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| ntroduction

Depuis le moyen age, les huiles essentielles ont été employées pour des applications
medicinales et cosmétiques, elles sont méme utilisées dans les industries alimentaires et
agricoles (1). Elles sont extraites dans diverses plantes aromatiques genéralement localisées
dans les pays a climat tempéré et chaud, comme les pays méditerranéens et tropicaux, ou elles
présentent une partie importante de la médecine traditionnelle.

Les huiles essentielles extraites dans la plupart des cas par hydrodistillation contiennent une
variété de molécules volatiles telles que les terpenes et les sesquiterpénes responsables des
propriétés bactéricides et fongicides; dans le cas d'une extraction par solvant, les composés
obtenus sont généralement lourds tels que les flavonoides et les alcaloides qui sont responsables

des propriétés anti-oxydantes.

Dans la nature, les huiles essentielles jouent un réle important dans la protection des plantes
en tant gu antibactériens, anti-virales, anti-fongiques et insecticides. Certaines huiles
essentielles peuvent également attirer quelques insectes pour favoriser la dispersion des pollens

et des graines, ou repousser d autres indésirables.

Parmi |es espéces végétales (800 000 a 1 50 0000 selon les botanistes), 10% seulement sont
dites aromatiques, ¢’ est a dire capable d’ élaborer les constituants des huiles essentielles. Elles
sont réparties sur un nombre de familles limité, exemple: Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Poacea, Zigiberaceae et Piperaceae (2). Dans le cadre
de la vaorisation des plantes médicinales Algériennes adoptée par notre laboratoire, nous nous
sommes intéresses dans ce travail a deux plantes appartenant a deux familles différentes tres
utilisées pour leurs propriétés médicinalesil s agit notamment du Laurier (laurus nobilisL.) de

lafamille des Lauraceae et la Marjolaine (origanum majorana L.) de lafamille des Lamiaceae.

e Lapremiére partie de ce travail comportera des généralités sur les huiles essentielles
en géenéral ainsi que sur les deux plantes étudiées.
e Ladeuxiéme partie concernera les différentes méthodes d’ extraction ainsi que les

indices physiques des huiles essentielles obtenues.
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e Dans la troisiéme partie une éude qualitative et semi quantitative des huiles
essentielles sera effectuée grace au couplage de la chromatographie en phase gazeuse
avec la spectrométrie de masse.

e La quatrieme partie consiste a éudier les propriétés anti-oxydantes des huiles

essentielles des deux plantes.

Bibliographie:

(1) M. T. Baratta, H. D. Dorman, S. G. Deans, A. C. Figueiredo, J. G. Barroso
et G. Ruberto, «Antimicrobia and antioxidant properties of some commercial
essential oils», Flavour and fragrance journal , (1998),13, 235-244.

(2) M.Lahlou, «Method to study the phytochemistry and bioactivity of essentia oils»,
Phytotherapy Research, (2004), 18, 435-448.



CHAPITRE |

GENERALITES



Généralités

|.1. Généralités sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles et leurs composants, produits par le métabolisme
secondaire des plantes (1), ont plusieurs applications en médecine traditionnelle, dans
I’aromatisation des aiments et dans I'industrie pharmaceutique. Les propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes des huiles essentielles ont éé connues depuis

longtemps, et ont suscité un intérét croissant de plusieurs auteurs (2, 3, 4).

L’ huile essentielle représente I’ ensemble des substances volatiles de faible masse
moléculaire extraite du végétal, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit par
expression a froid (pressage des zestes des fruits frais: ex. citrus), ou par
hydrodistillation. On adapte aussi |'appellation d huile essentielle pour les extraits
obtenus par extraction sans solvant assistée par micro-ondes (5). Les propriétés
physiques des huiles essentielles rendent leur extraction a la vapeur d eau plus aisée;
on les appelle huiles essentielles, parce que comme I’ essence elles s enflamment, on

les appelle d ailleurs aussi essences.

Les plantes médicinales les plus éudiées pour leurs propriétés antimicrobiennes
et antifongique de leurs huiles essentielles appartiennent a la famille des lamiacée::
thym, origon, lavande, menthe, romarin, sauge...etc. En effet, les terpenes phénoliques,
comme le thymol et le carvacrol qui sont magjoritairement présents dans | huile
essentielle de cette famille, ont des effets antiseptiques, antibactériens et antifongiques
(2). La composition chimigue d’une huile essentielle dépend de plusieurs parameétres :
les conditions environnementales, la saison ou |'é&ape d échantillonnage a été
effectuée, la procédure et e temps de séchage et de la méthode d’ extraction.

Les huiles essentielles sont présentes dans toutes les parties d'une plante
(bourgeons, fleurs, fedilles, tiges, graines, fruits, racines, bois ou écorce), mais elles se

trouvent souvent majoritaires dans|’une d’ elles.

Dans le cas de laurier et de la marjolaine, une abondance d’ huile essentielle a été
constaