ce domaine concerne les huiles essentielles des
plantes appartenant a la famille des Lamiacées: celles de thym, origan, lavande, menthe,
romarin, sauge, etc... D'apres les résultats obtenue, les phénols tels que 1'eugénol, chavicol 4-
allyl-2-6- diméthoxyphénol ont la plus intéressante activité antifongique a comparés avec les
aldéhydes testés: cinnamique et hydro cinnamique. A I’inverse, les groupements méthoxy
sont sans effet fongistatique. Cette activité est suivie par simple observation macroscopique.

Il s'est avéré que ’activité antifongique diminue selon le type de fonction chimique: Phénols,
Alcools, Aldéhydes, Cétones, Ethers et Hydrocarbures. Parmi eux le cinnamaldéhyde qui est
un aldéhyde aliphatique et qui est le plus actif. Concernant les composés phénoliques,
I’activité antifongique croit avec I’encombrement stérique de la molécule p-n-propylphénol,
thymol, isoeugénol et eugénol [39]. Le pouvoir antifongique augmente apres addition d'un

groupement alkyls au noyau benzéne du phénol.

I1.5.3. Activité anti-oxydante

Les huiles essentielles sont utilisées dans 1’industrie alimentaire pour rehausser le got
des aliments [40,41], et la conservation grace aux effets antioxydants de certains de leurs
constituants surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
[42,43].

L’activité anti-oxydante des huiles essentielles est également attribuée a d’autres
constituants autres que les composés phénoliques comme certains alcools, éthers, cétones, et

aldéhydes [44,45].

Ces agents naturels viennent réduire ou remplacer les agents de conservation
chimiques ou synthétiques qui présentent des effets néfastes sur la santé[46,47]. En effet,
I’utilisation des antioxydants synthétiques tels que 1’hydroxytoluénebutilé (BHT), ainsi que
I’hydroxyanisolebutilé (BHA) est suspectée a long terme d’effets mutagénes et cancérigénes
[48,49].

Une équipe du Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a 1’Alimentation

(RESALA) de I’INRS-IAF, ont montré que l'utilisation directe des huiles essentielles sur les
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aliments comme la viandes hachées, les légumes hachés, la purée de fruit, yaourts... ou la
vaporisation sur la surface de I’aliment: viande, charcuterie, poulet, fruits et légumes

entiers...les protegent des phénomeénes d’oxydation [31].

I1.6. Méthodes d’extraction des huiles essentielles
11.6.1. Les méthodes d’extraction conventionnelles

Plusieurs techniques d’extraction des huiles essentielles et des principes aromatiques végétaux
sont a ce jour connues. Toutefois les normes liées a 1’utilisation de ces essences limitent en

général le choix de la méthode d’extraction.

En effet la localisation histologique des composés aromatiques dans le végétal ainsi que la
destination finale du produit extrait peuvent orienter le choix technologique. Les méthodes
d’extraction sont adaptées aux propriétés les plus importantes des huiles essentielles : leur

volatilité¢ dans 1’air et dans la vapeur d’eau et leur solubilité dans les solvants organiques.
I1.6.1.1. L’hydrodistillation

La méthode d’extraction des huiles essentielles la plus simple est 1’hydrodistillation
(Figure 1.2). Son principe consiste a immerger la mati¢re végétale dans un bain d’eau, ensuite
I’ensemble est porté a ébullition sous pression atmosphérique. La chaleur permet I’éclatement
et la libération des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales. Durant
I’hydrodistillation, I’eau bouillante pénétre dans les cellules végétales et solubilise une partie
de I’huile essentielle contenue dans les cellules de la plante. La solution aqueuse chargée de
composés volatils, diffuse ensuite a travers le tissu de ’organe végétale vers la surface
extérieure ou I’huile essentielle sera vaporisée. Ces molécules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau un mélange azéotropique. A la température d'ébullition, les pressions de vapeurs
combinés sont égales a la pression d’évaporation. Ainsi, les huiles essentielles, dont les points
d'ébullition varient normalement de 200 a 300 °C, s’évaporent a une température proche de
celle de l'eau. Le mélange est ensuite refroidi. L’eau et les HE, une fois condensées, se
séparent en deux phases [50]. Le contact du matériel végétal avec 1’eau dans cette technique
engendre notamment des phénomeénes d’hydrolyse. L hydrodistillation est la technique de
référence dans 1’étude des composés volatiles d’une plante dans le domaine de la recherche.
Le phénomene physique est identique a celui décrit précédemment. Cependant une verrerie

adaptée a ét¢ mis en place permettant a la fois la circulation en circuit quasi-fermé de I’eau
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sous forme aqueuse et gazeuse et la cohobation de 1’huile essentielle. Ces phénomeénes ont
¢étés rendus possibles a I’échelle du laboratoire grace a ’utilisation d’un appareillage de type

Clevenger [51].
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Figure 1.2. Montage de I’hydrodistillation au laboratoire (Clevenger)
11.6.1.2. Entrainement a la vapeur

L’entralnement a la vapeur d’eau est I’'une des méthodes officielles pour I’obtention
des huiles essentielles. A la différence de 1’hydrodistillation, cette technique ne met pas en
contact direct I’eau et la matiére végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une
chaudiére traverse la matiere végétale située au-dessus d’une grille. Durant le passage de la
vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle qui est vaporisée
sous 1’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est
ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et

une phase organique : I’huile essentielle [52].

11.6.1.3. Méthode d’hydrodiffusion

L’hydrodiffusion, est une co-distillation descendante. Dans ce procédé, le végétal est
disposé dans un parallélépipéde métallique grillagé. On soumet donc le végétal a une pulsion
de vapeur d’eau, saturée et humide, mais jamais surchauffée de haut en bas. La forme de
I’appareillage permet une meilleure répartition des charges. La vapeur d’eau emporte avec
elle toutes les substances volatiles. L’huile essentielle est recueillie grace a un collecteur qui
permet un équilibre avec la pression atmosphérique. On peut aussi préciser qu’il y a un
procédé decohobation qui renvoie dans la chaudiere toutes les eaux qui sont séparées des

huiles[53].
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I11.6.1.4. Extraction aux solvants volatils

Cette technique est utilisée avec des fleurs ne supportant pas la chaleur, les solvants
trés volatils par exemple 1’éther et ’hexane qui s’évaporent facilement a basse température
sont employés. Les végétaux sont placés dans d'énormes cuves en acier appelées extracteurs
et soumis a des lavages successifs aux solvants qui se chargent ainsi de leur parfum. Apres
décantation et filtration, le solvant est évaporé afin d'obtenir une sorte de pate fortement
odorante appelée concréte. Aprés une série de lavages a l'alcool dans des batteuses

mécaniques et de glagages, la concréte donne naissance a une essence pure appelée absolue

[54,56].

11.6.2. Méthodes d’extraction innovantes

Plusieurs méthodes d’extraction vont étre décrites ci-dessous y compris celles par
fluide supercritique, par ultrasons et enfin par micro-ondes. Ce sont des techniques qui
répondent a bon nombre d’exigences actuelles en termes de durabilité, de répétabilité et de

respect de l'environnement, de vitesse et d'automatisation.
I1.6.2.1. Extraction par des solvants supercritiques

C’est une nouvelle technologie utilisée industriellement qui fait encore 1’objet de
nombreuses recherches. L’originalité de cette technique repose sur le comportement du
solvant utilisé¢ sous des conditions particulieéres puisque au-dela d’un certain point, dit point
critique, caractérisé par une température (7c¢) et une pression (Pc), les corps purs se trouvent
dans un état particulier dit supercritique. Dans leurs conditions d’utilisation, les fluides
supercritiques ont une masse volumique voisine de celle des liquides, une viscosité proche de
celle des gaz et une diffusivité¢ intermédiaire ; leur polarité est modifiée par rapport a 1’état
liquide. Leur pouvoir dissolvant dépend fortement de la température et de la pression[57].

Le fluide supercritique le plus utilisé est le dioxyde de carbone [58]. Le CO2 est
thermodynamiquement stable, insipide, inodore et incolore, il est ininflammable mais peut
étre asphyxiant a haute concentration. Son point critique est de Pc = 73,6 bar et 7c = 31,4 °C.
Dans cet état, I’extrait devient insoluble dans le CO2 et précipite au fond de I’enceinte. Le gaz
carbonique est ensuite liquéfié et peut étre a nouveau utilisé.

L’extrait récupéré ne contient aucune trace de solvant résiduel qui est facilement
¢liminé sous forme gazeuse. Le CO2 est ensuite recyclé et ramené a I’état supercritique. Afin

d’extraire les composés les plus volatils dont la composition est de type«huiles essentielles »,
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on utilise des pressions d’extraction modérées (entre 80 et 100 bar). A des pressions plus
¢levées (200 a 280 bar), on extrait également des composés plus lourds dont la composition
est de type « concretes ». Evidemment selon les conditions opératoires, on peut en théorie
obtenir tous les extraits intermédiaires. Le rendement est alors beaucoup plus élevé. Les
extractions sont rapides ; il faut compter environ 90 min pour extraire 500 g de maticre
végétale [59].

Le CO2 étant une molécule apolaire, il extrait préférentiellement les composés
apolaires. Cependant, a des pressions élevées, la polarit¢ du CO2 augmente et il va extraire
des composés de plus en plus polaires [60]. Etant donné que ’on chauffe trés peu la matiére
premicre, les composés thermosensibles et hydrolysables ne sont pas dégradés. Cependant, le
CO2 présente une certaine acidité, il peut se former de I’acide carbonique, pouvant entrainer
une légeére hydrolyse acide. L’extrait obtenu par extraction au CO2 supercritique est un des
extraits qui se rapproche le plus de la matiére premiere [59].

L’extraction au CO2 supercritique entierement « verte » semble étre viable avec 1’ajout
de co-solvants qui sont introduits a 1’aide d’une pompe a débit constant. L’éthanol et 1’eau
sont les plus utilisés a cause de leurs polarités comme co-solvants/réactifs intermédiaires, et
I'eau dans le domaine compris entre le point d'ébullition et les conditions supercritiques.
Ainsi, I’extraction est moins sélective, plus de composés sont extraits, le rendement en est
amélioré. D’autres solvants peuvent étre utilisés. Cependant, leur utilisation supprime certains
avantages majeurs rencontrés lors de 1’utilisation du CO2. En effet, avec un co-solvant, il est
possible de perdre des composés volatils lors de 1’étape de concentration [60,61].
L’appareillage est assez coliteux car il doit pouvoir supporter des pressions allant jusqu’a 300
bar en toute sécurité et permettre ainsi un éclatement des poches a essence et un entrainement
des substances aromatiques.

L’extraction aux fluides supercritiques, le plus souvent du CO2, permet d'extraire des
substances odorantes peu volatiles et plus particuliecrement les matiéres séches qui sont
récalcitrantes aux méthodes d'extraction traditionnelles. De ce fait, elle a été utilisée pour
extraire les composés aromatisants de nombreux aliments comme des épices [62], du riz [63],
diverses boissons [64]et du café [65].

Autre avantage, ce gaz ne pollue pas et est inoffensif car il est recyclé a l'intérieur du
systeme.

Les huiles essentielles extraites de cette manic¢re ont l'avantage d'éviter la dégradation
thermique associée a la distillation a pression atmosphérique. L'avantage, bien sir, c'est

qu'aucun résidu de solvant ne reste, puisque, aux pressions et températures normales, le CO2
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revient simplement a I'é¢tat gazeux et s'évapore. L'extraction aux fluides supercritiques est
donc une technique intéressante qui apporte de nouvelles notes olfactives (méthode
d'extraction plus compléte et moins dégradante). Le développement de cette technologie
continue a s'appuyer sur des traitements et/ou des produits qui n'affectent pas I'environnement
et les consommateurs. Le changement des températures et/ou des pressions réduites des
fluides critiques offre une profusion d'opportunités, dont un excellent exemple est constitué¢
par l'état critique relatif de 1'eau. Par exemple, l'eau sous-critique fournit, légérement au-
dessus de son point d'ébullition, un milieu unique imitant celui des solvants organiques
polaires, qui a méme été utilisé pour I'extraction des solutés thermiquement labiles ou dans la

chimie réactionnelle [61,66].
11.6.2.2. Extraction assistée par ultrasons

Les ultrasons sont des ondes mécaniques capables de se déplacer dans un milieu
¢lastique a une fréquence supérieure a la limite maximale d’audibilité de 1’oreille humaine (16
kHz). Les ultrasons de puissance fonctionnant a une intensité entre 20 et 100 kHz sont utilisés
pour I’extraction des ardmes et bien d’autres molécules des plantes.

Le bac ou la sonde a ultrasons sont les deux types d’équipements couramment utilisés
dans les laboratoires. Lorsque les ultrasons se propagent a travers un liquide, les oscillations
des molécules provoquent la formation des zones de compression et de dépression

(raréfaction).

Quand les cycles de raréfaction augmentent, les forces maintenant la cohésion du
liquide sont vaincues et des bulles de cavitation apparaissent. Ce phénoméne est appelé
cavitation. Les bulles vont imploser a c6té de la surface solide (le matériel végétal) et
provoquer la rupture des membranes des cellules qui libérent leurs contenus a 1’extérieur[67].
Puisque les glandes des huiles essentielles sont généralement présentes a la surface des
plantes aromatiques, l'implosion des bulles de cavitation détruit les glandes qui libérent I'HE
dans le milieu environnant [68].

La technologie aux ultrasons prend beaucoup d’ampleur dans le domaine
agroalimentaire [69,70]. Elle permet de pallier a certains problémes rencontrés par la
distillation conventionnelle telle que la dégradation thermique due aux températures élevées,

la grande consommation d’eau, les longues durées d’extraction et les rendements faibles [71].
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11.6.2.3. Hydrodistillation assistée par micro-ondes

Les micro-ondes constituent, par ailleurs, une méthode d’extraction en plein
développement. Cette méthode permet de réaliser des extractions du matériel végétal frais a
pression atmosphérique, sans ajout d’eau ou de solvant. Elle consiste a placer le matériel
végétal dans un réacteur au sein d’un four micro-ondes. Le chauffage interne de 1’eau
intrinséque de la plante permet de dilater ses cellules et provoquer la distillation azéotropique
d’un mélange d’eau/huile essentielle. Un systéme réfrigérant situé¢ a I’extérieur du four a
micro-ondes permet la condensation du distillat en continu, puis le mélange est dirigé dans
I’appareil de Clevenger ou les composés aromatiques sont obtenus par simple séparation de
phase. L’exces d’eau est réintroduit dans le réacteur de maniére a restaurer la quantité d’eau
initialement présente dans la plante. Comparée a la distillation traditionnelle, 1’extraction
sans solvant assistée par micro-ondes permet d’obtenir une huile essentielle similaire de point
de vue qualitative et quantitative en une durée d’extraction plus courte. Toutefois, 1’extraction
des composés oxygénés, de valeurs odorantes plus significatives que les monoterpénes est

favorisée [72].

11.6.2.4. Extraction par solvant assistée par micro-ondes

La méthode d’extraction par solvant assistée par micro-ondes a ét€¢ mise au point par
I’équipe canadienne de Par¢ et al. [73]. Celle-ci a déposé le premier brevet européen sur «
I’extraction de produits naturels assistée par micro-ondes ». Ces auteurs proposaient de traiter
sous micro-ondes un solide, sec ou humide, en contact avec un solvant partiellement ou
totalement transparent aux micro-ondes qui permettent d’accélérer la cinétique d’extraction et
de réduire le ratio solvant/charge.

Des essais effectués par cette nouvelle technique - notamment sur la menthe -, ont
souligné le gain de temps ainsi que la similutide de la qualité des produits a ceux obtenus par
entrainement a la vapeur classique. De nombreux brevets seront déposés alors par Paré et son
équipe tant au niveau américain qu’au niveau européen [74,75]. Le procédé original sera par
la suite quelque peu modifi¢ et enrichi et sera dénommé : MAP (Microwave Assisted
Process). Il a pour vocation d’étre une méthode d’extraction utilisable pour un grand nombre
de matrices solides ou liquides telles que les végétaux mais aussi les tissus animaux, les sols,
les cosmétiques ou les eaux polluées. Actuellement 1’extraction assistée par micro-ondes
(MAE : Microwave Assisted Extraction) est actuellement trés généralement citée dans la

littérature [76]. En réalité, la MAE et MAP sont toutes deux des techniques d’extraction par
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solvant assistée par micro-ondes. A titre d'exemple, un pilote d’extraction des épices et

aromates par la technique MAPTM est présenté dans la Figure 1.3.
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Figure 1.3 : Schéma de I’extraction par solvant assistée par micro-ondes.

I1.6.2.5. Extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM)

En 2004, une méthode originale d’extraction des produits naturels assistée par
microondes a pression atmosphérique, sans solvant et sans eau a été développée et brevetée
par Chemat et coll. [77,78]. Basée sur un principe relativement simple, cette méthode décrit
une distillation séche assistée par micro-ondes qui consiste a placer le matériel végétal dans
un réacteur micro-ondes sans ajouter ni eau ni solvant organique. Le chauffage de 1’eau
contenue dans la plante permet la rupture des glandes contenant 1’huile essentielle. Cette étape
libere I’huile essentielle qui est ensuite entrainée par la vapeur d’eau produite a partir de 1’eau
de la maticre végétale. Un systéme de refroidissement a 1’extérieur du four micro-ondes
permet la condensation de facon continue du distillat, composé d’eau et d’huile essentielle, et
le retour de I’exces d’eau a I’intérieur du ballon afin de maintenir le taux d’humidité propre au
matériel végétal.

La distillation seéche assistée par micro-ondes, a été appliquée a deux types essentielles
obtenus par ESSAM sont identiques a ceux obtenus aprés 6 heures d’hydrodistillation. D’un
point de vue qualitatif, on retrouve dans les huiles essentielles obtenues par ESSAM une
proportion plus importante de composés oxygénés, les plus valorisables sur le plan olfactif de
plantes, les épices [79] et les herbes aromatiques [80]. Pour les plantes aromatiques, apres

seulement 30 minutes d’extraction les rendements en huiles.
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11.6.2.6. Entrainement a la vapeur assisté par micro-onde

Cette technique est basée enti¢rement sur le principe de I’entrainement a la vapeur d’eau
classique qui consiste a placer une partie du montage dans le four a micro-ondes. Le ballon
rempli d’une quantit¢ d’eau suffisante disposé dans I’enceinte du four a micro-ondes. La
matiere végétale et le systeme de réfrigération ainsi que la partie prévue pour la récupération
des huiles essentielles sont situés a I’extérieur du four. Les avantages cités sont la rapidité et
la similitude de la composition de I’huile par rapport a 1’entrainement a la vapeur d’eau

classique [81].

I1.7. Méthodes d’analyses des huiles essentielles

La séparation de ces mélanges naturels obtenus par extraction (huiles essentielles et
extraits) s’effectue en général par la chromatographie en phase gazeuse (CPG) pour les
volatiles (mono- et sesquiterpénes) et par la chromatographie en phase liquide (HPLC) pour

les composés non volatiles.

I11.7.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est préférentiellement utilisée dans le cas des molécules naturellement
volatiles comme celles qui sont naturellement présentes dans les huiles essentielles (mono et
sesquiterpenes, certains diterpenes hydrocarbonés, phénylpropanoides,...). Elle peut étre
utilisée avec des molécules plus lourdes (stéroides, triterpénes,...) en utilisant une
température isotherme élevée (CPG haute température CPGHT). Ces molécules lourdes
peuvent ¢également étre rendues volatiles a des températures ne provoquant pas leur
décomposition par des réactions de dérivatisation (acétylation, silylation) [82]. Encore faut-il
s’assurer que la réaction de dérivatisation soit compléte pour toutes les molécules et qu’il ne

se produit pas d’artéfacts (énolisation d’une cétone suivie de silylation de 1’énol par exemple).

Le mélange a analyser est vaporisé a I’entrée d’une colonne (Figure I.17) et
transporté¢ par une phase mobile gazeuse (gaz vecteur) a travers une phase stationnaire
(liquide ou solide). Les différentes molécules du mélange se séparent et sortent de la colonne
les unes apres les autres apreés un certain laps de temps dépendant de 1’affinit¢ de la phase
stationnaire avec ces molécules. A la sortie de la colonne, les composés rencontrent un
¢lément essentiel « le détecteur ». Il évalue en continu la quantité de chacun des constituants
séparés au sein du gaz porteur grace a la mesure de différentes propriétés physiques du

mélange gazeux et envoie un signal électronique vers un enregistreur.
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En effet, les temps de rétention enregistrés peuvent donner une information sur la
nature des molécules et les aires des pics fournissent une quantification relative.
L’identification d’une substance peut donc étre facilitée par la connaissance de son temps de
rétention qui est une valeur caractéristique pour une phase stationnaire donnée. En effet, les
temps de rétention de chaque composé dépendent des conditions expérimentales.

Une meilleure information peut étre obtenue grace a [’utilisation des indices de
rétention, calculés sur deux colonnes de polarité différente, ils sont plus fiables que les temps
de rétention c’est-a-dire moins soumis aux conditions opératoires. Ils sont calculés a partir
d’une gamme étalon d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires.

Le calcul peut se faire pour une expérimentation a température constante par
interpolation logarithmique : indices de Kovats (IK) [83], ou en programmation de

température par interpolation linéaire indices de Van Den Dool et Kratz(Ir) [84].

Bien que dans la grande majorité des cas, chaque molécule posséde des indices de
rétention sur colonne apolaire et polaire qui lui sont propres, deux molécules peuvent
fortuitement co-¢lueret présenter des indices de rétention identiques. Par ailleurs, on observe
fréquemment pour un méme composé des écarts d’indice de rétention pouvant atteindre 10 et
méme20 unités, entre les données de la littérature et celles du laboratoire surtout sur colonne
polaire et ce pour les molécules les plus polaires qui sont éluées en dernier [82]. De meilleurs
résultats sont obtenus quand les produits de référence et les mélanges naturels a analyser, sont
traités rigoureusement dans les mémes conditions expérimentales, c'est-a-dire lorsque les

indices des composés de référence sont mesurés au laboratoire.

Cette technique de séparation fait partie des plus utilisées, car elle permet
I’individualisation des constituants avec des échantillons en quantité inférieure au
milligramme. De plus, elle permet une grande adaptabilité par un grand choix dephases
stationnaires, de températures (isotherme ou programmeée) et de débit de phase mobile celle-ci
pouvant étre 1’hélium, I’argon, ’azote, le dioxyde de carbone ou I’hydrogene. Cependant,
I’identification des constituants d’un mélange est difficilement réalisable uniquement par
CPG. En effet, le temps de rétention, propre a chaque composé qui dépend des conditions
opératoires (nature de la phase stationnaire, programmation de la température, vieillissement
de la colonne, etc.), ne représente pas une base suffisante pour une identification.

Ainsi, dans le but de rendre fiable 1’identification des constituants des huiles
essentielles, divers couplages de la CPG avec des techniques spectroscopiques ont été

développés.
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I1.7.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GCMS)

D’un point de vue analytique, d’important progres ont été réalisés en couplant la CPG
avec des appareils tels que le spectrométre de masse (SM). En effet, le couplage CPG-SM en
mode impact électronique (IE), dite CPG-SM(IE), est la technique utilisée en routine dans le
domaine des huiles essentielles.

Le principe de la spectrométrie de masse consiste a bombarder a I’aide d’¢lectrons une

molécule qui sera fragmentée; les différents fragments obtenus, chargés positivement
constituent le spectre de masse de la molécule. Ce procédé permet d’identifier un composé en
comparant son spectre a ceux contenus dans des bibliothéques de spectres informatisées
construites au Laboratoire ou commerciales [85]. Cependant, il faut utiliser les bibliothéques
commerciales avec précaution, car bien que tres utiles, elles ne sont pas les plus performantes.
En effet, compte tenu de la diversité et du nombre trés important de composés qu’elles
contiennent, il est trés rare qu’une interrogation n’obtienne pas de réponse, méme si cette
proposition d’identification est attachée a une note de concordance trés moyenne. C’est
pourquoi, les bibliothéques de spectres ¢laborées au Laboratoire, avec des spectres de masse
enregistrés dans des conditions expérimentales rigoureusement identiques, demeurent les plus
performantes et permettent des identifications plus fiables. Ceci est particulierement vrai pour
I’analyse des huiles essentielles comprenant un grand nombre de sesquiterpenes, qui,
construits a partir d’'un méme synthonisoprénique, présentent des spectres de masse souvent
identiques ou insuffisamment différenciés.
Dans la pratique, I’utilisation conjointe de la spectrométrie de masse et des indices de
rétention calculés sur deux colonnes de polarit¢ différente en CPG, permet, en général
I’identification d’un grand nombre de constituants dans les mélanges complexes tels que les
huiles essentielles [86].

Dans le cas des huiles essentielles riches en sesquiterpeénes et diterpénes, des
problémes d’identification peuvent subsister méme si on utilise la SM-IE associée aux indices
de rétention mesurés sur deux colonnes de polarité différente. Des informations
complémentaires peuvent €tre obtenues avec des techniques « d’ionisation douce » telles que
I’ionisation chimique positive (ICP) ou I’ionisation chimique négative (ICN) [87]. Ce
moded’ionisation douce permet de différencier certaines molécules (des esters par
exemple),par 1’observation des pics moléculaires, quand ceux-ci ne sont pas visibles en
modeimpact électronique. Plus précisément, il s’agit des ions quasi moléculaires [M+H]"

et(M+H)". L’observation de ces ions donne acceés a la masse molaire des composés.Aussi,
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certains auteurs ont utilis¢ la SM(ICP) afin de différencier certains alcools desesters
correspondants par I’observation de leurs pics moléculaires. I1 faut signalerqu’en SM(IE), ces
molécules peuvent perdre soit une molécule d’eau soit unemolécule d’acide acétique et
présenter des spectres de masse identiques [87].L’examen des fragmentations fournit
également des informations sur la structure desmolécules. Ainsi, les quatre stéréoisomeres de
I’isopulégol sont différenciés sur la basede leurs spectres de masse obtenus en utilisant
I’isobutane comme gaz réactif [88]. Deméme, la connaissance de ces ions MH', MH™ et des
adduits [M+CH4]",[M+NHa4]™ apermis I’identification des esters de thymyle, de néryle, de
bornyle et de lavandulyledans I’huile essentielle d’ Eupatoriumcannabinum, 1’ammoniac ou le
méthane étantemployés comme gaz réactif [89]. Divers sesquiterpenes ont pu étre identifiés
enutilisant ces techniques d’ionisation douces [87]. La SM(ICN) s’est révélé efficace pour
déterminer la masse de certaines substances soufrées [90].

Toutefois, cette technique a montré ses limites pour I’identification de moléculesayant
des structures voisines. Ainsi, le nérol et le géraniol qui ne différent que par lastéréochimie
d’une double liaison, présentent des spectres de masse ICN identiques[91]. Ce non sélectivité
occasionnelle, associée a la difficulté d’obtention des spectres reproductibles quand ils sont
enregistrés dans différents laboratoires, fait que la SM(ICN) ou la SM(ICP) n’ont pas connu
un essor considérable. En fait, cette technique d’ionisation douce doit donc surtout étre
considérée comme une technique complémentaire de la SM(IE) pour I’identification des

constituants des huiles essentielles [92].

I11. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules nécessaires a la défense de la plante
contre les agressions extérieures. Ils sont produits en trés faible quantité, et présentent une
grande variété structurale (plus de 200 000 structures définies) [93].

Les métabolites secondaires comportent:
e Les huiles essentielles, c’est-a-dire les composés terpénoides et leurs dérivés

e Les composés phénoliques ou aromatiques: tanins, quinones, coumarines, flavonoides
e Les composés azotés : alcaloides
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I11.1. Les Polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues dans le

régne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits [94,95].

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétylcoenzyme A
et de phénylalanine. Cette biosynthése a une multitude d’activités biologiques dépendant de
sa structure chimique. IIs constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes,

les fruits et les 1égumes puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules [96,].

I11.1.2. Les principales classes des composés phénoliques

On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, le phénol.

Deux principales classes sont largement répandues :

» Flavonoides

* Tanins et lignines

I11.1.2.1 Les flavonoides
Le terme flavonoide provenant du latin "flavus", signifiant "jaune", désigne une tres

large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. Structuralement, les
flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules. En effet plus de 6500 structures

ont ¢té identifiées [96-99].

I11.1.2.2.Les Tanins
Le terme " Tanin " (ou Tannin) vient du mot tannage. Les tanins sont des composés

poly-phénoliques hydrosoluble ayant une masse moléculaire entre 500 et 3000, et qui
présentent, a coté des réactions des phénols des propriétés de précipiter les alcaloides, la

gélatine et d'autres protéines [99,101].

I11.1.3. Classification des polyphénols

D’apres Motilva et coll. [103], il n’existe pas de classification universelle de polyphénols. De
nombreux auteurs ont donc proposé leur propre segmentation. Par exemple, Crozier et coll.

[104] ont séparé ces composés en deux catégories : les non flavonoides et les flavonoides.
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MANACH et coll. [105] distinguent six sous classes de flavonoides. Cette classification des
CP est basée essentiellement sur la structure, le nombre de noyau aromatiques et les éléments

structuraux qui lient ces noyaux (tableau L.1).

Tableau L.1: Les principales classes des composés phénoliques [101].

Nombre Squelette | Classe Exemple Structure de base

d’atome de | de base

carbone

7 Ce-Cy Acide phénols Acide gallique =\ 7
W

8 Cs-C2 Acétophénones Gallacétophénones

o

o

9 Cs-C3 Coumarines Esculitine @\/1

10 Cs-C4 Naphthoquinones | Juglone :
o
13 C-C1-Cs | Xanthones Mangiferine E;j%@
14 Ce-C2-Cs | Stilbénes Resveratrol 0 i O
15 Cs-C3-Cs | Flavonoides Naringénine ‘

o4

I11.2. Les activités des polyphénols
II1.2.1. Activités biologiques

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont treés poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme : Les
activités  antiallergiques, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépato-protective,
Antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,

cardioprotective et vasodilatoire [106,107].
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I11.2.2. Activité Antioxydante

L’oxydation est I’un des processus les plus producteurs des radicaux libres dans les
aliments et les tissus vivants. Ces radicaux causent des dégradations majeures dans les

macromolécules et I’acide nucléique [108].

I11.3. Méthodes d’extraction des polyphénols

Pour parvenir a des extraits riches en polyphénols, il est important de développer des
méthodes d'extraction efficaces conduisant a des rendements élevés. Le choix de la méthode
d'extraction et I'optimisation de ses parametres ont fait I'objet de nombreuses ¢tudes[109,110].
Des méthodes conventionnelles et non-conventionnelles sont utilisées pour extraire les

polyphénols sous des conditions d’extraction sans cesse améliorées.

1I1.3.1. Méthode d’extraction conventionnelle

La macération; extraction solide-liquide a été trés utilisée depuis longtemps mais reste
d’actualit¢ méme si elle est souvent critiquée pour son long temps d'extraction (quelques
heures) et sa température élevée (supérieure a 80°C) [111,112]. Des chercheurs continuent a
améliorer cette technique en faisant varier les parameétres d'extraction (type de solvant, rapport

liquide / solide, etc.) afin de réduire le temps d'extraction et la température.

I11.3.2. Méthodes non-conventionnelles

L'introduction de méthodes non conventionnelles comme les ultrasons et les micro-
ondes dans la technologie alimentaire a révolutionné I'extraction en réduisant
significativement le temps d'extraction et en augmentant le rendement [113,114], .Depuis les
années 80, ces techniques connaissent en continu des profonds changements qui améliorent
sans cesse leur efficacité,rapidité et sélectivité. Ce sont des méthodes innovantes protectrices

de I’environnement utilisant moins de solvants et consommant moins d’énergie.

I11.3.2.1.Extraction assistée par ultrasons

L'utilisation d'ondes a ultrasons (au-dela des 20 KHz) pour chauffer la matrice
augmente la surface de contact entre les phases solide et liquide par effet mécanique de ces
ondes, ce qui permet une grande pénétration du solvant dans les parois cellulaires améliorant
ainsi le transfert de masse. Sous I’effet de cavitation des cellules di a I’influence des ondes a
ultrasons qui perturbent les parois cellulaires, une implosion de ces cellules se produit

permettant la libération de leur contenu. L’efficacité de rupture des cellules et le transfert de
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masse permettent de réduire le temps d’extraction ce qui donne une bonne performance a
cette technique [113]. De plus, la qualité des extraits est assurée par la préservation des
composés les plus thermolabiles comme les polyphénols, de toute dénaturation chimique
soumise a l’influence efficace mais courte de ces ondes[115]. Cette technique a permis

d’extraire les composés phenoliques et les acides phenoliques [116-118].

I11.3.2.2.Extraction assistée par microondes

L'extraction par micro-ondes fonctionne sur le principe du chauffage de I’intérieur vers
I’extérieur de la matrice sous 1’action d’ondes électromagnétiques (fréquences les plus
utilisées 2450 MHz). Le chauffage par I’intérieur de I'humidité des cellules par les micro-
ondes produit une énorme pression sur les parois cellulaires conduisant a la destruction de ces
parois et facilitant ainsi I’acces et la libération des molécules qui seront extraites sous 1’effet
du solvant chauffé par la vapeur chaude dégagée de Dl'intérieur de la matrice [116]. Le
chauffage de la matrice a l'intérieur et a l'extérieur sans gradient thermique donne de
nombreux avantages a l'extraction par micro-ondes ; un temps d’extraction plus court
(quelques minutes), moins de solvant utilisé, une vitesse d'extraction rapide et une polarité

limitée de l'agent extractant [119].

VI. Méthodes d’analyse des polyphénols

Différentes méthodes d'analyse existent pour les polyphénols et flavonoides, elles vont
de la chromatographie liquide (LC)[118] a 1’¢électrophorése capillaire (CE) [119] passant par
la résonance magnétique nucléaire (RMN)[120]. Compte tenu de la complexité des extraits
despolyphénols et flavonoides obtenus en fin d’extraction et avant I’analyse par les techniques
chromatographiques les plus utilisées, une étape de préparation de 1’extrait s’impose pour la
séparation sélective des différentes familles despolyphénols et flavonoides, pour I’élimination
de certains interférents et aussi pour [’augmentation de la concentration de [’analyte
améliorant sa sensibilité a I’analyse[121]. Plusieurs techniques de séparation sont utilisées
comme la technique de séparation sur couches minces (TLC), la séparation par filtration ou la
séparation sur colonne remplie de phase spécifique. D’autres techniques de séparation ont été

développées et sont largement utilisées telles que I’extraction en phase solide (SPE).
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VI.1. Analyse par la chromatographie liquide & haute performance (HPLC)

Introduite deés 1970, elle est utilisée pour I’analyse de toutes les familles des
polyphénols et flavonoides sanctionnée par les nombreuses applications publiées a ce jours
[122,123,124]. Elle fonctionne sur la base d’une phase stationnaire solide constituée de fines
particules (de la colonne) et d’une phase mobile liquide (solvant d’élution). Simple
d’utilisation, elle offre I’avantage d’étre reproductible et d’avoir la possibilité de travailler sur
une vaste gamme de phases stationnaires commerciales et disponibles permettant de moduler
les interactions avec le soluté. La HPLC offre aussi la possibilit¢ de couplage avec d’autres
techniques chromatographiques et/ou avec des systemes de détection. Les systemes de
détection les plus utilisés sont les détections ultraviolet-visible (UV-vis), la fluorescence, a
barrette de diode ou photodiode (DAD ou PDA) et ¢lectrochimique etc. Le plus souvent pour
les flavonoides a cause de leur absorbance dans le domaine du visible, 1’analyse se fait par
HPLC-UV-vis avec un détecteur du type monocanal permettant I’injection de I’extrait a une
seule longueur d’onde fixée ce qui nécessite la réinjection de I’extrait a d’autres longueurs
d’ondes. Malgré cetinconvénient majeur la technique HPLC/UV reste d’actualit¢ pour la

détermination des composés phénoliques [125]

VIL.1.1. HPLC/PDA

La détection UV-visible a un seul canal étant limitée, ’avancée technologique a permis
I’apparition des détecteurs multicanaux plus performants comme les détecteurs a barrette de
diode offrant 1’avantage de détecter simultanément a plusieurs longueurs d’onde et sur une
large gamme de spectres mono et poly chromatiques (photodiode) en une seule injection de
I’extrait. La HPLC-PDA offre aussi la possibilit¢ de quantification parce que la détection est
réalisée a la longueur d’onde d’absorption maximale du composé en question. Pour les
familles des flavonoides comme les flavanols, flavonols et les anthocyanes, molécules
absorbants respectivement a 280, 320 et a 520 nm, [’acquisition spectrale (chromatogramme

et spectre UV) est obtenue individuellement pour chaque longueur d’onde

VI.1.2. Couplage HPLC-MS

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-MS) est le
couplage des techniques le plus utilisé depuis la fin du 20éme siécle a ce jour [126,127]. La
MS est la méthode la plus sensible dans 1’analyse moléculaire ; elle est dotée d’un important

pouvoir de séparation de masse avec une bonne sélectivité. Malgré ces performances connues

28



Chapitre I: Synthése bibliographique

dans I’analyse des métabolites secondaires des plantes, le couplage LC-MS présente trois
problémes majeurs : la concentration de 1’effluent de la colonne introduit dans la chambre
d’ionisation, la composition de 1’¢luant et le type de composés a analyser. Pour pallier a ces
problémes, des interfaces ont été développées permettant d’accomplir la nébulisation et la
vaporisation du liquide, I’ionisation de 1’échantillon, I’¢élimination de 1’exces de vapeur du
solvant et ’extraction des ions dans I’analyseur de masse. Parmi les interfaces développées il
y a la TPS (thermosrapy), CF-FAB (continuous-flow fast-atombombardment), 1’ESI
(electrosprayionization) et I’APCI (atmospheric pressure chemicalionization)[128]. L’ESI et
I’APCI sont les plus couramment utilisées, elles générent presque la totalité des ions

moléculaires y compris les plus petits métabolites de plante comme les flavonoides.

VI.1.3. ESI-MS

A T’heure actuelle c’est ’ESI (ionisation par électro nébulisation ou électrospray)
(figure II1.17) qui est la plus utilisée pour 1’analyse des flavonoides a cause de la facilité qu’a
cette technique a ioniser les composés polaires et non volatiles qui sont les deux
caractéristiques des composés flavonoides. La détection d’ion moléculaire peut étre protonée
[M+H]" en mode d’ionisation positif et déprotonée [M-H] en mode d’ionisation négatif. Pour
les familles de flavonoides les deux modes ont été utilisé€s, avec néanmoins une préférence
pour le mode positif pour les anthocyanes. Ce mode est idéalement choisi par de nombreux
travaux [63] a cause de leur présence sous forme de cation flavylium dans les conditions
acides (phase mobile acidifi¢), il permet la production idéale de 1’ion moléculaire M+ lors de

I’ESI avec des rendements importants.
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Eude de La sauge officinale (Salvia officinalis L)

En 1551, un herboriste anglais observait que la sauge « restaure la chaleur naturelle,
améliore la mémoire et stimule les sens ».La sauge demeure 1’une des plantes médicinales les

plus renommées, aux multiples vertus, dont celle de stimulé I’ensemble de I’organisme [1].

La Salviaest une plante annuelle et biannuelle d’origine méditerranéenne de la famille des
labi¢es (Labiacées). Il existe environ 900 espéces identifiées dans le monde. En Algérie les

especes qui ont été recensées sont de I’ordre d’une trentaine [2].

I. Description morphologique

Cette plante vivace a tige ligneuse a la base, formant un buisson dépassant parfois 80cm, a
rameaux vert-blanchatre et de feuilles assez grandes, épaisses et opposées, de couleur vert-
blanchatres, ses fleurs sontbleu-violacé clair en épis terminaux laches, disposées par 3 a 6 en
verticilles espacés. Le calice campanulé a 5 dents longues et corolle bilabiée supérieure en

casque et Iévre inférieure trilobée, le fruitest en forme détitra akénes (Fig. I11.1) [3].

=
e
o

Figure IL.1 : la sauge (Salvia officinalis L.)
II. Classification taxonomique

La sauge suit la classification suivante [3].

Régne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espéce Salviaofficinalis L.
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111. Habitat

-La sauge officinale est originaire du pourtour du bassin méditerranéen.

- Elle pousse dans les zones tempérées ; son habitat type se situe dans les pelouses basophiles
méso-méditerranéennes, méso-xérophiles.

- Aire de répartition : introduite d’Asie occidentale [4]. Les espéces Salvia représentent un
groupe d’especes cosmopolites, qui montrent une gamme remarquable de variation [5]. Ce
genre est distribué dans trois régions principales dans le monde: 530 espéces a I’Amérique
centrale et latine, 250 especes en Asie centrale et en régions méditerranéennes, 30 en Afrique

du Sud et 90 especes en Asie de I’Est [6] (Flgure II. 2)

Figure 11.2 : Répartition géographique du genre Salvia dans le monde [6].

IV. Composition chimique de I’huile essentielle de la sauge

Plusieurs travaux récents ont étudié la composition chimique de 1’huile essentielle de Salvia
officinalis L dans différentes régions de part et d’autre du bassin méditerranéen , Plusieurs
travaux récents ont étudié la composition chimique de I’huile essentielle de Salvia officinalis
dans différentes régions de part et d’autre du bassin méditerranéen tel que, la Yougoslavie [7],

la Bulgarie [8], I’Italie [9], ’Egypte [10] et le Maroc [11].... etc
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Tableau II.1: Composition de I’huile essentielle de Salvia officinalis [12].

Hydrocarbures terpéniques Cétones
Myrcéne 0,323 % Camphre 4,1a27,5%
Limonéne Trace a 7,6 % a —Thujone 1,5a44,2 %
Humuléne Trace a 18,9 % B- Thujone 1a36,7 %
o-Pinéne 1,7213,1 % Ester
B-Pinéne 0,5a17,9 % Bornyl acétate 0,1a3,5%
Camphéne 1,1410,3 % Alcools

B-Caryophylléne

Trace 2 9,4 % Linalol Tracea 1,8 %

B-cymene

Trace a 1,1% Bornéol 0,7a6,2 %

Viridiflorol 0a9.9%

Autres

1,8-Cinéole 0,72a20,8 %

V. Composition chimiques de I’huile essentielle de Salvia officinalis L. dans certains pays

Tableau II.2: Les composés majoritaires de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

d’origines diverses.

Pays

Composition chimique

Algérie [13]

B-thujone (16.44%), viridiflorol (10.93%), camphre
(8.99%), 1,8-cinéole (8.11%), trans-caryophylléne
(5.85%), a-humuléne (4.69%)

Tunisie [14]

a-thujone (20.5%),B-thujone (5.6%), Camphre(18.8%),
1,8-Cinéole (7.4%), Viridiflorol(9.4%) et Manool (7.8%)

Liban [15]

a-thujone (21.04%), Caryophylléne (12.48%), y-Gurjunene
(9.85%), 1,8-Cinéole (9.83%), oxided’epimanoyle(8.2%),
Borneol (6.32%).

Espagne [16]

a-thujone (40.1 - 46.5%), B-pinéne (2.6 - 4.5%), 1,8-
cinéole (3.5 - 8.7%), B-thujone (4.1 - 5.6%), camphre (4.1 -
8.0%), viridiflorol (3.4-12.6%)

Italie [17]

Camphéne (1.14-5.65%), 1,8-cinéole (4.98—-13.4%), a-
Thujone (35.9-45.8%), B-Thujone (4.35-9.60%), Camphre
(15.5-21.1%), B-Caryophylléne (tr.-3.78%),

Grece [18]

a—Pinene (4.12%), Camphene (2.87%), B-Pinene (6.06%),
Eucalyptol (11.17%), Thujone (35.86%), Camphor
(8.13%),
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VL. les propriétés pharmacologiques de la sauge

Les sauges ont été employées comme des plantes a propriétés médicinales salutaires pendant
des milléniums. La sauge était un composant fréquent des mélanges de tisanes, recommandés

pour les patients tuberculeux [19,20].

L'huile essentielle de la sauge est encore utilisée en condiments d'assaisonnement, viandes
traitées et liqueurs. Outre ces utilisations, les feuilles de la sauge (S. officinalis), montrent une
gamme des activités biologiques; antibactérienne, antioxydant, antifongique, antivirale, anti-

inflammatoir, astringente, et activité anticancer [17,23-29].

A notre connaissance il n’existe pas rapports écrit sur les effets secondaires associés a
I’utilisation de la Salvia officinalis L. Malgré leur utilisation pendant de nombreux siécles.
L’utilisation normale de la sauge est tres stire ; cependant, il pourrait y avoir un effet négatif
sur ’utilisation de S. officinalis en quantité excessive, ce qui peut étre 1ié au taux élevé de la

thujone [21].

L’huile essentielle (HE) de Salvia officinalis peut contenir jusqu’a 50% de thujone qui peut se
révéler épiléptisante et neurotoxique. Néanmoins, aucunes toxicité aigiie ou chronique n’a été
signalée aprés emploi aux doses usuelles des feuilles de sauge et de son huile essentielle

(jusqu’a 15 gouttes par jour).

Cependant, la thujone provoque non seulement un effet local irritant, mais également des
effets centraux psycho mimétiques, apres sa résorption. Une consommation chronique de
thujone peut ainsi conduire a des troubles irréversibles du systéme nerveux central, a des

perturbations des fonctions hépatiques, rénal et cardiaques.

Une toxicité aigiie peut avoir lieu aprés administration d’une forte dose d’HE (2 g et plus).
Ainsi, la consommation réguliere de sauge, méme sous forme de tisane ne parait pas

recommandée [22].
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II : Eude des feuilles olivier « Olea europaea L. »

L’olivier (Olea europaea) est 1'un des arbres les plus importants dans les pays
méditerranéens, il recouvre ainsi environ 8 millions d'hectares ce qui représente environ 98%
de la récolte du monde [30].

I. Description botanique

L'olivier fait partie de la famille des oléacées, il était et il est toujours principalement
cultivé pour ses olives bien qu'il a aujourd'hui intégre le statut d'arbre d'ornement. C'est un
arbre moyennement trapu (moyenne de 2m) qui peut pour certain sujet atteindre les 15 metres
de hauteur.L'olivier peu vivre plus de 1000 ans, son tronc tourmenté et noueux porte a sa base
de nombreux rejets dans sa condition mi- sauvage. Le bois d'olivier est brun clair veiné de
marbrures sombres, il est apprécié par les ébénistes et les sculpteurs.

Les feuilles de I'olivier ne tombent jamais, (durée de vie, trois ans) leur situation sur le
rameau est dite "opposée", le pétiole est court. La face supérieure des feuilles est luisante vert
foncé, tandis que la face inférieure présente un aspect argenté di a la pruine, ses fleurs
blanches forment des grappes courtes. (Figure I11.3). Le fruit, I'olive, est une drupe avec une
pulpe charnue riche en maticre grasse. D'abord vert, il devient noir a maturité compléte, vers
octobre novembre.

L'olivier, Olea europealL, est une espéce trés cultivée en méditerranée, il est utilisé en
gastronomie ; mais €galement pour 1’éclairage, en cosmétique et en thérapie...etc.

L'oléiculture s’est répondue avec l'envahissement de la civilisation phénicienne et
romaine, presque tout le bassin méditerranéen pour étre enfin un symbole de la méditerranée.
On le trouve également en Amérique du Nord et du Sud, en Chine, en Australie, avec un
pourcentage ne dépassant pas les 3% de I'oliveraie mondiale [31].

L'Algérie, comme les autres pays méditerranéens, a sa part des oliviers avec une
superficie de 226337 ha, ce qui présente un nombre de 24.000.000 arbres [32]. Du fait de son
adaptation a tous les étages bioclimatiques, I’olivier est présent un peu partout dans le

territoire national.
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Fleurs . Feuilles

Figure I1.3 : Aspect morphologique de la plante Olea europaeal..et leurs parties

II. Classification botanique

L'olivier appartient a la famille des oléacées. Le genre est appelé "Olea" et comporte
30 espéces différentes réparties sur la surface du globe. L'espéce cultivée en Méditerranée est
"Olea europaea", dans laquelle on trouve 1'oléastre ou 1’olivier sauvage, et 1'olivier cultivé.

La classification botanique de I’olivier est la suivante [33] :

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Scrophulariales
Famille Oleaceae

Genre Olea L.

Espéce Olea europea L.

Figure II. 4 : La plante Olea europaeal..
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II1. Distribution géographique
II1.1. Répartition de l'olivier dans le monde

La culture d'olivier a une grande importance économique et sociale dans les pourtours
méditerranéens. En fait, elle est I'une des activités agricoles la plus importante dans les pays
méditerranéens, elle couvre 8 millions d’héctare, presque 98% de la récolte mondiale[34].

En Afrique, I’olivier est cultivé par ordre d’importance en Tunisie (56 millions),
Maroc (50 millions), Algérie, Libye, Egypte, Afrique du Sud et Angola. Les pays d’Europe
cultivant 1’olivier sont par ordre d’importance : L’Espagne (309 millions d’oliviers), I’Italie
(238 millions), la Gréce (170 millions), le Portugal (72 millions) et la France (7 millions). Au
Moyen Orient et en Asie, les pays cultivateurs d’olivier sont par ordre d’importance
Turquie,Syrie, Palestine, Liban, Isra€l, Jordanie, Irak, Iran et Chine. En Amérique, I’olivier
est cultivé par ordre d’importance en Argentine, Mexique, Chili, Pérou, Uruguay, Brésil et
Etats Unis (Californie). L’Australie fait partie des nouveaux producteurs. Le bassin
méditerranéen reste une zone privilégiée par rapport au reste du monde pour la culture de
I’olivier grace a son climat adéquat tant au niveau de la température mais aussi au niveau de

I’hydrométrie [35].
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Figure IL.5. L’olivier dans le monde [36]

44




Chapitre II : Présentation des plantes étudié

II1.2.Répartition de I'olivier dans le bassin méditerranéen

Pour les botanistes, 1’aire de répartition de I’olivier est synonyme de “région
méditerranéenne’’. L’olivier (Olea europaeal..) est cultivé depuis trés longtemps autour de la
méditerranée et de la mer noire surtout en : Espagne, Italie, Gréce, Furqute, France, Tunisie,
Algérie et Croatie (figurel9).Aujourd’hui si I’on trouve des plantations en Californie,
Australie, Afrique du Sud. Cette répartition géographique est influencée par des facteurs

climatiques et pédologiques [37].

I11.3. Répartition de ’oléiculture en Algérie

L’Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est plus
propice a la culture de I’olivier. Le patrimoine oléicole Algérien est estimé¢ a 32 millions
d’oliviers, ce qui représente 4,26% du patrimoine mondial. Cette filicre se concentre dans
certaines wilayas comme Bejaia, Tizi-Ouzou et Bouira qui ont produit a elle seules en
2008,179180 hectolitres d’huile sur une superficie de 108893 ha, sont 51% de la production
nationale et environ 44%du verger national oléicole. Ces trois wilayas sont spécialisées

beaucoup plus sur la production d’huile [38].
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Figure I1.6 : Localisation de I’olivier en Algérie [39]
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IV. Les différentes variétés d’oliviers cultivées en Algérie

La détermination et la classification des variétés sont difficiles a établir avec précision
du fait de ’existence de sous espece. Les travaux de Chaux, [40] et de Hauville, [41] on
permit de décrire les principales variétés cultivées en Algérie ; tout on soulignant que leur

nombre dépasserait 150.

IV.1. La variété Chemlal :
Cette variété est cultivée essentiellement en grande Kabylie ou elle occupe une place
importante dans I’économie de la région. Elle représente environ 40 % des oliviers cultivés en
Algérie. Il ne s’agit pas d’une variété mais probablement d’une population, car il existe

plusieurs types de Chemlal :

- Chemlal de Tizi Ouzou

- Chemlal précoce de Tazmalt

- Petite Chemlal pendante

- Chemlal de I’Oued Aissa

- Chemlal Blanche d’Ali- Chérif

Les arbres sont trés vigoureux, de grande dimension a port sphérique et semi-retombant.
Ses rameaux fruitiers sont longs et souples. Les fruits sont petits d’un poids de 2.5 g et sont
destinés a la production d’huile. Le rendement en huile est de I’ordre de 18 % a 24 %.

La variété Chemlal est réputée pour produire une huile d’excellente qualité. Cette variété
est reconnue pour étre auto stérile par absence de pollen. En Kabylie, elle se trouve toujours

associée a d’autres variétés qui assurent sa pollinisation.

IV.2. La variété Azeradj : (Synonyme : Adjeraz)

Cette variété représente 5 % des oliviers cultivés en Algérie. Elle se trouve localisée en
Kabylie en mélange avec d’autres variétés dont Chemlal. On la rencontre surtout en petite
Kabylie, dans la vallée d’Oued Soummam. Il existe également plusieurs types locaux de cette
variété :

- Azeradj de Seddouk
- Azeradj de Beni bouMelak
- Grosse Azeradj d’Ali Chérif.
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L’arbre est de vigueur moyenne, a port légérement étalé et a feuillage dense. Les
rameaux sont gréles, sinueux plus ou moins pendants et disposés en touffes. C’est une variété
auto fertile. Les fruits sont assez gros (3 a2 5 g) et donnent un rendement en huile de I’ordre de

15%. Cette variété est utilisée pour son huile mais aussi pour la conserverie.

IV.3. La variété Limli : (Synonyme : Imli, Imeli)

Cette variété est localisée dans la vallée d’Oued Soummam. On la rencontre surtout
dans la basse Soummam (de Sidi Aich a Bejaia) a une altitude de 300 a 400 m. Elle représente
8% du verger oléicole algérien, I’arbre a une vigueur moyenne, le port est 1égérement étalé.
Les fruits sont petits (2g) avec un rendement en huile de 15% a 16%. On lui reproche de
donner une huile légérement acide. Sa maturité est assez précoce. C’est une variété

régulierement productive en conditions normales de culture.

IV.4. La variété Bouchouk :

Cette variété est cultivée surtout dans la basse vallée de 1’Oued Soummam, dans la petite
Kabylie. Mais on la trouve également en grande Kabylie en mélange avec Chemlal. Elle est
egalement présente dans 1’est du pays (Constantine). Il existe plusieurs types de Bouchouk
suivant la localisation des aires de culture :

- Bouchouk de Guergour
- Bouchouk de Sidi Aich
- Bouchouk lafayette (Bougad).
Les fruits sont relativement gros (3 a 5g) avec une teneur en huile de 16 a 20%. C’est une

variété a deux fins (huile et conserve).

IV.5. La variété Rougette de Mitidja :

On rencontre cette variété dans 1’Atlas Blidéen, le Sahel Algérois et la plaine de la
Mitidja. La couleur du fruit, assez caractéristique, rougeatre a maturité, d’ou son nom de
«Rougette». Le fruit pése environ 1.2g et posseéde une maturité précoce (fin Novembre).
L’arbre est d’une vigueur moyenne a port étalé, sa production peut aller jusqu’a

35kg/an/arbre. Il est peu alternant.

IV.5.1. La variété Abani :
Cette variété est cultivée dans la région de Khenchela, elle présente une floraison

tardive, synchrone avec d’autre variété telle que : Mekki, Boughenfous et Ferkani. Elle est
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peu alternante. Ses fruits allongés et noir pésent environ 1 a 2g avec une teneur en huile de
13%. L’arbre est vigoureux et possede une capacité de production annuelle moyenne par arbre

de 33.02kg. C’est une variété a huile.

IV.5.2. La variété Ferkani :
Cette variété est ¢galement présente dans la région de Khenchela est ses environs.
L’arbre est de vigueur moyenne a port trés étalé. Les fruits sont relativement moyens (2 a 3g)

avec une teneur en huile de 25%. C’est une variété exclusivement cultivée pour son huile.

IV.5.3. La variété Sigoise : (Synonyme : olive de Tlemcen, olive du Tell)

Cette variété est surtout cultivée dans 1’ouest du pays, en Oranie, et plus
particulicrement dans la plaine de Sig. Elle représente 20% des oliviers cultivés en Algérie.
C’est une variété également a deux fins (olive de table et a I’huile). En Oranie elle est surtout
cultivée comme olive de table (olive de conserve ou olive confite). Le fruit est moyen d’un
poids de 3 a 3.5g et donne un rendement en huile de 18 %. C’est une variété auto fertile. Les
rendements en fruits dépassent fréquemment 30gx a I’hectare et pouvant atteindre 50

kg/arbre.

VI. Les composes phénoliques des feuilles d’olivier Olea europaea L.

Durant ces derniéres années, plusieurs chercheurs se sont intéressés aux composés
phénoliques a cause de leur pouvoir a piéger les radicaux libres et les bienfaits potentiels de
leur consommation sur la santé humaine.

Plusieurs études ont montré que les feuilles d’olivier sont une source significative des
composés phénoliques bioactifs comparable a I’huile et au fruit d’olivier [42]. La teneur en
ces composeés bioactifs est dépendant de 1’dge des feuilles, de 1’origine, des conditions
climatiques, de la variété, du mode de séchage et de la période de récolte, les conditions

d’extraction et le type de solvant d’extraction [34].

Les feuilles d’olivier sont riches en flavonoides (I’acide olenolique), sécoiridoides
(oleuropéine et I’oleuropeoside), acides phénoliques (I’acide vanillique) et alcools
phénoliques (tyrosol et hydrotyrosol) [33], les polymeres phénoliques sont représentés par les
tannins hydrolysables et condensés et principalement par la lignineselon Benavente-Garcia et
coll (2000) [43] I’oleuropéine est le composé phénolique majoritaire dans les feuilles d’olivier

(tableau.Il.4).
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Tableau I1.3: Structures chimiques des composés phénoliques les plus abondants des feuilles

d’olivier cultivé [43].

Composé phénolique Structure chimique
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Oleuropéine est un sécoiridoides, présent dans 1’olivier et ses produits dérivés (huile
d'olive, margines et grignons). C’est le composé bioactif majeur dans les feuilles d'olivier.
Plusieurs auteurs ont rapporté que les feuilles d'olivier sont une source utile pour 1’extraction
de I’oleuropéine [44]. L'oleuropéine posséde de nombreux effets bénéfiques sur la santé

humaine.

Ainsi cette molécule est utilisée pour sa propriété antioxydante [43], antimicrobienne
[35], antivirale [45], et anti- inflammatoire [46]. En outre, 1'oleuropéine posséde un effet

cardioprotecteuret neuro protecteur [47].

Des études in vitro ont démontré que 1’oleuropéine agit comme un composé

antitumoral [48], inhibe l'activité du facteur d'activation des plaquettes [49] et peut-E&tre un
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modulateur du métabolisme. Il améliore aussi le Métabolisme des lipides pour se protéger

contre les problémes d'obésité.

L’oleuropéine intervient dans le développement du processus de 1’auto-défense de 1’olivier
contre l'attaque d’agents pathogénes et des insectes [S0].

VII. Les propriétés pharmacologiques des feuilles d’olivier

Les composés triterpénoiques, abondants dans les feuilles d’olivier, possedent des
propriétés pharmacologiques ayant des effets anti-inflammatoires, hépato protecteurs,
antitumoral, antiviral, antimicrobien, antifongique, antidiabétique, gastroprotecteur et anti

hyperlipidémique [31,52-67].

VIL.1. Activité antioxydante

Les composés phénoliques de 1’olive dont les sécoiridoides sont susceptibles de réagir

avec la plupart des (ERO) especes réactives de 1’oxygene.

En effets, I’oleuropéine et ses dérives 1I’hydroxytyrosol et le tyrosol ont montré un
pouvoir anti radicalaire important.Ils sont capable de piéger les ERO et les especes réactives

de I’azote ce qui permet la protection d’ADN contre les Iésions [68]

Les flavonoides exercent aussi leur activit¢ antioxydante via leur groupe hydroxyle. Cette

action est également due a la présence de triterpenes.

En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d'inhiber la peroxydation
lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils sont aussi

capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices [69].

VII.2. Activité antibactérienne

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la sélection
de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a 1’acquisition de geénes de résistance portés par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont conduits a chercher
de nouveau agents antimicrobiens possédant une efficacité¢ plus importante que les drogues
synthétiques d’une part et bien accepté par 1’organisme d’autre part (sans exercer des effets

déléteres sur la santé humaine) [70,71]. Beaucoup de travaux portés sur Dactivité
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antimicrobienne des extraits de plantes médicinales telles que fennel (Foeniculumvulgare),
peppermint (Menthapiperita), thyme (Thymus vulgaris), ont montré que ces extraits sont
actifs non seulement contre les bactéries mai aussi contre les champignons, les levures et les

virus [72].

D’autres ont franchi une étape plus loin, ou les chercheurs ont isolé et identifié les
L’extrait de feuille d’olivier est actif in vitro contre un grand nombre de germes
(Staphylocoques, streptocoques, hémophiles, pseudomonas...etc).Ces données montrent
I’emploi potentiel de ses principes actifs comme additifs alimentaire, Olea europaea peut étre
considére comme une source potentielle d’agent antimicrobiens prometteurs pour le
traitement des infections des systémes gastro-intestinal et respiratoire de ’homme. La feuille
d’olivier elle-méme est un fongicide, son oleuropéine protége 1’arbre des champignons et

moisissures.
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Chapitre III : Matériels et méthodes

Etude de la_Sauge officinale «Salvia officinalis L.»

I. Matériel végétal et extraction

I. 1. Matériel végétal :

Les échantillons de Salvia officinalis L. ont été récoltés au niveau du jardin d’essai d’El-
Hamma a Alger en Mai 2015. Le matériel végétal a été divisé en trois parties, une partie a
¢été utilisée a I’état frais. La deuxiéme partie a été divisée en deux parties qui ont subies un
séchage a I’air libre, ’'une pendant sept (07) jours et I’autre pendant vingt un (21) jours. La
troisiéme partie, divisé elle aussi en deux parties qui ont subies un séchage a 1’étuve

pendant 4heures, I’une a une température de 40°C et 1’autre a une température de 60°C.

1.2. Extraction des huiles essentielles

Pour I’échantillon frais I’huile essentielle a été extraite par trois méthodes :
-L’hydrotistillation (HD)
-L’hydrotistillation assistée par micro-ondes (HDMO)
-L’entrainement a la vapeur d’eau (EVE).

Pour les échantillons séchés seule 1’extraction par hydrodistillation a été utilisée.

Les différents montages des extractions sont donnés dans les figures II1.1, I11.2, ITL.3.

Figure III.1. Schéma du dispositif d’hydrodistillation
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Figure II1.2. Schéma du dispositif de I’hydrodistillation assistée par micro-ondes

Figure II1.3. Schéma du dispositif d’Entrainement a la vapeur

Tableau III.1.: Conditions opératoires des différentes techniques d’extraction utilisées

Hydrodistillation(HD) 300 3h

Hydrodistillation assistée par 300 30 min
micro-ondes (HDMO)

entrainement a la vapeur 300 3h
d’eau (EV)

NB : P=400W
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I1. Méthodes de caractérisation physico-chimique des HE

La détermination des indices physico-chimiques des différents extraits d’huiles
essentiellesa ¢été faite selon les protocoles de la pharmacopée européenne [5] et la

commission franc¢aise de normalisation [6].

I1.1. Densité a 20°C

La densité relative d20°” a été calculée a I’aide d’un pycnométre a une température de 20°C.
On détermine la masse du pycnometre vide (My), ensuite la masse du pycnomeétre rempli
d’eau distillée (Mj1). On détermine ensuite la masse du pycnometre contenant 1’huile

essentielle (Mz). La densité relative est calculée par I’expression suivante.

11.2. Indice de réfraction a 20°C

L’indice de réfraction a été enregistré par lecture directe a 1’aide d’un réfractomeétre.
Nous avons étalonné le réfractométre par I’éthanol, aprés nous avons déposé deux gouttes
d’huile essentielle sur le réfractometre. L’indice de réfraction est calculé par la relation

suivante :
n"a =n"4q +0,0004 (T'-T)

n'a :Indice de réfraction a la température de référence (20 °C).
N"q: Indice de réfraction a la température ambiante.

11.3. Pouvoir rotatoire a 20°C

Nous avons rempli un tube de100 mL avec de I’éthanol, puis nous I’avons placé dans le
polarimetre afin d’étalonner I’appareil.

Nous avons vidé, et nettoyé le tube avec de 1’éthanol, puis séché au moyen d’un papier
filtre.

En paralléle, nous avons préparé une solution d’huile essentielle, en transvasons 0,1 g
d’huile essentielle dans 15 ml d’éthanol, aprés, nous 1’avons versé dans le tube puis
introduit dans le polarimétre afin de le confronter a la lumiére polarisée. La valeur de
I’angle de rotation du plan est ainsi mesurée et lue sur 1’oculaire de 1’appareil. Le pouvoir

rotatoire est calculé par la relation suivante :
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ap'= %xmﬁ

A :la valeur de I’angle de rotation, en milliradians et/ ou degrés d’angle ;
1 : la longueur du tube utilis¢, en mm.

I1.4. Indice d’acide

Nous avons réalis¢é un dosage acido-basique. La solution titrante est la potasse
alcoolique, que 1’on a introduite dans la burette.
La solution titrée est préparée comme suit : nous avons introduit dans un erlenmeyer de
250ml dans ’ordre : 1g d’huile essentielle, 2,5ml d’éthanol et 3 gouttes de phénolphtaléine
1%.
Nous avons titré le contenu de ’erlenmeyer en ajoutant progressivement la potasse
alcoolique jusqu’au virage de I’indicateur coloré. Nous avons noté le volume, VE, versé a
I’équivalence. L’indice d’acide est calculé par la relation suivante :

[A= (VxC%x56,11)/ m

V : volume en ml de KOH utilisé pour le titrage.
C : concentration exacte en mol/l de la solution de KOH.
m : masse en g de la prise d’essai
IL.5. Indice d’ester

Nous avons introduit 1g d’HE, puis 12,5 ml de KOH 0,5N dans un ballon de 250 ml. Le
ballon est adapté au réfrigérant et I’ensemble est porté a ébullition pendant 60 min, a
compter de I’apparition de la premiere goutte. Apres refroidissement, nous avons ajoutés 10
ml d’eau distillée et 3 gouttes de phénolphtaléines au mélange.

Nous avons titré cette solution avec HCI en solution aqueuse 0,5 N sous agitation
continue. Au virage de la coloration le volume V1 vers¢ a été soigneusement not¢.
En méme temps, il ét€ nécessaire de faire un témoin dans les mémes conditions. Ainsi, 12,5
ml de KOH (0,5 N) sont bouillis pendant une heure dans un ballon de 250 ml. Aprés
refroidissement, nous avons ajouté 10 ml d’eau distillée et 3 gouttes de phénolphtaléine.
Ensuite, Nous avons titré cette solution avec HCI en solution aqueuse 0,5 N sous agitation
continue. Au virage de la coloration le volume VO versé a été soigneusement noté, 1’indice
d’ester est calculé par la relation suivante :

IE =(28,05%(V0 -V1)/m)-IA

VO : volume en ml de HCI1 0,5 N utilisé pour 1’essai a blanc.
V1 : volume en ml de HCI1 0,5 N utilisé pour la prise d’essai.

m : masse en g d’huile essentielle.
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IA : valeur de I’indice d’acide.

ITI. Méthodes d’analyse des huiles essentielles

II1.1. Chromatographie en phase gazeuse (GC-FID)

Les huiles essentielles extraites sont d’abord injectées sur un Chromatographe gazeux GC
pour une meilleure analyse semi-qualitative, puis analysées par Chromatographie gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse GC-MS.

Condition opératoires de la GC:

Mode d’injection : splitless ;

» Température détectée : 220°C ;

* Température d’injection : 300°C ;

* Volume injectée : 0,5ul ;

* Colonne utilisée : HP5-MS;

* Programmation du four : [60°C/8mn-4°C/mn-250°C/20mn] ;
 Débit gaz vecteur : 0,5ul/mn.

I11.2. Chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse GC-MS

Chacune des huiles essentielles récupérées par les différents procédés a ét€ injectée sur une
colonne capillaire apolaire HP5-MS placée dans un appareil de chromatographie gazeuse de
marque Hewlett Packard 6890 et par couplage de celui-ci a la spectrométrie de masse
(appareil Hewlett Packard 5973A). Le tableau 1.6 montre les conditions opératoires de ces
analyses.

Un mélange d’alcanes (C5-C34) a été injecté¢ en GC/MS sous les mémes conditions afin de

calculer les indices de rétention des différents constituants.

L’analyse qualitative est effectuée par la comparaison des indices de rétention (Ir) calculés

selon Van Den Dool (équation ci-dessous) et les spectres de masse donnés par les banques

de données NIST et Adams |7, 8].

Ir= 100z + 100N [( tr — trR@) ) / ( tREz+1) - tR(»))]

trx): temps de rétention du soluté étudié
trR@z): temps de rétention de 1’alcane a (z) atomes de carbone qui précéde (x).

trR@z+1): temps de rétention de 1’alcane a (z+n) atomes de carbone qui suit (x).

n : différence du nombre d’atomes de carbone entre les 2 alcanes (n=1 généralement).
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Tableau II1.2. Conditions d’analyse par GC-MS

Colonne capillaire HP5-MS
Longueur 30m
Diamétre interne 0,25mm
Epaisseur de phase 0,25um
Température de détecteur (FID) 230°C
Gaz vecteur Hélium
Débit 0,5ml/mn
Température de I’injecteur 280°C

Programmation de four

60°C durant 8 minutes

De 60°C a 250°C a raison de 4°/1minute

Reste 250°C pendant 20 minutes

Concentration de I’échantillon Pur
Quantité injectée 0,3ul
Mode d’injection Splitless

Mode de détection

Impact électronique

Mode de balayage

Scan

IV. Activité antioxydante

L’évaluation de l'activité antioxydante de I'huile essentielle de S. officinalis L.a été

réalisé ont utilisant le test de piégeage des

radicaux libres DPPH (1,1 diphényl-2picryl-

hydrazyl),selon le protocole décrit par Brand-Williams et al[9].
Une solution de 25 pl de différentes concentrations (200, 400, 600, 800 et 1000 mg/L) des
HE dans le méthanol ont ét¢ ajoutés a une solution méthanolique de DPPH (60 M, 975 L).

Les solutions standard ont été agitées vigoureusement et stockées dans l'obscurité pour

incuber pendant 30 minutes a température ambiante. La densité optique a ét€¢ mesurée a 517

nm a l'aide d'un spectrophotometre UV (Optizen 3220).

Un antioxydant synthétique butyl hydroxyl toluéne (BHT) (20, 25, 50, 100 et 200

mg/L) a été utilisé comme solution standard. Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH a

été calculé comme suit :

AAY% = [(AbS controle - Abs échantillon) / Abs controle] X 100
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A controle : absorbance de la réaction de controle contenant tous les réactifs sauf 1’extrait.

A échantillon : absorption de 1’échantillon contenant une dose de 1’extrait a tester.

V. L’activité antibactérienne

Les souches bactériennes et fongiques suivantes ont été utilisées dans les tests
antimicrobiens : deux Dbactéries Gram-positives (Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P) et deux bactéries Gram-négatives (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC 43300), deux champignons
filamenteux (Umbelopsis ramanniana NRRL1829, Aspergillus carbonarius M333) et une
levure (Candida albicans ATCC 10259). L'activité antimicrobienne de 1'huile essentielle a
été déterminée en utilisant la méthode de diffusion sur disque [10].Les suspensions ajustées
ont été tamponnées sur les surfaces de gélose Muller Hinton (pour les bactéries) et de
gélose Sabouraud (pour les champignons filamenteux et les levures), puis sur des disques
de papier filtre de 6 mm. Ont été¢ imbibés de 20 pL d'huile essentielle qui ont été déposés
sur les boites ensemencées. Les boites de Pétri ont été conservées pendant 2 h a 4°C, puis
incubées pendant 24 h a 37°C dans le cas des bactéries, tandis que les champignons

filamenteux et les levures ont été incubés a 25°C pendant 48 h.

L'activité antimicrobienne a ¢été évaluée en mesurant le diametre de la zone
d'inhibition (y compris le diameétre du disque de 6 mm) de la souche de micro-organisme
testée avec l'huile. Des tests en triple ont été effectués dans toutes les expériences et les
valeurs moyennes avec les écarts types respectifs sont tracées dans chaque cas. Les
antibiotiques amoxicilline et lamidaz® (= chlorhydrate de terbinafine) dissous dans du
diméthylsulfoxyde (DMSO) a 25 pg/mL ont servi de témoins positifs pour les bactéries et

les champignons, respectivement. Du DMSO stérile a été utilisé comme contrdle négatif.

VI. Méthodes d’extractions des polyphénols
VI.1. Macération a froid (MAF)

La macération a froid (MAF) consiste a mettre dans un récipient quelques grammes
de la matiere végétale déja séchée et finement broyée puis on ajoute le solvant. Le mélange
est laissé a 1’abri de la lumiére pendant quelques heures (48ou 72 heures). En filtrant le
mélange, on obtient un filtrat qui va étre passé par la suite dans un rota vapeur a 40°C pour

¢liminer le solvant et récupérer 1’extrait brute.
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VI1.2. Macération assistée par micro-ondes (MAMO)

Pour la macération assistée par micro-ondes (MAMO), la technique est la méme
sauf que la différence réside dans 1’étape de 1’infusion remplacée par un passage du
mélange (solvant + matiére végétale) dans le four a micro-ondes durant 30 a 45 minutes

selon la matiere végétale traitée. Le mélange est ensuite filtré et passé dans le rota vapeur.

VI1.3. Macération assistée par ultrasons (MAU)

Dans un erlenmeyer, on immerge, 10g d’échantillon dans 100 ml de solvant
(méthanol, éthanol ou acétate d'éthyle).ce récipient est placé dans un appareil générateur
d’ultrasons (type 710 DH, Prolabo) d’une fréquence de 40Hz, contentant de I’eau froide
maintenue a une température comprise entre 25-28° C. le milieu est ensuite agité pendant 4h
a une puissance entre 60 et 8OW. L’extrait final est ensuite filtré, puis concentré pour

¢liminer le solvant, et conservé jusqu’a utilisation.

VII. Analyse quantitative des extraits
VII.1. Dosage des polyphénols totaux

Dans un tube a essai, on introduit 0,25 ml d’extrait et 1,25 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu dilué¢ (1 ml de folin-ciocalteu dilué¢ a 10 avec de I’eau distillée). On agite
vigoureusement puis, trois minute apres, on ajoute 1 ml de solution de carbonate de sodium
(Na2COs : 7,5 %) et on incube a I’abri de la lumiére et a une température ambiante pendant
30 mn. L’absorbance est mesurée a 764 nm contre un blanc.

Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant 1’acide gallique comme standard, les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de poids

sec de la plante (mg EAG/g Ps).
VII.2. Dosage des flavonoides totaux

1 ml de la solution d’extraits est ajouté a 1 ml d’AlCI3 a 2% dans le méthanol, le
mélange est vigoureusement agité, puis I’ensemble est incubé a ’abri de la lumicre et une
température ambiante pendant 1 heure, I’absorbance est lue a 430 nm.

La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée
par un flavonoide standard, la quercétine.

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par

gramme de poids sec de la plante (mg EQ/g Ps).

65



Chapitre III : Matériels et méthodes

IV. Evaluation de I’activité antioxydante

IV.1.1.Test de DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH") est un radical libre relativement stable a
température ordinaire, de couleur violette et qui présente une bande d'absorption maximale
a 517 nm dans le méthanol. En présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), il est
réduit en 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazine (DPPHH) et change de couleur en virant au jaune
(Figure I11.4.). La réduction du DDPH" est suivie par la mesure de la diminution de son

absorbance a 517 nm, selon le protocole décrit par Brand-Williams et al. (1995)[9].

IV.1.2.Test d’ABTS

La méthode d'ABTSest basée sur I’évaluation du degré de la réduction du radical
cation d'ABTS (vert) obtenu par oxydation avec du persulfate de potassium pendant 12-16
h a 4° C a I’abri de la lumiére[24]. Le jour de I’analyse la solution d’ABTS *'sera diluée
avec de I’éthanol jusqu’a une absorbance de 0,7 + 0,02 a 734nm.
Aprés ’addition d’une solution de 25 puL d’échantillon & ImL de la solution d’ABTS ',la
diminution de 1’absorbance sera mesurée aprés 7min a 734 nm dans le spectrophotometre.

L’ABTS “"est utilisé comme témoin négatif et le TROLOX comme témoin positif.

Etude des feuilles d’olivier « Olea europaea L. »

I. Matériel végétal et extraction
I. 1. Matériel végétal

L'étude a été menée sur des feuilles d olivier des deux variétés Chemlal et Limli de
la région de Tizi Ouzou. Les échantillons ont été collectés d'une maniére aléatoire et a
partir de plusieurs arbres. La récolte des feuilles d’olivier a été effectuée pendant les mois
Mai-Juin 2014.

L’identification a ¢été faite par le laboratoire de biologie végétale (Facult¢ de
biologie, Université des sciences des de la technologie Houari Boumediene). Les feuilles
d’olivier collectées ont été séparées puis nettoyées, séchées a température ambiante et a

I’ombre pendant 2 semaines.

66



Chapitre III : Matériels et méthodes

I. 2. Méthodes d’extractions des polyphénols

Pour parvenir a des extraits riches en polyphénols, il est important de développer des
méthodes d'extraction efficaces conduisant a des rendements élevés. Le choix de la
méthode d'extraction et l'optimisation de ses parameétres ont fait l'objet de nombreuses
é¢tudes [11,12].Des méthodes conventionnelles (macération a froid) et non-
conventionnnelles (macération assistée par micro-onde) et macération assistée par
ultrasonssont utilisés pour extraire les polyphénols sous des conditions d’extraction sans

cesse améliorées.

1.2.1. Macération a froid (MAF)

La macération a froid (MAF) consiste a mettre dans un récipient quelques grammes
de la matiere végétale déja séchée et finement broyée puis on ajoute le solvant. Le mélange
est laissé a 1’abri de la lumiére pendant quelques heures (48ou 72 heures). En filtrant le
mélange, on obtient un filtrat qui va étre passé par la suite dans un rota vapeur a 40°C pour

¢liminer le solvant et récupérer 1’extrait brute [13].

1.2.2. Macération assistée par micro-ondes (MAMO)

Pour la macération assistée par micro-ondes (MAMO), la technique est la méme
sauf que la différence réside dans 1’étape de I’infusion remplacée par un passage du
mélange (solvant + mati¢re végétale) dans le four a micro-ondes durant 30 a 45 minutes
selon la matiere végétale traitée. Le mélange est ensuite filtré et passé dans le rota vapeur

[14].

1.2.3. Macération assistée par ultrasons (MAU)

Dans un erlenmeyer, on immerge, 10g d’échantillon dans 100ml de solvant
(méthanol, éthanol ou acétate d'éthyle).ce récipient est placé dans un appareil générateur
d’ultrasons (type 710 DH, Prolabo) d’une fréquence de 40Hz, contentant de ’eau froide
maintenue a une température comprise entre 25-28° C. le milieu est ensuite agité pendant 4h
a une puissance entre 60 et 8OW. L’extrait final est ensuite filtré, puis concentré pour

¢liminer le solvant, et conservé jusqu’a utilisation.

Les conditions opératoires sont illustrées dans le tableau I11.2
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Tableau II1.3. Conditions opératoires des différentes techniques d’extraction utilisées

Variété Chemlal
Meéthode d’extraction | Masse Temps Puissance Solvant
(2) d’extraction (Watt)
Macération a froid 10 oh é g{lelthafi()l
- . Ethano
(MAF) 3. Acétate d'éthyle
Macération assistée ‘ 1. Méthanol
par micro-ondes 10 45min 374 2. Eth’anol ’
(MAMO) 3. Acétate d'éthyle
Macération assistée 1. Méthanol
parUltrasons 10 4h 2. Ethanol
(MAU) 3. Acétate d'éthyle
Variété Limli
Masse Temps Puissance | Solvant
Méthode (g) | d’extraction (Watt)
d’extraction
Macération a froid 1. Méthanol

(MAF) 10 72h - . Ethanol
. Acétate d'éthyle

W N

Macération assistée

par micro-ondes 1. Méthanol
(MAMO) 10 45min 374 2. Ethanol
3. Acétate d'éthyle
Macération assistée 1. Méthanol
parUltrasons 10 4h 2. Ethanol
(MAU) 3. Acétate d'éthyle

II. Screening phytochimique des principales familles chimiques

Le screening phytochimique ou le criblage phytochimique permet de révéler de
manicre qualitative a travers des réactions physico-chimiques, les différentes familles
chimiques contenus dans un organe végétal ou son extrait. Cette ¢tude a nécessité divers
réactifs. La mise en évidence des stérols et des terpenes s’est faite grace a la réaction de
Liebermann. Les composés appartenant au groupe des tanins ont été montrés grace a la
réaction de Stiasny. La recherche des saponosides est basée sur la propriété qu’ont les

solutions aqueuses contenant des saponosides de mousser apres agitation[15,16].
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Tableau I11.4 : Protocoles opératoires

Familles chimique

Protocole opératoire

Terpenes et stérols

Introduire dans un erlenmeyer environ l1g de poudre et 20ml
d’éther. Boucher, agiter et laisser en contact pendant 24 heures.
Apres ce temps, filtrer et compléter a 20ml avec de 1’éther

Caractérisation par la réaction de Liebermann-Buchard

Evaporer a sec dans une capsule 10ml d’extrait. Dissoudre le
résidu dans 1ml d’anhydride acétique avec 1ml de chloroforme et
recueillir la solution dans un tube a essais. Ajouter 1 a 2 ml
d’acide sulfurique concentré au fond du tube a essais a 1’aide
d’une pipette pasteur et ne pas agiter. La formation d’un anneau
rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides et
la coloration verte ou violette de la couche surnageante révelent la

présence de terpenes et stérols.

Tanins

Introduire dans un tube a essais Sml d’infusé¢ a 5% et ajouter 1ml
de solution aqueuse diluée de FeCl3 a 1%. En présence de tanins,
il se développe une coloration verdatre ou bleu-noiratre.

Saponosides

Préparation du décocté a 1% : A 1’aide d’un erlenmeyer de
250ml, faire une décoction de lg de poudre dans 100ml d’eau
distillée. Chauffer pendant 15 minutes tout en maintenant une
¢bullition modérée. Filtrer aprés refroidissement et ajuster a
100ml.

Caractérisation des saponosides :

Introduire dans un tube 5 ml d’HCI a 0,1 N, introduisez dans un
deuxiéme tube 5 ml de NaOH a 0,1N, puis rajouter dans chacune
d’elle 2 a 3 gouttes d’infusé¢ a 1%. La formation de mousses
indique la présence des saponosides.

Alcaloides

Réaction de Bouchardat : Faire macérer 5 g de poudre végétale
humectée avec de I’Ammoniaque (0,5N) pendant 24 heures.
Filtrer, puis mélangé avec 50ml d’un mélange éther chloroforme
(3 : 1) v/v. Le filtrat est épuisé¢ par ’HCI 2N. A la phase aqueuse
rajouter quelques gouttes de réactif de Réactif de Bouchardat
(iodo-ioduré : 2 g d’iode + 2 g lodure de potassium + 100 ml
d’eau distillée). La réaction est positif s’il ya apparition d’une
coloration Rouge a brun rougeatre.
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II1. Analyse quantitative des extraits
II1.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe

Le taux des polyphénols totaux ont été déterminés par un spectrophotométre UV-visible
(OPTIZEN POP) selon la méthode de Folin-Ciocalteu [17]: ce réactif de couleur jaune est
constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique.
Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un
complexe ayant une couleur bleue constitu¢ d’oxyde de tungsténe et de molybdeéne.
L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés

[18].

Mode opératoire

Dans un tube a essai, on introduit 0,25 ml d’extrait et 1,25 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu dilué¢ (1 ml de folin-ciocalteu dilu¢ a 10 avec de I’eau distillée). On agite
vigoureusement puis, trois minute apres, on ajoute 1 ml de solution de carbonate de sodium
(Na2COs3 : 7,5 %) et on incube a 1’abri de la lumiere et a une température ambiante pendant
30 mn. L’absorbance est mesurée a 764 nm contre un blanc.

Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant 1’acide gallique comme standard, les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de poids

sec de la plante (mg EAG/g Ps).
I11.2. Dosage des flavonoides totaux

La méthode du trichlorure d’aluminium AICI3 1égérement modifiée a été¢ adoptée

pour quantifier les flavonoides dans les différents extraits [19].

Mode opératoire

1 ml de la solution d’extraits est ajouté a 1 ml d’AlCI3 a 2% dans le méthanol, le
mélange est vigoureusement agité, puis I’ensemble est incubé a ’abri de la lumicre et une
température ambiante pendant 1 heure, I’absorbance est lue a 430 nm.

La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée
par un flavonoide standard, la quercétine.
La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par

gramme de poids sec de la plante (mg EQ/g Ps).
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IV. Evaluation des activités biologiques

IV.1. Activité antioxydante

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée
des antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas
une méthode universelle par laquelle Dactivité antioxydante peut é&tre évaluée
quantitativement d’une fagon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de
tests différents et complémentaires pour avoir une indication sur la potentialité antioxydante
de I’échantillon a tester [20]. Deux testes chimique ont étés utilisés : le test de DPPH (2,2
diphényl-1-picryl-hydrazyl) et le test ’ABTS sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis (3-

éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique).

IV.1.1.Test de DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH °) est un radical libre relativement stable a
température ordinaire, de couleur violette et qui présente une bande d'absorption maximale
a 517 nm dans le méthanol. En présence d’un antioxydant donneur d’hydrogeéne (AH), il est
réduit en 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazine (DPPHH) et change de couleur en virant au jaune
(Figure 111.4.). La réduction du DDPH" est suivie par la mesure de la diminution de son

absorbance a 517 nm, selon le protocole décrit par Brand-Williams et al. (1995)[9].

5 \ i N\
N—2O0 H N—=30O
4 : N
E /: f—n i + AH —» ,;/F‘ A—n + A
1 © : (8]
i /'\:=O : /r;=o
1 o ! 5]
DPPH’ DPPH-H

Figure III.4. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre ’espéce

radicalaire DPPH et un antioxydant (AH)

Mode opératoire

975 ul de solution méthanolique de DPPH (0,0024 g de DPPH dans 100 ml de
méthanol ou éthanol) et ajouté a 25 pl de la solution d’extraits a diverses concentrations (5-
300 mg/l), le mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés dans I'obscurité

a température ambiante pendant 30 mn.
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Le blanc est représenté par le méthanol, le témoin négatif est composé de 1 ml de
la solution méthanolique de DPPH, le témoin positif est représenté par une solution
méthanolique d’un antioxydant standard : le BHT.

La longueur d’onde d’absorption maximale a été préalablement déterminée. Toutes les
lectures sont effectuées a 517 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre (OPTIZEN POP).
Le pourcentage d'inhibition (AA%) du radical libre DPPH a été calculé avec la
formule suivante :
AA% = [(ADS controle - AbS échantilon) / AbS controle] X 100
Ou:
A controle : absorbance de la réaction de contrdle contenant tous les réactifs sauf |’ extrait.

A &chantilion : absorption de I’échantillon contenant une dose de I’extrait a tester.

IV.1.2. Test ’ABTS

Le radical cation (sel d’ammonium de [Dacide 2,2’-azinobis (3-
éthylbenzothiazoline)-6- sulfonique) (ABTS'™), de couleur bleu vert (absorbant a 734 nm),
est form¢é par arrachement d’un électron a un atome d’azote de ’ABTS en présence de
persulfate de potassium [21]. L’addition d’un antioxydant (donneur de H") a une solution de
ce radical cation entraine sa réduction, I’atome d’azote concerné piége un H", conduisant a

I’ABTS", ce qui provoque la décoloration du mélange et une diminution de I’absorbance

[22](Figure IIL.5).
0,8 NS, 50y 08 g 7 80,]+
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/
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Figure II1.5. Génération et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant donneur de
H'[23]
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La méthode d'ABTS est basée sur I’évaluation du degré de la réduction du radical
cation d'ABTS (vert) obtenu par oxydation avec du persulfate de potassium pendant 12-16
h a 4° C a I’abri de la lumiére [24]. Le jour de I’analyse la solution d’ABTS “"sera diluée
avec de I’éthanol jusqu’a une absorbance de 0,7 + 0,02 a 734nm.
Aprés ’addition d’une solution de 25 puL d’échantillon & ImL de la solution d’ABTS ',la
diminution de 1’absorbance sera mesurée aprés 7min a 734 nm dans le spectrophotometre.

L’ABTS “"est utilisé comme témoin négatif et le TROLOX comme témoin positif.

IV.2.L’activité antibactérienne

Méthode de diffusion sur disque

L'activité antibactérienne des extraits bruts a été évaluée selon la méthode de

diffusion sur disque décrite par Bauer et coll (1966)[10].

Les échantillons ont été testés contre deuxbactéries a Gram +: Bacillus subtilis
ATCC6633 et Staphylococcus aureus MRSA 639c et deux bactéries a Gram™ : Escherichia
coli ATCC43300 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ainsi que deux champignons
pathogénes: Aspergilluscarbonarius M333et Umbulopsis ramanniana NRRL1829.

Les souches bactériennes et fongiques ont été cultivées dans des géloses Mueller-
Hinton (MH) a 37 © C et de la gélose de Sabouraud (SDA : Sabouraud dextrose agar) a 30°
C respectivement. L'amoxicilline (25 pg / disque) a été utilisée comme controle positif,
tandis qu'un disque imprégné de 25 pL de DMSO a été considéré comme le controle
négatif.
Les milieux d'agar appropriés (MH ou SDA) ont été versés dans des boites de Petri puis
ensemencés avec les cultures d'inoculum microbien (10° UFC.mL"') en utilisant un
écouvillon stérile. Un volume de 25 pL de I’extrait dilué dans le DMSO a été ajouté sur
les disques stérilisés placés a la surface des boites de Petri. Les boites de Petri ont été
incubées pendant 24 h pour les souches de bactéries et 48 h pour les souches de
champignons, apres un temps de diffusion d’une heure a 4°C. L'activité antibactérienne a

été évaluée en mesurant le diamétre des zones d'inhibition.

73



Chapitre III : Matériels et méthodes

V. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les extraits présentant une activité antibactérienne ont €té sélectionnés pour la
détermination de la concentration minimale inhibitrice par microdilution en bouillon
conformément aux directives du Comité national de Normalisation des Laboratoires
Cliniques [25]. Des dilutions en série comprises entre 7,8 et 500 pg.mL! ont été réalisées a
partir d'une solution initiale préalablement préparées dans du DMSO a une concentration de
1000 pg. mL'. Chaque solution de ’extrait (0,5 ml) a été ajoutée a un milieu d'agar (5 ml)
(MH ou SDA). Le mélange obtenu a été versé dans des boites de Petri qui ont été inoculées
avec des souches d'inocula de 10° CFU. mL"! et incubé immédiatement a 37°C pendant 24
heures pour les souches de bactéries et 48 heures pour les souches de champignons.
L'amoxicilline et le DMSO ont servi de controle positif et négatif respectivement. Les tests

ont été effectués en triple.

V1. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

L’étude expérimentale a été réalisée selon la méthode décrite par Colot et al (1972)
et basée sur celle de Winter et al (1962) [26,27]. Elle consiste a évaluer la capacité de
I’extrait test¢ a inhiber ’cedéme provoqué par I’injection de la carragénine (1%) sous

I’aponévrose plantaire de la patte arriere gauche de la souris.

L’étude a ¢été réalisée sur des souris albinos de sexe male pensant 25 g. Ces
dernieres ont été alimentées avec des granulés « O.N.A.B » et hydratées avec ’eau du
robinet jusqu'a satiété et ce jusqu'a la veille de I’expérience ou elles ont été maintenues a

jeun (pendant 12H).

Les souris ont été €levées et maintenues dans des conditions expérimentales

constantes (20< T°<24 ; humidité : 50+5%, éclairage : 10 H/jour).

L’antalgique ACEPRAL (acide acétylsalicylique) a 500 mg commercialis¢ par

SAIDAL a été utilisé en tant que référence.

En se basant sur le protocole opératoire, chaque souris regoit 1 mg d’ACEPRAL
qui est considéré comme étant la quantité suffisante pour soulager. Cette quantité est

dissoute dans 0.5 mL d’eau distillée (le volume administré a une souris).

Le poids moyen est de 25 g, donc la dose efficace est de 1mg /25 g de poids

corporel ce qui correspond a 40 mg.kg!.
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Un comprimé d’ACEPRAL est broy¢ a I’aide d’un mortier puis dissout dans 250
mL d’eau distillée et mélangé sous agitation magnétique pendant 10 minutes puis soumise a

homogénéisation avant d’étre administré.

Les doses testées sélectionnées sont 500,1000 et 2000 mg.kg™'. Chaque extrait a

été dissous dans de I’eau distillée.
Différents lots comprenant chacun 6 souris ont été constituées et identifiés comme suit :

Lot de référence (1) : Chaque souris recoit 0.5 mL de la solution d’ACEPRAL a la dose
de 40 mg.kg!

Lot du témoin (2) : Un volume de 0.5 mL d’eau distillée a ét¢ administré a chaque

souris

Lot des essais : L’injection de 0.5 mL de P’extrait a été injecté a chaque souris en
fonction des doses préalablement <¢tablies . Les lots ‘essai’ notés 3, 4, 5 ont regus

respectivement les doses de 500, 1000 et 2000 mg.kg™.

Une solution de carragénine (0.025 ml) a été injectée a toutes les souris 30 minutes
apres 1’administration des différentes solutions. Quatre heures plus tard, les animaux ont
été¢ sacrifiés par rupture de la nuque afin de permettre la dissection des pattes a hauteur

des articulations. La pesée a été réalisée sur une balance analytique.

La figure 14 représente des photographies des étapes expérimentales de 1’activité anti

inflammatoire.

Photographie 1 : Administration Photographie 2 : Injection de la
des solutions par gavage. solution de carragénine.
Figure II1.6. Photographies montrant les étapes expérimentales de 1’activité anti
inflammatoire
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L’expression des résultats a été réalisée suivant ces deux équations :

R Movenne dezpolides de la pame gawohe-FMovenne des poidede la pame drolte
% d’cedéme = —= = £ Z £ 2 x 100
Meyeans der peldeds la patis deelts

ig de l'oedims du tdmoin-tzdeoedéms de I'=czal
% d' cedéme moin

% de réduction de ’cedéme = o L1

VII. Analyse par Chromatographie liquide ultra-haute performance-spectrométrie de

masse (UHPLC-DAD-ESI / MSn)

Pour I'analyse UHPLC-DAD-ESI / MSn, 100 mg de chaque extrait polyphénolique
ont ét¢ dissous dans 5 ml d'éthanol (concentration finale, 20 mg / ml) et les solutions
résultantes ont été filtrées a travers une membrane en nylon de 0,2 um (Whatman).
L'analyse a été réalisée a l'aide d'un Thermo Scientific Ultimate 3000RSLC (Dionex)
équipé d'un détecteur a barrette de diodes Dionex UltiMate 3000 RS et couplé a un
spectrometre de masse. La colonne utilisée était une colonne d'or hypersil thermo-
scientifique (100 mm x 2,1 mm) d'une taille de piece de 1,9 um et sa température était
maintenue a 30 ° C. La phase mobile était composée de (A) acétonitrile et (B) 0,1% d'acide
formique (v / v), a la fois dégazés et filtrés avant utilisation. Le débit était de 0,2 ml / min.
Le gradient de solvant a commencé avec 5% de solvant B sur 14 min suivi de 40% de
solvant B pendant 2 min, 100% sur 7 min et enfin 5% sur 10 min. Le volume d'injection
était de 2 pL.. Les données spectrales UV-vis ont été recueillies dans une plage de 250 a 500
nm et les profils chromatographiques ont été documentés a 280 nm. Le spectrométre de
masse utilisé était un piege a ions linéaire LTQ XL 2D équipé d'une source d'ions
¢lectrospray orthogonale (ESI).

L'équipement a été utilis¢é en mode ion négatif avec une source d'ionisation par
¢lectrospray de 5,00 kV et une température de capillarit¢ ESI de 275 °© C. Le balayage
complet a couvert une plage de masse de 50-2000 m / z. Des expériences de dissociation
induites par collision MS / MS et MSn ont été acquises simultanément pour les ions

précurseurs. Trios analyses indépendants ont été réalisées pour la reproductibilité.
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Chapitre IV : Résultats et discussions Etude des HEsde la salviaofficinalis L.

Etude des huiles essentielles de Salvia officinalis L.: Composition Chimique,
Activité Anitoxydante et Activité Antibactérienne

I. Introduction

Dans ce chapitre, nous donnerons les résultats de 1’extraction de I’huile essentielle de
Salvia officinalisL. par les trois techniques cités précédemment (1I’hydrodistillation classique
(HD),hydrodistillation assistée par micro-ondes (HDMO) et I’entrainement a la vapeur d’eau
(EV)). Nous donnerons par la suite les résultats de 1’analyse qualitative et semi-quantitative
des différents échantillons et enfin les résultats de 1’é¢tude de D’activité antioxidante et
antimicrobienne, la discussion est orientée selon les technique d’extraction et le temps de

séchage.

II. Influence des techniques d’extraction sur le rendement et la composition
chimique

I1.1. Influence des techniques d’extraction sur le rendement

L’huile essentielle de Salvia officinalis extraite par HD, HDMO et EV se présente sous
forme d’un liquide transparent et de couleur jaune claire et d’une odeur caractéristique
camphrée. Le rendement a été calculé en rapportant la masse de 1’huile essentielle extraite sur

la masse de la matiére végétale.

Les rendements obtenus par les trois méthodes sont donnés dans le Tableau IV.1. (Figure
IV.1).Nous remarquons que le rendement obtenu par la technique HDMO (0,41%) est le
double de celui obtenu par la méthode HD (0,22%)avec un temps d’extraction plus court qui
est de 30 minutes au lieu de 180 min pour 1’'HD c’est a dire 6 fois plus réduit, ce qui a permis

un gain de temps et d'énergie.

Tableau IV.1: Rendement des huiles essentielles de la sauge officinale

HD 3h 300 0,22
HD-MO 30 min 300 0,41
EV 3h 300 0,99
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L’extraction par EV a donné le rendement le plus élevé (0,99%) qui est trois fois plus
¢leveé que celui obtenu par HD (0,22%) apres 3 heures d’extraction. Ce résultat indique que la
technique d’extraction EV est la plus appropriée pour extraire I'huile essentielle de la sauge ce

qui esten accord avec un travail réalisé sur le Rosmarinus officinalis [1]

I1.3. Comparaison des rendements de I’huile essentielle de Salvia officinalis obtenus dans
différents pays.

Dans le Tableau IV.2 sont regroupés a titre formel les rendements obtenus par HD pour la

Salvia officinalis dans un certain nombre de pays.

Tableau IV.2: Rendements en HE de Salvia officinalis obtenus dans différents pays

Ce travail HD 3h 0,22 --
Tunisie HD 5h 0.78 [3]
Italie HD 4h 0.29 [4]
Espagne HD 3h 1.00 [S]
Liban HD 4h 0.40 [6]

Il est intéressant de noter que la comparaison aux essences étrangéres doit étre prise avec

précaution. En effet, au vu du nombre important de paramétres pouvant intervenir dans la

composition des huiles essentielles, celle-ci ne peut-étre que subjective.

A partir de ces valeurs nous remarquons que les valeurs obtenues pour les essences d’Algérie
(0,22%) et d’Italie (0,29%) sont inférieur a ceux des autres pays. De plus nous constatons que
les temps d’extraction sont différents, ce qui montre que I’espece espagnole donne le meilleur
rendement (1%). Cette variation dans les rendements peut étre attribuée non seulement a
I’origine de la plante et la durée de I’extraction mais également au cycle végétatif et la période

de récolte qui peuvent avoir une influence directe sur le rendement et la qualité de 1’essence.

I1.4. Constantes physico-chimiques

Les valeurs des indices physico-chimiques calculés selon les normes AFNOR sont
reportées dans le Tableau IV.3. On note les valeurs maximale et minimale de la densité

respectivement pour les HE obtenues par HD et HDMO.
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Tableau IV.3 : les constantes physico-chimiques des HE de la Salvia officinalis

Méthode HD HDMO EV Référence
Indice [8,9]
Densité 0,929 0,945 0,909 0,910-0,922
Indice d’acide 1,643 1,504 1,820 1,340-1,925
Indice d’ester 49,020 43,120 38,060 8,220-10,250
Indice de réfraction 1,473 1,528 1,308 1,440-1,474
Pouvoir rotatoire 3,400 4,230 4,500 16,301-30,012

Nous constatons également que les valeurs de 1’indice de réfraction ne sont pas tres
différents elles oscillent entre 1,3 et 1,5, cependant celles du pouvoir rotatoire des huiles
essentielles obtenues par HDMO (4,23) et EV(4,50) sont nettement supérieur a celui de
I’essence obtenue par HD (3,4).

Généralement les valeurs de la densité sont reliées a la teneur en composés monoterpéniques
et celles de I’indice de réfraction au pourcentage des composés oxygénés. Pour le pouvoir
rotatoire il dépend du pouvoir rotatoire spécifique du 1,8 cinéole et des monoterpénes

majoritaires

Pour ce qui des différences observés pour les valeurs des indices d’ester des huiles
essentielles obtenue par HD (49,02) est HDMO (43,12), ellepeut étre explique par la faible
durée d’extraction pour la technique HDMO ce qui a permis de protéger les huiles contre les
réactions thermiques et hydrolitiques ayant lieu lors de I’exposition prolongée a la chaleur. En
revanche, I’hydrodistillation conventionnelle (HD) a long chauffage peut conduire a

P’estérification des acides et des alcools contenus dans I’HE.

Pour I’extraction par EV (38,06) le phénomene d’hydrolyse ne semanifeste pas
comparé aux techniques précédentes étant donné que la matiere végétale n’est pas en contact

direct avec I’eau.

Les valeurs des paramétres physico-chimiques de nos HE sont en accord avec celles

répertoriés dans les normes AFNOR [7].

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire mais
demeure non suffisante pour caractériser ’HE. Il sera donc primordial de déterminer le profil

chromatographique de ces huiles essentielles, c'est-a-dire leurs compositions chimiques.
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IL.5. Analyse qualitative et semi-quantitative des huiles essentielles

Les huiles essentielles obtenues par les trois techniques d’extraction ont été analysées
tout d’abord par chromatographie en phase gazeuse avec un détecteur a ionisation de flamme
(GC-FID) sur la colonne capillaire HP5-MS. Pour une identification plus exhaustive, ces
huiles essentielles ont été analysées, par la suite, par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) sur la méme colonne capillaire HP5-MS. Les

conditions d’analyse ont ét¢ données dans le chapitre précédent.

L’identification des composés a été effectuée par comparaison des spectres de masse obtenus
expérimentalement a ceux de références répertoriés dans les banques de données spectrales
NIST et Willey, en se basant sur les huit premiers pics les plus intense. Les indices de

rétention ont été utilisé comme données filtre pour vérifier I’ordre d’¢lution des composés.

Pour ce qui de I’analyse semi-quantitative elle a été effectuée par chromatographie en
phase gazeuse (GC-FID) sur la colonne capillaire HP5-MS. Pour la détermination
quantitative centésimale des constituants, nous avons admis que le détecteur a ionisation de
flamme réagissait de maniére sensiblement analogue a tous les composés et que leurs

coefficients de réponse étaient tous égaux a ’unité.

La teneur de chaque constituant a donc été calculée a partir des aires fournies par
I’intégrateur. Ceci est en conformité avec la norme AFNOR NF T 75-401 utilisée dans

I’analyse des huiles essentielles.

Les chromatogrammes obtenus sur la colonne HP5-MS sont reportés dans les figures
IV.1 a IV.3. Nous répertorions dans chaque chromatogramme une quarantaine de pics plus
ou moins bien séparés dont certains correspondent a des composés en tres faible

concentration, ce qui complique d’avantage leur identification.

Nous remarquons également que les trois chromatogrammes ont de grande similitude et que

la différence réside uniquement dans 1’intensité de certains pics.
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Figure IV.1 : Chromatogramme de I’huile essentielle d’Salvia officinalis obtenue par HD
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Figure IV. 2: Chromatogramme de 1’huile essentielle d’Salvia officinalis obtenue par HDMO
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Figure IV. 3 : Chromatogramme de I’huile essentielle d’Salvia officinalis obtenue par EV
IL.5.1. Variation de la composition chimique en fonction de la méthode d’extraction

L’analyse des HEs de la Salvia officinalis par GC-FID et GC-MS a permis d’identifier
25, 28 et 30 composés respectivement dans les échantillons obtenus par HD, EV et HDMO.
Le taux d’identification pour chaque essence est de 98,17 % pour I’extrait obtenus par HD, de

96,17% 1’échantillon obtenu par EV et de  99,3% I’HE obtenue par HDMO.

Dans le Tableau. IV.4 sont reportés les indices de rétention et les pourcentages de
phytoconstituants selon 1’ordre d’¢élution sur la colonne HPSMS, ils sont donnés par famille

chimique.
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Tableau IV.4 : Composition chimique des huiles essentielles de la Salvia officinalis obtenues
par HD, HDMO et EV

Composés I? I° HD® HDMO® EV®

MonoterpenesHydrocarbons

Tricycléne 909 926 0.18 0.10 0.10
a-Thujéne 930 922 tr 0.30 Tr
a-Pinéne 939 939 0.52 0.39 0.40
Camphéne 965 954 0.83 0.85 0.92
B-Pinéne 972 979 3.03 1.75 1.59
Myrcéne 982 991 1.92 0.97 0.88
a-Phéllandréne 1003 1001 tr 0.13 Tr
a-Terpinéne 1020 1016 0.20 tr Tr
Cis-Ociméne 1045 1040 0.33 0.04 Tr
y-Terpinéne 1060 1060 0.63 tr Tr
a-Terpinoléne 1091 1088 0.34 tr Tr

Monoterpénes Oxygénés

1,8-Cinéole 1032 1033 11.00 12.16 11.71
Cis-Sabinéne hydrate 1071 1068 0.30 1.03 Tr

o —Thujone 1102 1102 15.80 17.56 17.92
B- Thujone 1114 1114 5.65 6.16 5.19
Camphre 1144 1143 10.70 16.02 23.95
Isobornéol 1156 1156 0.77 0.91 0.42
Bornéol 1160 1165 3.88 5.84 4.59
Pinocamphone 1167 1173 0.31 0.30 0.15
Terpinén-4-ol 1175 1177 0.67 1.20 0.84
a-Terpinéol 1187 1189 0.66 1.01 0.92
Verbenone 1205 1205 tr 0.28 0.18
Bornyl acétate 1290 1289 0.42 0.44 0.81

SesquiterpenesHydrocarbons

B-Caryophylléne 1423 1420 8.50 4.48 4.56
o-Humuléne 1456 1455 9.61 5.72 4.56
Sesquiphellandréne 1525 1524 0.26 0.11 0.10

Sesquiterpénes Oxygenés

Elémol 1547 1549 tr 0.26 0.42
Caryopylléneoxyde 1585 1581 0.81 3.05 4.64
Viridiflorol 1595 1593 13.10 12.35 9.49
Humuléne oxyde 1600 1600 2.59 2.40 2.59
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Autres

Cis-Salvéne 854 842 tr 0.16 Tr
Manool 2051 2056 6,44 3,79 1,21
Abietadiéne 2088 2080 0.33 0.14 0.03
% Monoterpénes Hydrocarbonés 7.98 4.1 3.89
% monoterpénesOxygeéneés 50.16 62.91 66.68
% sesquiterepéne hydrocarbonés 18.37 10.31 9.22
% sesquiterepéneOxygénés 12.89 18.06 17.14
% Autres 6.77 3.93 1.24
Total identifié (%) 96.17 99.31 98.17

tr. traces <0.01%.

Indices de retentionde la littérature, colonneHP5SMS.

®Indices de rétention calculés, colonne HPSMS.

‘Pourcentages des composés (air des pics sur HPSMS (GC-FID)).

Au regard des résultats de la composition chimique des différentes huiles essentielles
nous remarquons que la classe des monoterpénes oxygénés est dominante dans les trois
échantillons (HD : 50,16% ; HDMO : 62,91% et EV : 66,68%). Cependant on remarque que
les essences obtenues par HDMO et EV sont plus riche ensesquiterpénes oxygénés (HD :
12,89% ; HDMO : 18,06% et EV : 17,14%), alors que les sesquiterpenes hydrocarbonés sont
plus abondants dans I’extrait obtenue par HD (HD : 18,37% ; HDMO : 10,31% et EV :
9,22%).

Les principaux composés des huiles essentielles extraites par HDMO et EV sont : le Camphre
(23,95 et 16,02 %), I’a—Thujone (17,92 et 17,56%), le 1,8-Cinéole (11,91 et 12,16%) et le B-
Thujone (5,19 et 6,16 %). Pourl’huile essentielle extraite par la technique HD, les composés
majoritaires sont: I’a. —Thujone (15,80 %), le 1,8-Cinéole (11,00 %), le camphre (10,70 %) et
le B-Thujone (5,65 %). Cette composition chimique est identique a celle relevé en littérature
sur I’huile essentielle de la région méditerranéenne [10] ou a I’exception de I’a-pinéne 1’a —
Thujone, le 1,8-Cinéole et le camphre) sont également majoritaires. De plus nos résultats sont
en accord avec ceux de Dob et coll. Dans leur étude sur la feuille de sauge de la région

d’Algérie des travaux antérieurs [11]

De plus, nous remarquons que le viridiflorol a une teneur relativement élevée dans les trois

échantillons (HD : 13,10% ; HDMO : 12,35% et EV : 9,49%)).

On note, également que I’a-Humuléne et le B-Caryophylléneont des teneurs élevée dans les

lesHEs obtenues par hydrodistillation respectivement 9,16% et 8,50%, alors que ce taux et
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moins important pour les HEs extraites par les deux autres techniques (pour I’a-Humuléne
(HDMO : 5,72% et EV : 4,56%) et pour le B-Caryophylléne (HDMO : 4,48% et EV :
4,56%)). L’¢étude sur ’'HE originaire de Tunisie a montré la dominance de 1,8-Cinéole, I’a —

Thujone, et le camphre ce qui montre une similitude composition avec nos échantillons [12].

Il est a noter que la famille principale dans les huiles essentielles extraite par les trois
techniques est la famille de smonoterpénes Oxygénés avec les trois composés majoritaires, le
Camphre, I’o—Thujone et le 1,8-Cinéole. La famille des sesquiterpénes oxygénésavec le
composé majoritaire, le Viridiflorol. Cependant, nous remarquons qu’il y a une différence

qualitative et semi-quantitative dans leurs compositions chimiques.

B Monoterpénes Hydrocarbonés B Monoterpénes Oxygénés

Sesquiterepéne hydrocarbonés B Sesquiterepéne Oxygénés

62,91 66,68

HD HDMO EV

Figure IV.4: Pourcentage des familles chimiques de I’huile essentielle d’Salvia officinalis
obtenues par HD, HDMO et EV

III. L’influence de la méthode de séchage sur le rendement et la composition
chimique

IIL.1. Influence de l1a méthode de séchage sur le rendement

L’huile essentielle de Salvia officinalis L. extraite par HD des feuilles séchées par
différente méthode, un séchage a I’air libre durant 7 jours et 21 jours et un séchage a I’étuve
pendant 4heures a T=40° et T= 60° se présente sous forme d’un liquide transparent et de

couleur jaune claire, I’odeur est caractéristique citronnée. Les rendements obtenus sont

donnés dans le tableau IV.5
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Tableau IV.S : Rendement des HEs de la sauge officinale obtenu HD des différents

échantillons

Etude des HEsde la salviaofficinalis L.

3h Fraiche - 300 0,22
3h Seche Etuve (T=40°) 90 1,94
3h Séche Etuve (T= 60°) 90 2,5
3h Séche Air libre (7 jours) 90 1,91
3h Séche Air libre (21jours) 90 2,25

Les résultats obtenus montrent que le rendement en HE de la sauge est
significativement influencé par la méthode de séchage. En effet les rendements obtenus du
matériel végétal séché vari de 1,9 a 2,5 contre 0,22 pour le matériel végétal frais. Selon des
études sur la menthe verte et le basilic [13-14] les cellules épithéliales des échantillons séchés
peuvent s'étre effondrées et ouvertes, ce qui indiqué que les structures de la biomembrane ont

¢été modifiées sous des températures sublétales qui ont entrainé une perméabilité plus élevée.

En Comparant les rendements obtenus en HEs des échantillons séchés différemment la

différence n’est pas tres significative, mais permet un gain de temps.

Figure I'V.5 : Rendements des HEs de la sauge officinale obtenus par HD des différents
¢chantillons séchés.

Rendement (%)

2,5 1

1,5 1

0,5 A

Etuve  Etuve Air-libre Air libre
(Sauge 40° 60° 7 jours 21 jours
fraiche)
Méthode de séchage
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I11.2. Influence de la méthode de séchage sur la composition chimique des huiles
essentielles

Plusieurs études ont montré que le de séchage est un paramétre important, qui a une
influence directe sur le rendement et la composition chimique des huiles essentielles. Nous
présentons dans cette partie I’analyse qualitative et semi-quantitativedes différentes huiles

essentielles obtenues par HD des différentes matrices végétales séchées.

Tableau IV.6 : Composition chimique des HEs de la Salvia officinalis obtenues par HD des
différents échantillons séchés.

Composés I? I° HD Aire Aire  Etuve® Etuve®
libre 7 libre21 40°C 60°C
jours® jours®

Monoterpénes

Hydrocarbonés

Tricycléne 909 926 0.18 0.09 0.12 0.11 0.09
a-Thujéne 930 922 Tr 0.37 0.20 0.39 0.31
o-Pinéne 939 939 0.52 1.86 2.66 2.35 1.88
Camphéne 965 954 0.83 3.92 4.42 4.63 3.80
B-Pinéne 972 979 3.03 2.60 1.89 2.96 2.46
Myrcéne 982 991 1.92 2.14 1.96 2.40 1.78
a-Phellandréne 1003 1001 Tr 0.12 0.14 0.14 0.12
a-Terpinéne 1020 1016 0.20 0.37 0.48 Tr tr
Cis-Ociméne 1045 1040 0.33 tr tr Tr tr
y-Terpinéne 1060 1060 0.63 0.98 0.62 0.84 0.76
a-Terpinoléne 1091 1088 0.34 0.90 0.62 0.91 0.95
Monoterpénes

Oxygénés

1,8-Cinéole 1032 1033 11.00 15.42 15.15 17.10 16.08
Cis-Sabinéne hydrate 1071 1068 0.30 tr tr Tr tr

o —Thujone 1102 1102 15.80 16.84 17.30 17.40 17.03
B- Thujone 1114 1114 5.65 4.63 6.07 5.26 7.13
Camphre 1144 1143  10.70  25.29 21.78  24.63 25.36
Isobornéol 1156 1156 0.77 0.17 0.15 0.17 0.24
Bornéol 1160 1165 3.88 2.20 1.71 1.65 2.23
Pinocamphone 1167 1173 0.31 tr tr Tr 0.08
Terpinén-4-ol 1175 1177 0.67 0.45 0.47 0.43 0.43
a-Terpinéol 1187 1189 0.66 0.47 0.35 0.37 0.58
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Verbenone 1205 1205 Tr tr tr Tr tr
Bornyl acétate 1290 1289 0.42 0.74 0.79 0.78 0.61
Sesquiterpénes

Hydrocarbonés

p-Caryophylléne 1423 1420 8.50 6.01 3.86 4.58 541
o-Humuléne 1456 1455 9.61 3.94 2.25 2.85 3.46
Sesquiphellandréne 1525 1524 0.26 tr tr Tr tr
Sesquiterpénes

Oxygénés

Elémol 1547 1549 Tr tr tr Tr tr
oxyde de Caryopyllene 1585 1581 0.81 6.07 8.42 5.57 5.46
Viridiflorol 1595 1593 13.10 0.15 0.66 0.17 0.14
oxyde d’Humulene 1600 1600 2,59 - tr Tr tr
Autres

Cis-Salvéne 854 842 Tr tr 0.24 0.21 0.13
Manool 2051 2056 6,44 3.44 5.66 3.60 2.40
Abietadiéne 2088 2080 0.33 tr tr 0.09 tr
% Monoterpénes 7.98 13.35 13.11 14.73  12.15
Hydrocarbonés

% Monoterpénes 50.16 66.21 63.77 67.79  69.77
Oxygénés

% sesquiterepéne 18.37 9.95 6.11 7.43 8.87
hydrocarbonés

% sesquiterepénes 12.89 6.22 9.08 5.74 5.6
Oxygénés

% Autre 6.77 3.44 59 3.9 2.53
Total identifié (%) 96.17 99.17 97.97 99.59  98.92

tr. traces <0.01%.

Indices de retention de la literature, colonne HPSMS.

Indices de retention calculés, colonne HP5MS.

“Pourcentages des composés (air des pics sur HPSMS (GC-FID)).

Qualitativement les HEs n’ont pas été affectées par la méthode de séchage, cependant
qualitativement des différences ont été observées pour certains composés. En effet nous
remarquons une augmentation significative du pourcentage du camphre entre I’HE issue de la
matrice fraiche et seéche, puisque celui passe de 10% (sauge fraiche) jusqu’atteindre un
pourcentage de plus de 20% (sauge seche) (entre 21,78-25,36%), il en est de méme pour
I’oxyde de caryophyléne qui voit son taux passer 0,81% (sauge fraiche) a plus de 5%( sauge
séche) (entre 5,46-8,42%). Pour ce qui est du viridiflorol, ce composé est presque a 1’état de
trace dans I’HE de la sauge seche (entre 0,66-0,15%) alors que son taux était de 13,1% dans

I’HE de la sauge fraiche, le séchage a eu le méme effet sur ’oxyde d’humuléne. Pour les
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autres composés, nous remarquons une diminution pour certains en passant de HE de la sauge
fraiche a celle de la sauge séche, comme le B-caryophyléne (de 8,50% a 3,86-6,01%), I’a-
humuléne (de 9,61% a 2,25-3,94%), alors que pour d’autres composés il y a eu augmentation
de leurs taux en passant de HE de suage fraiche a celle de la sauge séche, comme I'a-Thujone

(de 15,80 % a 16,84-17,40 %), le 1,8-Cinéole ( de 11,00 % a 15,15-17,10 %).

La comparaison des résultats par rapport a la méthode de séchage, montre que certains
composés ont €té mieux extrait que d’autres, ces résultats sont en accord avec ceux trouveés
par Hamrouni et coll. [15] qui ont trouvé que la variation la plus importante était enregistrée
pour le sesquiterpene oxygéné. Selon Asekun et coll. [16], 1'évolution des concentrations des
composés volatils au cours du séchage dépend de plusieurs facteurs, tels que la méthode de

séchage et les parameétres caractéristiques du produit soumis au séchage.

Selon la méthode de séchage utilisée, des changements significatifs ont été observés
dans la composition chimique des différentes HEs. On notera la prédominance des
monoterpeénes oxygénés (62,21-69,77 %) suivis des hydrocarbures monoterpéniques (13,11-
14,73 %), des hydrocarbures sesquiterpéniques (6,11-9,95 %) et enfin des sesquiterpeénes
oxygénés (5,60-9,08 %) (Figure 1V.7).

B Monoterpénes Hydrocarbonés ™ Monoterpénes Oxygénés

Sesquiterepéne hydrocarbonés B Sesquiterepéne Oxygénés

66,21 63,77 67,79 69,77

HD Aire libre 7 Airelibre  Etuve 40° Etuve 60°
jours 21 jours C C

Figure IV.6: Pourcentage des familles chimiques de I’huile essentielle d’Salvia officinalis
différents méthode de séchage
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IV. Activité antioxydante :
L'activité antioxydante des HEs des plantes aromatiques est principalement attribuée a
leurs composés actifs. Cela pourrait étre di aux composés majoritaire mais aussi a la présence

d'autres constituants en petites quantités ou a la synergie de tous les composés de I’'HE [17].

L'activité antioxydante des HE de S. officinalis obtenues par les différentes techniques
d'extraction a été déterminée par piégeage du radical DPPH et comparée au témoin positif

BHT, les résultats sont présentés dans le Tableau IV.7.

Tableau IV.7: Activité antioxydante de 1’huile essentielle dela Salvia officinalis et le BHT a
différentes concentrations (mg/L)

DPPH inhibition (%)
200 400 600 800 1000
Sauge HD 9691212 10.63£1.45 13.47£0.75 17.56+0.85 36.75+1.25
Sauge HDMO 74341.06  8.8940.17  11.99+0.73  12.30£0.50  34.72+0.63
Sauge EV 0754123  11.25£2.15 1537+1.90 20.29+1.06 40.25+0.85
DPPH inhibition (%)
2 5 10 15 20
BHT 1146121 27.07£0.70 53.16:1.62 69.74=1.15 73.76=0.60

Les résultats montrent que I'activité de piégeage des radicaux (pourcentage
d'inhibition) des HE de sauge fraiche obtenue par HD et EV sont les plus élevées (36,75 % et
40,25 %, respectivement) a la concentration de 1000 mg/L, suivie par HE obtenue par
MAHD (34,72 %). Pour le BHT (antioxydant synthétique), le pourcentage d'inhibition varie
entre 11,46 et 73 % pour la concentration allant de 2 a 20 mg/L, la plus faible concentration

de 5 ppm donne 27 % d'inhibition du DPPH.

Cet antioxydant synthétique a été utilis¢ dans l'industrie alimentaire [18]a 0,05
ppm(0,05 mg/L), avec un pourcentage d'inhibition de 30 %. Donc on peut conclure que pour
un pourcentage d'inhibition d'huiles essentielles supérieur a 27 %, que celles-ci sont plus actif

que le BHT, elles peuvent donc étre une alternative a cet antioxydant synthétique dans
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l'industrie alimentaire. Cependant, certaines études ont rapporté des activités antioxydantes

significatives d'autres échantillons d'huiles de S. officinalis [19].

V. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne des huiles essentiellesobtenues par les différents méthodes
d’extraction ont été testés vis-a-vis de quatre souches bactériennes (Bacillus subtiliSATCC
6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538P Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et
Escherichia coli ATCC 43300) et deux champignons pathogénes (Umbulopsisr amanniana
NRRL 1829 et Aspergillus carbonarius M333 et une levure Candida albicans ATCC 10259
de référence) en utilisant la technique de diffusion sur gélose. Apres incubation, le diametre
des zones d’inhibition a ét¢é mesuré afin de déterminer I’importance de cette activité ont

utilisant la méthode des discs. Les résultats sont présentés dans le Tableau IV.8.

Tableau IV.8: Activité antimicrobienne des huiles essentielles de S. officinalis obtenues par
HD, HDMO et EV.

Zoneinhibition* (mm)

Micro- organismes huile essentielle Standard

HD HDMO EV Amoxicilline Lamidaz

Bactérie

Bacillus subtilis 17+0.67 15+0.56 19+0.45 28+0.29 -
Staphylococcus aureus 17£0.55 13+0.44 23+0.69  26+0.33 -
Pseudomonasaeruginosa NI NI NI 22+0.54 -
Escherichia coli 9+0.33 8+0.67 12+0.56  23+0.25 -
Champignons

Umbelopsisr amanniana 17+0.44 19+0.66 36+0.33 - 28+0.50
Aspergillus carbonarius 13+0.56 11+0.44 25+0.75 - 23+0.33
Levure

Candida albicansATCC 10259 NI NI NI - 23+0.60

-:acunuinhibition.*zone d'inhibition disc de 6mm de diameétre.

Au regard des résultats obtenus, nous constatons que I’HE obtenue par la technique
d’extraction EV donne [D’activité antimicrobienne laplus ¢€levé pour toutes les souches
bactériennes testéespar rapport aux HE extraites par HD et HDMO. L’huiles essentielle
extraite par EV présenté une forte activité pour les bactéries B. subtilis, S. aureus et E. coli, et

pour les champignons U. ramanniana A. carbonariu, pour les bactériesdeszones d'inhibitions
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de 19 mm, 23 mm et 12 mm ont été enregistrés respectivement alors que pour les

Champignons les diameétres d’inhibition enregistrés sont de36mm et 25 mm respectivement.

Pour I’HE extraite par HDles diamétres d’inhibition enregistrés pour B. subtilis, S.
aureussont de 17 mm et 9 mm pour E. coli. On note que I’HE extraite par HDMO présente
une zone d’inhibition de 15 mm et 13mm pour les bactéries B.subtilis, S. aureus et de 8 mm

pour la bactérie E. coli.

Pour les activité des champignons, le Champignons U. ramannianaprésente une zone
d’inhibition de 17 mm et 19 mm,es zones d’inhibitiondu Champignon A.
carbonariusde13mm et 11 mm pour I’HE extraite par HD et HDMO respectivement. Ces

résultats sont en accord a I’etude de d’ Annane et coll [20].

Les travaux de Bouaziz et coll [21], ont montré I'efficacité de I'HE de S. officinalis
contre le développement d'un large spectre de micro- organismes (bactéries et champignons).
Ces auteurs ont attribué cette forte activité antibactérienne et antifongique de I'HE de sauge a
sa forte concentration en monoterpénes. Ils précisent que l'activité antifongique enregistrée
dans I'HE de S. officinalis pourrait étre le résultat d'une synergie entre constituants majeurs et
mineurs.

L'activité antimicrobienne de 1'huile essentielle de Perovskia abrotanoides Karel a été
¢tudiée par Mahboubi et coll [22]. Ces auteurs ont montré 1’effet de 1'activité antimicrobienne
des composés camphre, de l'a-pinéne et du 1,8-cinéole contre les bactéries Gram-positives
Staphylococcus aureus et Bacillus cereus, la bactérie Gram-négative Escherichia coli et le

microchampignon Aspergillus niger.

En Algérie, I'huile essentielle d'Artemisia herba-alba, riche en camphre mais aussi en
1,8-cinéole et bornéol, s'est révélée trés active contre Staphylococcus aureus, Bacillus cereus

et Escherichia coli, et trés peu active contre Pseudomonas aeruginosa [23].

De plus, I'huile EV a montré plus d'efficacité contre les champignons (zone
d'inhibition de 25 a 36 mm) que l'antibiotique antifongique lamidaz® (zone d'inhibition de 23
a 28 mm). Lamidaz® est un composé¢ utilisé dans le traitement antifongique de certaines

infections causées par des champignons de la peau et des ongles.

Toutes ses études montrent que les composés comme le camphre, le 1,8 cinéole, un

pourcentage ¢élevé en monoterpénes peuvent é&tre a [origine d’une bonne activité
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antimicrobienne d’une huile essentielle, ce qui nous conforte dans les résultats trouvés pour

nos extraits qui concordent bien avec leurs compositions chimiques.

VI. Analyse quantitative des extraits

VI.1. Rendement des différents extraits

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait obtenu a la
masse de la matiére végétale utilisée par cent.

Les rendements des différents extraits de la sauge officinale obtenus par les trois
techniques en utilisant différents solvants (méthanol, éthanol et 1’acétate d’éthyle) sont
présents dans le tableau IV.9 et la Figure IV.7. Les conditions opératoires sont illustrées dans
le chapitre précédant.

Tableau IV.9 : Rendement des différents extraits

Méthode Solvant Aspect Couleur R(%)
Méthanol pateux Vert foncé 10,00
Macération Ethanol pﬁteux Vert foncé 16,23
a froid (MAF) Acétate d’éthyle poudre Vert clair 8,56
Méthanol pateux Vert foncé 13,25
Macération assistée par Ethanol pateux Vert foncé 25,02
micro-ondes (MAMO) | Acétated’éthyle poudre Vert clair 15,24
Méthanol pateux Vert foncé 8,26

Macération assistée par
Ethanol 5 5 18,34

Ultrasons (MAU) ano pateux Vert foncé >

ACétated,éthyle poudre Vert Clair 7,89

Au vu des résultats obtenus on remarque que le rendement des extraits dépend de la
nature du solvant et la méthode d’extraction. Les meilleurs rendements ont été obtenus avec
des solvants polaires. Pour toutes les technique d’extraction I’éthanol donne le meilleur
rendement, le plus élevé est obtenu par la macération assistée par micro-ondes (MAMO)
(25,02%) suivi par celui obtenu par la macération assistée assistée par ultrasons (MAU)
(18,34%) suivi par celui obtenu par la macération a froid (MAF) (16,23%).

Pour le méthanol le rendement obtenus par MAMO (13,25%) est plus important que
ceux obtenus par MAU (8,26%) et MAF (10%).Pour 1’acétate d’éthyle le rendement obtenu

par la macération assistée par micro-ondes (MAMO) (15,24%), est le double de ceux obtenus
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par la macération a froid (MAF) (8,56%)et la macération assistée par ultrason (MAU)

(7,89%).

Rendement des extraits (%)
EMAF m MAMO MAU
25,02
1623 B 1834
395 ' 15,24

1o 8,56

8,26 L\ 7,89

\

Méthanol Ethanol Acétate d’éthyle

Figure IV.7 : Rendement des extraits de Salvia officinalis

VI.2. Effet de la polarité du solvant et la méthode d’extraction sur la teneur en composés

phénoliques totaux et flavonoides totaux

VIL.2. 1. Teneur en polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu, ’acide
gallique a été utilis¢é comme standard, I’absorbance a ét¢ lue dans une longueur d’onde de 765
nm. La quantit¢ des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent de 1’acide
gallique par gramme de poids d’extrait (mg EAG/g).

Les teneurs en polyphénol totaux des différents extraits sont données par

I’histogramme de la figure IV.8.
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Teneur en polyphénols Totaux (mgEAG/g d'extrait)

= MAF MAMO MAU

190,25

125, l 123,85

Bl

Méthanol Ethanol Acétate d’éthyle

Figure IV.8 : Teneur en polyphénols Totaux de Salvia officinalis

L’examen des résultats obtenus montrent que pour les trois solvants utilisés la macération
assistée par micro-ondes donne les teneurs en polyphénol totaux les plus important suivit par
la technique de macération a froid et enfin la méthode d’extraction par macération assistées

par ultrason donne les rendements les plus bas.

Pour les extraits obtenus par MAMO les teneurs en polyphénols totaux sont de 190,25
mg EAG/g pour I’extrait éthanolique, suivi de I’extrait méthanolique avec un taux del45,78
mg EAG/g, alors que pour I’extrait d’acétate d’éthyle on enregistre une teneur de 123,85 mg

EAG/g.

Pour I’échantillon obtenus par MAF les extraits méthanolique et éthanolique présentent des
teneurs en polyphénols totaux de 125,12 mg EAG/g et 108,56 mg EAG/g respectivement.
L’extrait d’acétate d’éthyle donne un taux de 102,40 mg EAG/g. Les teneurs en polyphénols
totaux obtenus pour I’extrait de la MAU sont les plus faibles par rapport aux autres techniques
d’extraction, on enregistre un taux de 101,12 mg EAG/g pour I’extrait méthanolique 101,12
mg EAG/g et une taux de 97,56 mg EAG/g pour I’extrait éthanolique et 98,50 mg EAG/g

pour ’extrait d’acétate d’éthyle.

V1.2.2. Teneur en flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium

(AICI13), la quercétine a été utilisée comme étalon, 1’absorbance a ét¢ lue a une longueur
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d’onde de 430 nm. Les teneurs en flavonoides totaux des différents extraits sont présentés

dans I’histogramme de la figure IV.9.

Teneur en flavonoides Totaux
(mg EQ/g d'extrait)

= MAF s MAMO MAU

180,23

165,52

156,85
112,899 9l17.56

115 103,26 86,96

Méthanol Ethanol Acétate
d’éthyle

Figure IV.9: Teneur en flavonoides totaux de Salvia officinalis

Au regard des résultats obtenus, nous constatons que :
- D’extraitéthanolique obtenus par MAF est le plus riche en flavonoides (180,23 mg
EQ/g), alors que pour les autres techniques c’est les extraits obtenus par MAMO.
- lesextraits a l’acétate d’éthyle ont donnés les rendements les plus faibles en
flavonoides pour les méthodes d’extractions
- La technique MAU c’est avéré la moins efficace pour 1’extraction des flavonoides

totaux, les teneurs obtenues variée entre 86,96 et 112,89 mg EQ/g.

VI1.3. Effet de la polarité du solvant et de la méthode d’extraction sur P’activité
antioxydante des différents extraits

Les activités anti-radicalaires de nos extraits ont été déterminées par deux méthodes :
la premicere est le test du DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), le BHT a été utilis¢é comme
témoin. La seconde méthode est celle du test radical cation (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-
azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6- sulfonique) (ABTS™), le Troloxa été utilisé comme

témoin positif.
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VI1.3.1. Teste DPPH

Le protocole expérimental et I’expression des résultats sont détaillés dans le chapitre
précédant.

Tableau IV.10 : les valeurs des IC50 des différents extraits

IC50 (mg/l)
Méthode d’extraction
Solvant
MAF MAMO MAU
80,35 64,09 96,25
Méthanol
74,18 57,41 68,04
Ethanol
105,18 98,14 110,45
Acétate d’éthyle

L’IC50 des différents extraits sont présentés dans 1’histogramme de la figure IV.10

120
100
80
60 mMAF
40 = MAMO
20 MAU
0 mBHT

Méthanol Ethanol

Acétate
d’éthyle

Figure IV. 10: Valeurs IC50 des extraits Salvia officinalis (testdu DPPH)

Les résultats présentés montrent que les extraits éthanolique et méthanolique obtenus par
MAMO et I’extrait éthanolique obtenu par MAU ont les capacités antioxydantes les plus

importantes, leur IC50 varie de 57,41 mg/la 68,04 mg/l comparativement autre autres
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extraits, cependant elle reste faible par rapport a celle du BHT (IC50 = 11,59 mg/l). Il ressort
que I’éthanol et I’extraction par MAMO donne des extraits relativement actifs (tableau.

IV.10).

V1.3.2. Teste ABTS"*

Le protocole expérimental et I’expression des résultats sont détaillés dans le chapitre

précédant.
Tableau IV.11 : les valeurs des IC50 des différents extraits
IC50 (mg/l)
Méthode d’extraction

Solvant
MAF MAMO MAU
101,28 97,18 104,25

Méthanol

96,86 74,47 89,23

Ethanol
120,89 111,36 145,78

Acétate d’éthyle

L’IC50 des différents extraits sont présentés dans 1’histogramme de la figure IV.11.
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Figure IV.11 : Valeurs IC50 des extraits Salvia officinalis par la méthode de ABTS™

Au regard des résultats obtenus, nous remarquons que les extrait éthanoliques
possedent une activité antioxydante assez prononcée (IC50 = 75,47 mg/l (MAMO), IC50 =
89,23 mg/I(MAU) et IC50 = 96,86 mg/I[(MAF)) par rapport a ceux obtenus par le méthanol et
I’acétate d’éthyle. La technique macération assistée par micro-ondes semble étre celle qui
donne les extraits les plus actif pour les trois solvants utilisés, en effet les IC50 obtenus sont

les plus faibles (Tableau IV.11)

Toutefois 1’antioxydant synthétique posséde la meilleure activité¢ antioxydante avec

une concentration inhibitrice 15,68 mg/I.
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Etude des extraits d’Olea europaea L : Analyse par HPLC- MS. Activité

Anitoxydante, Activité Antibactérienne et Activité Antifongique

I. Introduction

La recherche de nouveaux agents antioxydants et antibactériens d’origine naturelle
s’oriente de plus en plus vers les acides organiques, les huiles essentielles ou bien les extraits
végétaux. Les plantes restent la source la plus commune d’agents biologiquement actifs. Leur
utilisation comme remedes traditionnels est la plus populaire pour 80 % de la population
mondial [1]. En Asie, Amérique Latine et Afrique, plus de 35000 espéces de plantes sont
utilisées a des fins médicinales [2]. Les huiles essentielles, les épices ainsi que les plantes
médicinales sont connues depuis des siécles pour leur activité¢ biologique, en particulier
antifongique, antibactérienne et antioxydante. Ces propriétés dépendent du chémotype de la
plante qui détermine la composition chimique de ses propres substances de réserve [3]. Ces
derniéres années, les laboratoires pharmaceutiques ont beaucoup investi dans le développement
d’extraits de produits naturels a base de plantes pour contrecarrer la résistance des
microorganismes pathogenes vis-a-vis d’agents antioxydants et antimicrobiens classiques.
Les objectifs principaux dans cette étude présentée dans ce chapitre sont :
1- Valorisation des sous-produits des végétaux par extraction a partir des différents extraits
deux variétés Chemlal et Limli ont utilisant différents solvant.
2- Dosage des molécules bioactives (les polyphénols totaux et les flavonoides).
3- Evaluation de I’activité anti-oxydante par deux méthodes DPPH et ABTS.
4- Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique in vitro des extraits sur un ensemble
de bactéries et champignons pathogenes.
5- Analyse des différents extraits par chromatographie liquide ultra-haute performance couplée
avec spectrométrie de masse (UHPLC-DAD-ESI / MSn).
Les différentes conditions opératoires et protocoles expérimentaux effectués dans cette étude

sont détaillés dans le chapitre II1.
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I1. Résultat et discussion

I1.1. Etude du rendement en fonction de la méthode d’extraction et du solvant :

L’extraction des polyphénols a partir de la matiére végétale est une étape tres

importante. En effet, beaucoup d’auteurs ont étudi¢ I’influence des conditions opératoires sur

les rendements d’extraction et la teneur EN composés phénoliques [4,5].

Les caractéristiques des différents extraits sont illustrées dans le tableau IV.1.

Tableau IV.1 : Aspect, couleur et rendement des différents extraits

Méthode Solvant Variété | R(%) | Variété R(%) | Aspect | Couleur
Méthanol 13,84 12,00 | pateux | Vert foncé
Macération
3 froid Ethanol 14,35 9,80 pateux | Vert foncé
(MAF) Acétate 9,10 10,25 | poudre | Vert clair
d’éthyle
Macération M¢éthanol 19,45 21,85 | pateux | Vert foncé
assistée par Ethanol | Chemlal [ 5400 Limli [ 1660 | pateux | Vert foncé
micro-ondes
Acétate 11,70 13,02 | poudre | Vert clair
(MAMO)
d’éthyle
Macération Méthanol 10,05 8,57 pateux | Vert foncé
assistée par
Ultrasons Ethanol 11,25 9,54 pateux | Vert foncé
(MAU) Acétate 8,58 6,46 poudre | Vert clair
d’éthyle

Au regard des résultats obtenus tableau IV.1, pour les deux espéces d’olivier étudiées

nous remarquons que les rendements obtenus en utilisant I’extraction assistée par micro-ondes

sont les plus ¢élevés, et ceci est commun aux trois solvants utilisés. Ceci peut s’expliqué par le

chauffage qui est plus rapide sous I’effet des radiations micro-ondes, donc le mélange se met

rapidement en ébullition provoquant ensuite I’éclatement des parois cellulaires des végétaux et

la libération des molécules.

Pour ce qui de Dl’extraction par les deux autres méthodes, a savoir I’extraction par

macération et 1’extraction par macération assisté par ultrasons, nous constatons, que pour les

deux varités et les trois solvants, I’extraction par macération a froid donne des rendements plus
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¢levés par rapport a la macération assistée par micro-onde pour les deux variétées d’olivier (
figure IV.1 et IV.2)

On notera que pour la variété chemlal, 1’éthanol s’avere étre le solvant le plus adéquat
puisqu’il donne les rendements les plus grands pour les trois techniques utilisées est obtenus en
utilisant.

Pour la variété limli nous remarquons que pour I’extraction par macération assistée par
micro-onde, I’éthanol donne le rendement le plus élevé alors que 1I’'méthanol permet une
meilleure extraction par les méthodes macération a froid et macération assistée par micro-
ondes. Les différences observées sur les rendements en utilisant les différentes technique et
différents solvants peuvent €tre expliqué par la qualité des composés extraits par chaque

méthode et les différents solvants qui peuvent donnés des extraits de composition différente.

Rendement des extraits (%) Rendement des extraits (%)
= MAF ®MAMO MAU =EMAF ®m MAMO MAU
24 21,85
19,45
, 16,6
13.84 35 15.7 17 02
10,05
12 10,25 8,579 54
01 \ 8.8 6 46
AAA _MA M/ [
Méthanol Ethanol Acétate Méthanol  Ethanol Acétate
d’éthyle d’éthyle
Figure IV. 1: Rendements des extraits de Figure IV. 2: Rendements des extraits de la
la variété Chemlal variété Limli

I1.3. Chromatographie liquide ultra-haute performance couplée spectrométrie de
masse (UHPLC-DAD-ESI-MS/MS)

L’analyse qualitative des composés phénoliques de quelques extraits des feuilles
d’olivier a été réalisée en utilisant une HPLC-DAD-ESI-MS/ MS en mode d'ionisation négative.
Le mode d’ion négatif a été sélectionné en raison de sa plus grande sensibilité et sélectivité par
rapport au mode positif. En outre, les polyphénols sont des composés faiblement acides, ce qui

implique que la dissociation est plus facile que la protonation [6,7].
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Les caractéristiques chromatographiques des principaux composés détectés dans les
extraits méthanolique et éthanolique d’Oleaeuropaeade de la variété Chemlal et les hypothéses

structurales de ces composés sont rapportés dans le tableau IV.2.

Les molécules détectées ont été identifiées sur la base des spectres de fragmentation

MS/ MS en comparaison avec ceux rapportés dans la littérature.

Le chromatogramme de 1’extrait méthanolique de la variété Chemlal est représenté dans

la figure IV.3.

Les spectres de fragmentation des différents pics chromatographiques obtenus de
I’extrait méthanoliqued’Oleaeuropaea de la variété Chemlal ont permis I’identification de dix
composés phénoliques : Hydroxytyrosol, kaempférol dihexoside Adduit d'acide formique,
kaempférol 3-O-glucose Adduit d'acide formique, Lutéoline glucoside,Oleuropéin, Lutéoline,

Apigénine, Gliricidine, Benzoylaconitine,dérivé dihydrokaempférol Adduit d'acide formique.

RT:
1004

a0
50
70

80

Relative Abundance

Figure IV.3 : Chromatogramme HPLC-DAD-ESI-MS/MS de I’extrait méthanolique de la
variété Chemlal d’Olea europaea

Les molécules correspondants aux pics 1, 3, 7, 10 et 11, ¢luées a 4.32, 10.22, 12.09,
13.38 et 14.48 min, présentent respectivement un rapport m/z de 153, 655, 493, 447 et 593 en
mode négatif [M-H] et des ions fragments m/z a 109, 637, 285, 285 et 377, correspondant a
des pertes respectives d’un CO2 ([M-H-44] "), d’un H20 ([M-H-18] ), d’un CH202"hexose([M-
H-208] ), d’un glucose [M-H-180]".
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Les molécules correspondants aux pics 12, 13, 14, 15 et 17, éluées a 15.77, 17.50, 17.80,
18.57 et 20.06 min, présentent respectivement un rapport m/z de 285, 269, 299, 603 et 647 en
mode négatif [M-H] et des ions fragments m/z a 241, 225, 284, 301 et 287 correspondant a des
pertes respectives d’un CO2 ([M-H-44] °), d’un méthyle ([M-H-15] ), d’un dérivés d'aconitine
([M-H- 646] ).

Le chromatogramme de I’extrait éthanolique de la variét¢ Chemlal est représenté dans
la figure IV 4. Les caractéristiques chromatographiques des principaux composés détectés dans
les extraits éthanolique d’Olea europaea de la variété Chemlal et les hypothéses structurales de

ces composés sont rapportés dans le tableau I'V.2.
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Figure IV.4 : Chromatogramme HPLC-DAD-ESI-MS/MS de I’extrait éthanolique de

la variété Chemlal d’Olea europaea
Les spectres de fragmentation des différents pics chromatographiques obtenus de
I’extrait éthanolique d’Oleaeuropaea de la variété Chemlal ont permis I’identification de douze
composés phénoliques : Hydroxytyrosol, kaempférol dihexoside Adduit d'acide formique,
kaempférol 3-O-glucose Adduit d'acide formique, Dihydroxy méthoxy flavone caféoylC-
hexoside, Lutéoline glucoside, Oleuropéine, Lutéoline, Apigénine, Gliricidine,

Benzoylaconitine, Dihydrokaempférol, dérivé dihydrokaempférol Adduit d'acide formique.

Les composés correspondants aux pics 1, 3, 7, 10 et 11et les pics 12, 13, 14, 15 et 17
sont les mémes que ceux précédemment identifiés dans I’extrait méthanolique, eluées au mémes

temps de rétention et donnant la méme fragmentation et un rapport m/z identique.
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On remarque en plus deux molécules ont été identifiées dans I’extrait éthanolique de la
variété Chemlal : Dihydroxy méthoxy flavone caféoyl C-hexoside et Dihydrokaempférol.
Ses deux molécules correspondent aux deux pics 8 et 16 ¢éluées a 12.80 et 19.63 min leurs
rapports m/z respectifs sont 623 et 287. Le pic 8 indique la libération d’une molécule d’eau

([M-H-18] °) ou une molécule d’eau avec le monoxyde de carbone ([M-H-46] °).

Les composés phénoliques identifiés dans les extraits méthanolique et éthanolique
d’Olea europaea ont été cités dans études antérieures réalisées sur différentes variétés Chetoui

et Koroneiki par Michel et al. [8].

Les caractéristiques chromatographiques des principaux composés détectés dans les
extraits méthanolique d’Olea europaea de la variété Limli et les hypothéses structurales de ces

composés sont rapportés dans le tableau IV.2.

Le chromatogramme de 1’extrait méthanolique de la variété Limli est représenté dans la

figure IV.5.
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Figure IV.S : Chromatogramme HPLC-DAD-ESI-MS/MS de ’extrait
méthanolique de la variété Limli d’Olea europaea
Les spectres de fragmentation des différents pics chromatographiques obtenus de
I’extrait méthanolique de la variété Limli d’Olea europaea ont révélé la présence de quatorze
composés phénolique : Hydroxytyrosol,Apigénine di-C-hexoside,kaempférol
dihexosideadduct d’acid Formique, Dihydro kaempférolhexoside, Taxifoline,kaempférol 3-O-

glucose Adduit d'acide formique, Lutéoline glucoside, Oleuropéine, Lutéoline, Apigénine,
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Gliricidine, Benzoylaconitine, Dihydrokaempférol, dérivé dihydrokaempférol Adduit d'acide
formique.

Les composés correspondants aux pics 1, 3, 7, 10 et 11et les pics 12, 13, 14, 15, 16 et
17 sont les mémes que ceux précédemment identifiés dans ’extrait éthanolique de la variété
chemlal, eluées au mémes temps de rétention et donnant la méme fragmentation et un rapport

m/z identique

Les molécules des pics (2, 4 et 6) ont été identifiées seulement dans la variété Limli,
¢luées a 9.67, 10.81 et 11.98 min présentent respectivement un rapport a m/zde 593, 449, 303
en mode négatif [M-H] et des ions fragments m/z a 503, 287 et 125 correspondant a des pertes
respectivesd’unemolécule d’eau pour les trois molécules des mémes pics([M-H-18] °) soit d’un

glycérose([M-H-90] °),d’un hexose([M-H-180] °) et d’un L'hydroxyquinol ([M-H-126] ).

Le chromatogramme de 1’extrait éthanolique de la variété Limli est représenté dans la
figure IV.6. Les caractéristiques chromatographiques des principaux composés détectés dans
les extraits éthanolique d’Olea europaea de la variété Limli et les hypothéses structurales de

ces composés sont rapportés dans le tableau IV.2.
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Figure IV.6 : Chromatogramme HPLC-DAD-ESI-MS/MS de I’extrait éthanolique de

la variété Limli d’Olea europaea
L’identification des profils des spectres de fragmentation de I’extrait éthanolique de la
variét¢é Limli d’Olea europaea font ressortir seize composés phénolique :
Hydroxytyrosol,Apigénine di-C-hexoside,kaempférol dihexosideadduct d’acid Formique,

Dihydro kaempférolhexoside, Taxifoline,kaempférol 3-O-glucose Adduit d'acide formique,
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Dihydroxy méthoxy flavone cafféoylC-hexoside,Lutéoline glucoside, Oleuropéine, Lutéoline,
Apigénine, Gliricidine, Benzoylaconitine, Dihydrokaempférol, dérivé dihydrokaempférol

Adduit d'acide formique, Dérivé de dihydrokaempférol.

Les composés correspondants aux pics 1, 3,2,4,6 7, 10 et 11et les pics 11, 12, 13, 14,
15, 16 et 17 sont les mémes que ceux précédemment identifiés dans 1’extrait méthanolique,
¢luées au mémes temps de rétention et donnant la méme fragmentation et un rapport m/z

identique

On note la présence de deux molécules phénoliques dans I’extrait éthanolique de la
variété Limli: Dihydroxy méthoxy flavone cafféoyl C-hexoside et Dérivé de
dihydrokaempféroléluées a 12.80 et 20.51 min présentant respectivement un rapport a m/z de
623 et 601 en mode négatif [M-H] et de ion fragment m/z & et 287 pour la molécule
correspondant au pic 18.

Les composés phénoliques identifiés dans les extraits d’Olea europaea ont déja été
identifiés par Garcia et al. [9] sur les différentes variétés marocaines Arbequina, Hojiblanca,

Koroneiki et Picholine Marocaine.
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Figure I'V.7 : structures de quelque composé phénolique
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Tableau IV. 2 : Identification des composés phénolique des quelques extraits d’Olea europaea

113

Chemlal Limli
tr Amax [M-H] MS? Composé
No. MOH EOH | MOH EOH
I 43 280 153,061 109 [M-H-COs] Hydroxytyrosol + + +
575 [M-H-H207]
503 [M-H-C3HesO3] Apigénine di-C-hexoside - + +
2 9.67 272,368 593,240 473 [M-H-C4HsO4]
383 [M-H-C7H1407 |
353 [M-H-CsHi160s]
637 [M-H-H20]
655,691 [M+CH20:H] 627 [M-H-COJ dihexoside de kaempférol
3 10.22 268,367 609,025 [M-H] 285 [M-H-formic acid- adduct d’acid Formique + + + +
2hexose]
431 [M-H-H20]
4 10.81 234,368 449,771 359 [M-H-C3HsOs] Dihydrokaempférol hexoside - - + +
287 [M-H-hexose]
5 1159 235,367 525,330 Inconnue
285 [M-H-H20]
177 [M-H-CeHeO3] o - - + +
6 11.98 235,289 303,218 125 [M-H-CoHOs] Taxifoline
12.09 265, 345 493 [M+CH:20:H] 285 [M-H-CH20:- kaempférol 3-O-glucose adduct d’acide
7 ' ’ 447 [M-HJ hexose] Formique + + + +
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623,253

724,105

447,221

539,181

285,235

269,113
299,210

603,180

287,125

647,108
[M+CH20:H]

601,241

285 [M-H-glucose]
377 [M-H-glucose]
307 [M-H-glucose-C4sHsO] .
+

275 [M-H-glucose-C4HsO3] Oleuropéine
241 [M-H-CO2J Lutéoline +
225 [M-H-CO2] Apigénine +
284 [M-H-CHs] Gliricidine
301* Benzoylaconitine +
269 [M-H-H207] Dihydrokaempférol -
241 [M-H-H20-COT
287,269 dérivé de dlhydrokaempferol adduct d’acide

formique
287, 269 Dérivé de dihydrokaempférol

Etude des Extraits d’Olea europaea L_

Dihydroxy méthoxy flavone cafféoylC-
hexoside

Inconnue

Lutéoline glucoside

*Fragment commun dans les dérivés d'aconitine tr: temps de rétention en min, Amax : longueurs d'onde d'absorption maximale dans la région

visible (nm), [M-H] : ion pseudo moléculaire (m/z) et MS?: fragments d'ions (m/z)
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I1.4. Screening phytochimique

Les résultats du screening phytochimique effectué sur les différents extraits des feuilles
d’olivier des deux variétés Chemlal et Limli sont donnés dans le tableau ci-dessous. Les tests
ont été fait pour la recherche des familles : des terpénes et stérol, des tanins, des saponosides et
des alcaloides.

Tableau IV.3 : Résultats du Screening phytochimique

familles chimiques Variété Variété des travaux
recherchées Chemlal Limli antérieurs
[10, 11]
Terpénes et stérols === +++ +
Tanins +++ +++ -
Saponosides + - +
Alcaloides s +++ -

La nature des familles chimiques mises en évidence par le screening phytochimique laisse
prévoir des activités biologiques intéressantes de la composition chimique des deux espéces

étudiées analysé par HPLC-DAD-ESI-MS/MS.

Figure IV.8 : photos des résultats du screening phytochimique
terpenes et stérols, saponosides, tanins, et les alcaloides
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I1.5. Dosage des polyphénols et flavonoides totaux

II.5.1 Etude des rendements en polyphénols totaux fonction de la méthode
d’extraction et du solvant :

Les polyphénols totaux ont ét¢ déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu, ’acide
gallique a été utilisé comme standard, I’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 765
nm.

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent de I’acide

gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g).

Tableau IV.4 : Rendement en polyphénols totaux (PT)

Méthode Solvant Variété PT Variété PT
Méthanol 118.1 112.63
Macération ™ gy o101 106.05 133
a froid .
(MAF) Acétate 80.12 78.33
d’éthyle
Macération Méthanol 128.33 148.3
assistée par Ethanol 165.02 135
) Chemlal Limli
micro-ondes Acétate
70.11 93.33
(MAMO) d’¢éthyle
Macération Méthanol 102.48 89.25
assistée par Ethanol 82.56 97.63
Ultrasons
Acétate
(MAU) 65.02 61.09
d’éthyle

L’examen des résultats obtenus montre que les extraits des feuilles d’olivier possédent
des teneurs en polyphénols totaux significativement différentes en relation étroite avec la nature
du solvant d’extraction. Les teneurs élevées ont été¢ observées en utilisant les solvants polaires.
Le dosage des polyphénols totaux de la variété chemlal montrent que I’extrait éthanolique
obtenu par MAMO (macération assistée par micro-ondes) représente 1’extrait le plus riche en
polyphénols avec 165,02mg EAG/g d’extrait, suivi de I’extrait méthanolique 128,33 mg EAG/g
d’extrait, les extraits méthanolique et éthanolique de la méme variété obtenu par MAF
(macération a froid) représente des teneurs importent en polyphénols 118,10mg EAG/g et

106,05mg EAG/g d’extrait respectivement, alors qu’en présence de 1’acétate d’éthyle, le
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contenu polyphénolique n’est que de 70,11 mg EAG/ g et 80,12 mg EAG/g d’extrait obtenu par
MAMO et MAF respectivement de la variété chemlal.

Des quantités ¢€levées en polyphénols ont été décelées dans des extraits des feuilles
d’olivier de la variété Limli en utilisant le méthanol comme solvant 148,33 mg EAG/g, I’extrait
¢éthanolique donne 135,00 mg EAG/g obtenu par MAMO. Dans la méme variété des quantités
importantes en polyphénols en utilisant les solvants polaires, 1’éthanol 133,01 mg EAG/g et le
méthanol 112,63mg EAG/g obtenu par MAF. Cependant, les extraits obtenus a partir de
’acétate d’éthyle ont montré des teneurs moyens en polyphénols93, 33 mg EAG/g et 78,33 mg
EAG/g obtenu par MAMO et MAF respectivement.

Les extraits méthanolique et éthanolique obtenu par la macération assistée par ultrasons
(MAU) a donnée des meilleurs teneurs 102,48 mg EAG/g pour la variété Chemlal et 89,25 mg
EAG/g pour la variété Limli en utilisant le méthanol comme solvant. L’extrait éthanolique
donne des teneurs importantes en polyphénols pour les deux variétés, une teneur de 97,63 mg
EAG/g pour la variété Limli et 82,56 mg EAG/g pour la variét¢ Chemlal. L’extrait I’acétate
d’éthyle a donnée des teneurs faibles en polyphénols 61,09 mg EAG/g et 65,02 mg EAG/g.

En effet, I’é¢tude effectuée par F. Brahmi et al. a révelé que la teneur des polyphénols
totaux présents dans les extrait méthanolique et d’acétate d’éthyle des feuilles d’olivier est de
578,42 et 62,25 mg EAG/100g respectivement, il est important de mentionner que nos résultats

donnent des valeurs supérieures a celles trouvées par F. Brahmi et al. [15].

En comparant a d’autres travaux [16], La teneur en polyphénols de nous extraits
méthanolique, éthanolique et d’acétate d’éthyle des extraits des feuilles d’olivier est beaucoup
plus importante que celle trouvée dans 1’étude de T. I. Lafka et alqui ont utilisés les feuilles
d’olivier de la Grece (2,06, 2,73 et 1,35 mg EAG/g d'extrait). Cet intervalle relativement large
entre les deux résultats est li¢ a la déférence des origines des feuilles d’olivier.

Les figures IV.9 et IV.10 illustrent la teneur en PT et FT en utilisant des solvants de polarité
différente pour les trios méthodes d’extraction.
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Teneur en polyphénols Totaux Teneur en polyphénols Totaux (mgEAG/g
(mgEAG/g d'extrait) d'extrait)

= MAF = MAMO MAU 2 MAF = MAMO MAU

165,02
14833 133 135 1833
112 89,25 9763, 39333 | o 1 Sgp 45 106. 05
Meéthanol Ethanol Acétate '
d’éthyle Méthanol Ethanol  Acétate d’éthyle
Figure IV.9 : Teneur en polyphénols Figure IV.10 : Teneur en polyphénols
Totaux de la variété Limli Totaux de la variét¢ Chemlal

I1.5.2. Etude des rendements en flavonoides totaux fonction de la méthode
d’extraction et du solvant :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI13), la quercétine a été utilisée comme étalon, I’absorbance a été lue dans une longueur
d’onde de 430 nm.

La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la

quercétine par gramme de poids d’extrait (mg EQ/g).

Tableau IV. 5 : Rendements en flavonoides totaux (FT)

Méthode Solvant Variété FT Variété FT
Méthanol 18.88 25.70
Macération ™ gy o101 24.69 1621
a froid v
MAF cctate 16.47 22.26
( ) d’éthyle
Macération Méthanol 38.59 65.86
assistée par Ethanol 41.93 41.50
. Chemlal Limli
micro-ondes Acétate
47.77 27.07
(MAMO) d’¢éthyle
Macération Méthanol 17.36 22.35
assistée par Ethanol 30.15 18.24
Ultrasons -
cétate
18.05 19.03
(MAU) d’éthyle
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Les flavonoides sont également des molécules bioactives et parmi les principaux

composés responsables sur les différents effets thérapeutiques de nos plantes.

Le dosage des flavonoides totaux de la wvariét¢é Limli montrent que 1’extrait
méthanolique obtenu par MAMO représente 1’extrait le plus riche en flavonoides avec 65,86
mg EQ/g d’extrait, suivi de D’extrait éthanolique 41,50mg EQ/g d’extrait, les extraits
méthanolique et éthanolique de la méme variété obtenu par MAF représente des teneurs
importent en flavonoides25,70 mg EQ/g et 16,21 mg EQ/g d’extrait respectivement, alors qu’en
présence de 1’acétate d’éthyle, le contenu des flavonoides donne 22,26mg EQ/g et 27,07mg
EQ/g d’extrait obtenu par MAMO et MAF respectivement de la variété Limli.

Des quantités élevées en flavonoides ont été décelées dans des extraits des feuilles
d’olivier de la variété Chemlal en utilisant I’éthanol comme solvant 41,93 mg EQ/g, I’extrait
méthanolique donne 38,57mg EQ/g obtenu par MAMO. Dans la méme variété¢ des quantités
importantes en flavonoides en utilisant les solvants polaires, 1’é¢thanol 24,69mg EQ/g et le
méthanol 18,88 mg EQ/g obtenu par MAF. Cependant, les extraits obtenus a partir de 1’acétate
d’éthyle ont montré des teneurs élevées en flavonoides 47,77 mg EQ/g obtenu par MAMO et
16,47 mg EQ/g et MAF respectivement.

Les extraits obtenu par la macération assistée par ultrasons (MAU) a donnée des
meilleurs teneurs en flavonoides 30,15mg EQ/g en utilisant I’éthanol pour la variété Chemlal
et 22,35 mg EQ/g pour la variété Limli en utilisant le méthanol comme solvant, 1’extrait
¢thanolique une teneur de 18,24mg EQ/g pour la variété Limli et 17,36 mg EQ/g de I’extrait
méthanolique pour la variété Chemlal. L’extrait 1’acétate d’éthyle a donnée des teneurs faibles

en flavonoides 18,05mg EQ/g et 19,03mg EQ/g.

Les Teneur en flavonoides des différents extraits d’Olea europaea obtenus en utilisant

différents solvants d’extraction sont représentés dans les figures IV.11 et IV.12.
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Teneur en flavonoides Totaux Teneur en flavonoides Totaux
(mg EQ/g d'extrait) (mg EQ/g d'extrait)
EMAF mMAMO MAU 65,88 MAF ®MAMO MAU

47,717
41,93

38,57

Meéthanol Ethanol Acétate Méthanol Ethanol  Acétate
d’éthyle d’éthyle

Figure IV.11 : Teneur en flavonoides Totaux dela  Figure I'V.12 : Teneur en flavonoides
Totaux de la variété Chemlal variété Limli

ITL.1. Activité antioxydante :

Les activités anti-radicalaires de nos extraits ont ét¢ déterminées par deux méthodes : le
teste de DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) avec le témoin positif BHT (Figure IV. 13) et
le teste radical cation (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6-
sulfonique) (ABTS™), le Trolox comme témoin positif (Figure IV. 16).

1. Teste DPPH : Le protocole expérimental et I’expression des résultats sont détaillés
dans le chapitre III.

A% ¥ =4,1341In(x) + 1,266
R*=0,9815

0 5 10 15 20
Concentrations de BHT (mg/mL)

Figure IV. 13: Courbe d’étalonnage de BHT

I11.1.1 Etude en fonction du solvant d’extraction.

A-Teste DPPH
Tous les échantillons étudiés des feuilles d’olivier pour les deux variétés (Chemlal et

Limli) ont révélé une activité antioxydante relativement moyenne. Les valeurs d’IC50 varient
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selon la variété et le solvant d’extraction utilisé€. Les extraits obtenus en utilisant le méthanol et
I’éthanol ont montré des activités moyennes par rapport au témoin positif le BHT, Les extraits
obtenus en utilisant I’acétate d’éthyle comme solvant ont donné des concentrations d’inhibition
moyennement faibles.

Au regard des figures IV.14 et IV.15, les extraits des variétés Chemlal et Limli
représentent les produits les plus actifs, spécialement ’extrait méthanolique de la variété
Chemlal et I’extrait éthanolique de la variété Limli obtenu par la macération assistée par micro-
ondes (MAMO) avec une IC50 de I’ordre de 48,30 mg/1 58,21mg/1 respectivement.

L’extrait éthanolique de la variété Chemlal et I’extrait méthanolique de la variété Limli
ont montré une activité¢ antioxydante moyenne avec une IC50 = 70,49 mg/l et IC50 = 68,89
mg/l respectivement obtenu par MAF. Les solvants polaire ont donné des meilleures activités
antioydante ont utilisant les différents techniques d’extraction avec des valeurs d’IC50 qui varié
entre (48,30 mg/1 -113,45 mg/l). Les extraits d’acétate d’éthyle ont montré une faible activité
antioxydante avec des IC50 (112,56 mg/l - 180,04 mg/1) ont utilisant les différents techniques
d’extraction.

L’extrait éthanolique de la variété Chemlal et I’extrait méthanolique de la variété Limli
obtenue par MAU représentent une activité modérée de 1’ordre de IC50 = 89,25 mg/ml et 93,75
mg/ml respectivement. Ces résultats sont en accord avec celles trouvées dans des travaux

antérieurs [17]

200 1
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Figure IV.14: Les IC50 des extraits de la Figure IV.15: Les IC50 des extraits de la
vatiété Chemlal par la méthode de DPPH variété Limli par la méthode de DPPH
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B-Teste ABTS™

Le protocole expérimental et 1’expression des résultats sont détaillés dans le chapitre
III. Les figures I'V.20 et IV.21 présente les concentrations d’inhibition IC50 des différents
extraits d’Olea europaea ainsi que témoin positif obtenu du teste de piégeage du radical
ABTS™.

Trolox 130k 40,0894
160 RZ= 0’9%)
140
120
100 /

60
% pd
20 «

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Concentation (mg /L)

Figure IV. 16 : Courbe d’étalonnage de Trolox

Les résultats présentés dans le tableau ci-desssus ont montré que touts les extraits testés
ont des IC50 faibles et donc des activités antioxydantes plus élevées que celle de
I’antioydant de Trolox.Les extraits obtenus en utilisant les solvants polaires ont montré une

forte activité pour les deux variétés.

Les extraits méthanolique et éthanolique obtenus par MAMO ont montré la plus forte
activit¢ de piégeage de radicale de Trolox avec une IC50 = 46,21+0,99 mg/ml et
54,87+1,59 mg/ml pour la variété Chemlal, 57,03+1,83 et 62,23+0,86 pour la variété¢ Limli
respectivement. Ont utilisant les mémes solvants la MAF a donnée des valeurs importante
de IC50 donc une forte activité antioxydante avec des valeurs de IC50 = 50,55+1,45 mg/ml
et 65,71£1,52 mg/ml pour les extraits méthanolique, des IC50 = 60,87+0,89 mg/ml et
78,32+1,63 mg/ml pour les extraits éthanolique pour les deux variétés Chemlal et Limli

respectivement.

Les extraits d’acétate d’éthyle ont révélé une activité antioxydante relativement
moyenne avec des valeurs de IC50 qui variés entre (105,45£1,85 mg/ml - 154,29+1,03

mg/ml) pour les deux variétés ont utilisant les différents techniques d’extraction.
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Les extraits obtenus en utilisant méthanol et éthanol comme solvant obtenus par MAU
a donner des valeurs éleéves qui variés entre (IC50 = 89,25+1,85 mg/ml -109,08+1,04
mg/ml) par rapport au témoin positif Trolox (IC50 = 15,68+1,66 mg/ml). Il est important
de mentionner que nos résultats donnent des valeurs largement inférieures a celles trouvées

par Eman et al [17].
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Figure IV.17 : Valeurs IC50 des extraits Figure IV. 18: Valeurs IC50 des extraits
variété Chemlal par la méthode de variété Limli par la méthode de ABTS™"
ABTS™

L’un des avantages de 1’extraction assistée par micro-ondes est incontestablement le
gain de temps et donc par conséquent 1I’économie de 1’énergie. En ce qui concerne cette partie
analytique, nous pouvons conclure que 1’extraction assistée par micro-onde des polyphénols et

flavonoides est plus rapide et plus efficace du point de vue quantitatif.

L’ensemble des résultats quantitatifs obtenus par les dosages spectrométriques (UV-
Vis) montre que I’extraction assistée par micro-ondes fournit des rendements plus élevés.
L’explication de la différence de composition chimique entre le procédé par chauffage
conventionnel et celui par micro-ondes pourrait étre basée principalement sur des phénomeénes

de solubilités.

Le chauffage par micro-ondes peut inhiber la dégradation ou la décomposition des
polyphénols, y compris celle des flavonoides dans la matrice végétale, et par conséquent
augmenter leurs solubilités [18,19]. De plus, la chaleur produite par I’irradiation des micro-

ondes peut libérer facilement les composés phénoliques présents dans la matrice végétale [20].
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Pour une meilleure compréhension des phénomeénes d’extraction par micro-ondes. Paré

et Bélanger [21] ont démontré un mécanisme thermique qui explique la domination des produits

obtenus par micro-ondes. Ce mécanisme repose sur le principe que la matrice végétale
s’endommage en raison de 1’explosion produite au niveau de la paroi cellulaire, conséquence
de I’augmentation soudaine de la température. Ces dommages sont générés par des points
chauds produits a I’interface des parois lors de I’irradiation par micro-ondes. En effet, quand
les glandes sont sujettes a un stress thermique trés sévére et de haute pression localisée, induit
par un chauffage spécifique de type micro-ondes, la pression interne dans les glandes peut
excéder leur capacité d’expansion externe. En conséquence, une rupture plus rapide survient
par rapport a celle réalisée par chauffage conventionnel ou par macération. De plus, la présence
des composés polaires tels que I’eau et les composés oxygénés, peut provoquer une
augmentation soudaine de la température favorisant un processus de déshydratation localisé¢
avec une vitesse de chauffage trés élevée a I'intérieur de la cellule. Ce dernier phénomene

augmente la vitesse de transfert des constituants de la cellule a travers les parois cellulaires.

Les micro-ondes présentent I’intérét d’étre une source d’énergie contrélable de fagon
instantanée et réglable avec précision. Le chauffage par micro-ondes n’a pas I’inertie thermique
du chauffage par conduction et convection a partir d’une paroi chaude, pour lequel I’efficacité
du transfert thermique est limitée. L’extraction sous micro-ondes est caractérisée par des
vitesses d’extraction supérieures a celle de 1’extraction traditionnelle et qui peuvent

s’accompagner d’une modification de la sélectivité et la reproductibilité d’extraction.

L’étude de I’effet du solvant sur le rendement d’extraction, la teneur en polyphénols et
en flavonoides totaux et sur I’activité antioxydante des extraits des feuilles d’olivier des deux
variétés Chemlal et Limli, révele qu’il y a une relation proportionnelle entre la polarité¢ du

solvant et I’extraction des antioxydants

Parmi les trois solvants utilisés, I’éthanol semble étre le meilleur solvant d’extraction
quelles que soient la nature des polyphénols et des flavonoides présents dans les différentes
variétés, les expériences ont montré que I’éthanol est plus efficace pour I’extraction des
antioxydants en offrant les meilleurs rendements, les teneurs en polyphénols totaux et en

flavonoides les plus élevées et donc, une activité antioxydante remarquable.
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I11.1.2 Etude en fonction de la méthode d’extraction

A-Teste DPPH

Les concentrations inhibitrices IC50 des différents extraits échantillons ainsi que celle de tests

standard synthétique BHT sont présentées dans les figures 1V.19 et I'V.20.

Tous les extraits testés ont révélé une activité anti radicalaire mais d’importance
différente. Les valeurs d’IC50 varient selon la variété et la méthode d’extraction utilisée. Les
extraits obtenus par MAMO ont montré une activité antioxydante relativement moyenne par
rapport au témoin positif BHT avec des valeurs qui variés entre (48,30+1,53 mg/ml -
66,62+1,45 mg/ml) pour les deux variétés en utilisant le méthanol et éthanol comme solvant.
Les extraits obtenus par MAF en utilisant les solvants polaires ont donnée des concentrations
d’inhibition faibles, pour la variété Chemlal la valeur de IC50 = 75,19+0,99 mg/l de I’extrait
méthanolique et IC50 = 70,49+1,09 mg/l de I’extrait éthanolique. La variété Limli donne des
valeurs de IC50 = 68,89+0,86 mg/1 et IC50 = 75,31+1,43 mg/] ont utilisant les mémés solvants.
Les extraits obtenus par MAU ont donné des concentrations d’inhibition trés faibles avec des

IC50 = 89,25+0,56 mg/1 a IC50 = 180,04+1,58mg/1.

Dans I’ensemble, les extraits obtenus par la MAMO montrent une capacité plus ¢levée
de piégeage des radicaux libres DPPH comparée a celle trouvée par les extraits obtenus par la
MAPF, cela est dii probablement a la quantité des polyphénols qui est considérée meilleure par
rapport a la quantité trouvée dans les extraits obtenus par la MAF. Cependant, Kang et al. ont
suggéré que les extraits végétaux qui contiennent des molécules polaires montrent une activité

anti-radicalaire ¢élevée [22].

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été¢ beaucoup étudiée afin de
déterminer les éléments majeurs de 1’activité antioxydante. Grace a leur faible potentiel redox,
les polyphénols (FI-OH), sont thermodynamiquement capables de réduire rapidement les
radicaux superoxydes, peroxyles (ROOe¢), alkoxyles (ROe) et hydroxyle par transfert
d’hydrogene selon la réaction suivante : FI-OH + X— F1-O + XH) [23].

Les valeurs des IC50 des différents extraits ainsi que celle de tests standard synthétique BHT
sont présentées dans les figures I'V.19 et IV.20.
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Figure I'V. 19 : Les IC50 des extraits de la Figure IV.20: Les IC50 des extraits de la
vatiété Chemlal par la méthode de DPPH variété Limli par la méthode de DPPH

B-Teste ABTS

Les concentrations inhibitrices IC50 des différents extraits échantillons ainsi que celle de

tests standard synthétique Trolox sont présentées dans les figure I'V.21 et IV.22.

L’extraction par la méthode MAMO a présenté la meilleure activité antioxydante avec
une concentration inhibitrice de 46,21 +£0,99 mg/ml et 57,03+1,83 mg/ml des extraits
méthanolique, pour les extraits éthanoliques 54,87+1,59 mg/ml et 62,23+0,86 mg/ml pour la
variété Chemlal et Limli respectivement. La macération a froid MAF nous a permis d'obtenir
une activité antioxydante importante pour les deux variétés des valeurs d’IC50 (50,55+1,45
et 65,71£1,52 mg/ml) des extraits méthanolique et (60,87+0,89 et 62,23+0,86 mg/ml) des
extraits éthanoliques.

L’extraction par macération assistée par ultrason (MAU) nous a permis d'obtenir une
activité antioxydante relativement faible comparée a les méthodes MAMO et MAF avec des
valeurs de IC50 qui vari¢ entre 89,25+1,85- 154,29+1,03 mg/ml ont utilisant les différents
solvants. Les résultats obtenus montrent que tous les extraits testés présentent une activité
antioxydante moyenne a celle de standard utilisé le Trolox qui présent une valeur de IC50
15,68+0,86 mg/ml

La différence du potentiel antioxydant entre les extraits testés peut étre expliquée par la
dépendance de ce dernier de la nature physico-chimique des composés présents dans les extraits
et par la différence de sélectivité du solvant pour extraire certains groupes d’antioxydants [24]

L’étude portant sur la fraction non volatile, correspondant aux composés phénoliques

, nous a permis de démontrer clairement 1’influence des solvants et de la méthode d’extraction
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sur le rendement, la teneur en composés phénoliques totaux et flavonoides totaux et I’activité

antioxydante pour chaque variété.

De facon générale, nous avons constaté, que les valeurs obtenues par la méthode
DPPH sont légerement plus élevées, ce qui indique une capacité d'inhibition inférieure a celle
de I'ABTS. Nos observations sont conformes a celles indiquées par divers auteurs, qui signalent
que l'inhibition de 1'ABTS pour des échantillons de 1égumes, de fruits et de boissons est
supérieure a l'inhibition de DPPH [25,26].Cela s'explique par le fait que la méthode DPPH est
caractérisée par une sensibilité plus faible. La réaction des radicaux DPPH avec la plupart des

molécules actives est plus lente que les radicaux ABTS [27].
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Figure IV. 21 : Les IC50 des extraits de la Figure IV.22: Les IC50 des extraits de la
vatiété Chemlal par la méthode de ABTS variété Limli par la méthode de ABTS

IV. Activité antimicrobienne de quelque extrait d’Olea europaea exprimée en
diameétre de la zone d’inhibition (mm)

Pour mettre en évidence 1’activité antibactérienne, des extraits végétaux des feuilles
d’olivier de deux variétés (Chemlal et Limli) ont été testés vis-a-vis de quatre souches
bactériennes (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa, et
Escherichia coli) et deux champignons pathogénes: Aspergillus carbonarius et Umbulopsis
ramanniana de référence en utilisant la technique de diffusion sur gélose. Aprés incubation, le
diamétre des zones d’inhibition a été¢ mesuré afin de déterminer I’importance de cette activité.

Les résultats sont présentés dans le Tableau IV.6
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Tableau IV.6 : Activité antibactérienne des extraits des feuilles d’olivier exprimée en diametre

de la zone d’inhibition (mm)

Variété
Chemlal Limli
M¢éthode d’extraction Macération a froid (MAF)
Solvant Acétate Acétate Amoxicilline
Bactérie Méthanol | Ethanol | d’éthyle | Méthanol | Ethanol d’éthyle
B. subtilis(Bs) 11 10 8 14 12 10 45
S. aureus(Sa) 14 26 9 28 32 8 27
P. aeruginosa (Pa) 10 12 9 13 15 10 21
E. coli (Ec) - - - - - - -
Champignon
U. ramanniana (Ur) 12 15 9 10 14 11 37
A. carbonarius (Ac) - - - - - - -

Figure I'V.23 : Activité antibactérienne des extraits méthanolique, éthabnolique et acétate

d’¢éthyle d’Olea europaea L. des deux variétés Chemlal et Limli vis- a-vis S. aureus, B.
subtilis, P. aeruginosa et U. ramanniana.
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Selon les résultats représentés sur le Tableau IV.6, les extraits méthanolique et
¢thanolique de feuilles d’olivier des deux variétés Chemlal et Limli ont présenté une forte
activité antibactérienne. L’extrait d’acétate d’éthyle présente une activité antibactérienne

moyenne, un antibiotique (Amoxicilline) utilisé comme témoin positif.

Les diamétres d’inhibition enregistrés vis-a-vis de S. aureus étaient de 26 mm et 14 mm
respectivement pour les extraits éthanolique, méthanolique de la variété Chemlal. La variété
Limli présente une zone d’inhibition des diamétres de 32 mm et 28mm ont utilisant les mémes
solvants respectivement, nos résultats sont supérieurs a celle des travaux effectués par Erdohan

et al [28].

Tandis que les diamétres d’inhibition enregistrés pour B. subtilis étaient de 11 mm et 10
mm pour les extraits méthanolique, éthanolique respectivement de la variét¢é Chemlal. Une
zone d’inhibition des diamétres de 14 mm, 12 mm ont utilisant méthanol, éthanol comme

solvant obtenu pour la variété Limli.

Enfin, Les diamétres d’inhibition enregistrés vis-a-vis de P. aeruginosa étaient de 12
mm et 15 mm pour I’extrait éthanolique obtenu pour la variété Chemlal et Limli respectivement.
Les deux variétés présentes des diametres d’inhibition de 10 mm et 13 mm pour I’extrait
méthanolique nos résultats sont relativement en accord avec les études précédemment citées

[29].

Les zones d'inhibitions de 1’extrait d’acétate d’éthyle étaient de 8 mm, 9 mm et 9 mm,
respectivement vis-a-vis de S. aureus B. subtili et P. aeruginosa de la variété Chemlal et 10

mm, 8§ mm et 10 mm pour la variété Limli pour les mémes souches bactériennes.

La souche bactérienne E. coli n’a pas présenté aucune activité antibactérienne pour tous

les extraits testés pour les deux variétés.

Les résultats obtenus ont développé une bonne activité antifongique des extraits des
feuilles d’olivier vis-a-vis U. Ramanniana présenté dans la variét¢é Chemlal et Limli ont
utilisant les différents solvants, Les zones d'inhibitions varié¢ entre (10 mm -15 mm) pour les
extraits méthanolique, éthanolique et 9 mm et 11 mm pour DI'extrait d’acétate d’éthyle

respectivement.
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Comparativement aux extraits végétaux, 'amoxicilline a exercé un effet inhibiteur plus
¢levé contre les micro-organismes testés (les bactéries B. subtilis et P. aeruginosa et le
champignon U. Ramanniana). Concernant Les extraits éthanolique et méthanolique de la
variété Limli, nous avons observé des zones d’inhibition de 32 mm et 28 mm lorsque 1’extrait

a été testé contre les bactéries S. aureus une activité plus importante que celle de I'amoxicilline.

Néanmoins, la bactérie Gram™ E. coli et le champignon A. carbonarius n'ont pas été

sensibles a I'amoxicilline a une concentration de 25 pg par disque.
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V. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de quelque
extrait

V.1. Extrait méthanolique de la variété Chemlal et Limli

Les résultats obtenus de 1’extrait méthanolique d’Olea europaea L. des deux variétés

Chemlal et Limli a différentes doses sont présentés dans le Tableau IV.7.

Tableau IV.7 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) extrait
méthanolique d’Olea europaea L. des deux variétés Chemlal et Limli

Concentration (mg/ml)

~J

Variété Souches 0,75 0,50 0,25
Chemlal S. aureus (Sa)
P.aeruginosa (Pa)
U. ramanniana (Ur)
S.aureus (Sa)
Limli P. aeruginosa (Pa)

U. ramanniana (Ur) - - -

n
n
n
n

FlH ]+
S R

- : inhibition ; + : croissance

Dans le Tableau I'V.7 représente les croissances des différentes souches dans le milieu
de culture. La croissance indique qu’il n’y pas d’inhibition et donc pas d’activité
antimicrobienne. Les résultats obtenus ont révélé que 1’extrait de la variété Chemlal n’a pas
d’effet sur la souche bactérienne Pa et le champignon Ur. Cependant, la croissance de la souche
Sa a été ralentie par cet extrait et la concentration minimale inhibitrice (CMI) et 0,25(mg/ml).
L’extrait de la variété Limli n’a pas d’effet sur la souche bactérienne Sa mais la souche Pa et
le champignon Ur a été ralentie par cet extrait et la concentration minimale inhibitrice (CMI)

et 0,50(mg/ml) est en dessous de 0,25(mg/ml) respectivement.
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V.2. Extrait éthanolique de la variété Chemlal et Limli

Les résultats obtenus de 1’extrait éthanolique d’Olea europaea L. des deux variétés

Chemlal et Limli a différentes doses sont présentés dans le Tableau IV.8.

Tableau IV.8: Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) extrait
éthanolique d’Olea europaea L. des deux variétés Chemlal et Limli

Concentration (mg/ml)

Variété Souches 0,75 0,50 0,25
Chemlal S. aureus + - -
P. aeruginosa + + +
U. ramanniana + + +
S. aureus + - -
Limli P. aeruginosa + + +
U. ramanniana + + +

- : inhibition ; + : croissance

Les résultats obtenus ont révélé que les extraits deux variétés Chemlal et Limli n’a pas
d’effet sur la souche bactérienne Pa et le champignon Ur mais la souche Sa a été ralentie par

ces extraits et la concentration minimale inhibitrice (CMI) et 0,25(mg/ml).

V.3. Extrait d’acétate d’éthyle la variété Chemlal et Limli

Les résultats obtenus de I’extrait d’acétate d’éthyle d’Olea europaea L. des deux

variétés Chemlal et Limli a différentes doses sont présentés dans le Tableau IV.9.

Tableau I'V.9 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) extrait d’acétate
d’éthyle d’Olea europaea L. des deux variétés Chemlal et Limli

Concentration (mg/ml)

Variété Souches 0,75 0,5 0,25
Chemlal S. aureus + + -
P. aeruginosa + + -
U. ramanniana + + +
Limli S. aureus + - -
P. aeruginosa + - -
U. ramanniana + + +

- : inhibition ; + : croissance
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Les résultats obtenus ont révélé que ’extrait d’acétate d’éthyle deux variétés Chemlal
et Limli n’a pas d’effet sur le champignon Ur. Cependant, la croissance de la souche Sa et Pa

a été ralentie par cet extrait pour les deux variétés et la concentration minimale inhibitrice (CMI)
et 0,25(mg/ml).

VI. Activité anti-inflammatoire

Nous avons testé la capacité des extraits des variétés étudiées a inhiber 1’cedéme
provoqué par I’injection de la carragénine sous [’aponévrose plantaire de la patte arricre
gauche de la souris. Apres coupure des pattes, les moyennes arithmétiques des poids des pattes
gauche et droite de la souris, les pourcentages d’cedéme et les pourcentages de réduction de
I’cedéme ont été calculées. L’ensemble des résultats sont résumés dans les tableaux IV.10

et IV.11.

Tableau IV.10 : Moyennes arithmétiques des poids des pattes gauches et droites de la souris,
pourcentages d’cedéme et pourcentages de réduction de I’cedéme pour D’extrait éthanolique
d’Olea europaea L. de la variété Chemlal.

Poids moyen de la | Poids moyen de la % d'edéme % de réduction
patte gauche (g) patte droite (g) ° de ’;edéme
Témoin (eau distillée) 0,169 0,138 18,34 -
Témoin positif
(ACEPRAL: 40mg.kg") 0,127 0,1133 10,79 41,18
500 0,1589 0,1336 15,92 12,29
Doses testes 1000 0,1383 0,1197 13,45 25,65
(mg.kg™)
2000 0,1198 0,1065 11,10 49,21

Tableau IV.11 : Moyennes arithmétiques des poids des pattes gauches et droites de la souris,
pourcentages d’cedéme et pourcentages de réduction de 1’cedéme pour ’extrait éthanolique
d’Olea europaea L. de la variété Limli.

Poids moyen de la | Poids moyen de la % d'edéme % de réduction
patte gauche (g) patte droite (g) de I’;edéme
Témoin (eau distillée) 0,1891 0,1382 26,92
Témoin positif
(ACEPRAL: 40 mg.kg™) 0,1415 0,1203 14,98 44,34
Doses testés 500 0,1379 0,1028 25,45 8,09
(mg.kg) 1000 0,1283 0,1027 19,95 27,21
2000 0,1398 0,1165 16,67 57,42

L’analyse des Tableau IV.10 et IV.11 montre I’existence d’un anti-inflammatoire

important des deux extraits testés. Cet effet est proportionnel a la dose administrée.

Les expérimentations réalisées permettent de mettre en valeur la capacité anti-

inflammatoire des extraits végétaux. Les meilleurs pourcentages d’inhibition ont été observés
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pour une dose de 200 mg.kg! avec des valeurs de 49,21 % pour la variété Chemlal et 57,42
% pour la variété Limli d’Olea europaea L. Comparativement, ’activité anti inflammatoire de
la référence (ACEPRAL) est plus importante avec un pourcentage de réduction de I’cedéme

41,18% et 44,34% respectivement.

Conclusion

Les résultats de cette étude ont montré que les feuilles d’Olea europaea L. possédent un effet
anti inflammatoire ce qui confirmé 'usage traditionnel de cette plante comme agent anti
inflammatoire, et il sera trés intéressant de montrer son usage externe en proposant des formes

galéniques nouvelles, notamment des formulations sous forme de crémes et de gels.
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Conclusion

D’autre part, les huiles essentielles de Salvia officinalis L. obtenues par HD, HDMO et
EV ont montré une activité antioxydante relativement faible par rapport au BHT, alors
qu’elles ont montré un effet antibactérien important contre les souches bactériennes Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus et Escherichia coli, et un effet antifongique plus important que
I’antibiotique standard Lamidaz, contre les deux champignons pathogenes: Umbulopsis
ramanniana, Aspergillus carbonarius.

Pour ce qui concerne I’étude des extraits de 1’Olea europaeal , 1’é¢tude de I’effet de la
polarit¢ du solvant, et I’effet de la méthode d’extraction des molécules bioactives.
L’utilisation d’une méthode innovante (MAMO) a savoir 1’extraction assistée par microondes
pour I’extraction des polyphénols a coté aux autres techniques , macération a froid (MAF) et
macération assistée par ultrasons (MAU) a permis une étude comparative intéressante.

Cette étude a montré que la polarité du solvant, le mode d’extraction et la durée ont eu
une influence importante sur les extraits obtenus, ce qui a conduit donc a une différence aussi
bien qualitative que quantitative. Parmi les trois solvants employés, 1’éthanol est le solvant le
plus approprié¢ pour I’extraction. De plus le procédé MAMO est considéré comme étant le
plus efficace parmi les différentes techniques d’extraction utilisées.

L’analyse des différents extraits par chromatographie liquide ultra-haute performance
couplée a la spectrométrie de masse (UHPLC-DAD-ESI-MS/MS) a permis de mettre en
évidence dix composés phénolique dans 1’extrait méthanolique et douze de composés dans
I’extrait éthanolique.

L’évaluation de I’activité antioydante par les deux méthodes DPPH et ABTS des
extraits obtenus par les trois méthodes en utilisant des solvants de polarit¢ différente
(méthanolique, éthanolique et acétate d’éthyle), a été concluante pour les extraits testés.

L’étude in vitro de I’activité antimicrobienne et antifongique des extraits des feuilles
d’Olea europaea L., a montré un effet d’inhibition positif sur les bactéries, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa et sur le Champignon U. ramanniana.
Mais aucun effet n’a été observé sur la bactérie Escherichia coli, et le champignon A.
carbonarius.

L’¢étude in vivo de I’activité anti inflammatoire des différents extraits administrés par
voie intra-gastrique, a montré une activit¢ importante comparée a un meédicament anti
inflammatoire (ACEPRAL). Les meilleurs pourcentages d’inhibition ont été observés pour
une dose de 200 mg.kg-1 avec des valeurs de 49,21 % pour la variété Chemlal et 57,42 %
pour la variété Limli. Cette étude a confirmé 1’usage traditionnel de cette plante comme agent
anti inflammatoire.
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Les résultats obtenus dans le cas des feuilles d’Olea europaea L. sont originaux et
prometteurs. En effet, I’investigation de deux plantes étudiées pourrait révéler de nouveaux

composés tres actifs qui nous incitent a I’avenir a :

- L’analyse des huiles essentielles des feuilles de Salvia officinalis L. en faisant des
¢tudes sur la matrice végétale en faisant varié¢ plusieurs parameétres ( extraction, saison,

lieu... etc).

- isoler, purifier et identifier les composés qui sont susceptibles d’étre responsables des

activités biologiques
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Figure 1: Spectre de masse de la Apigénine di-C-hexoside par LC-MS
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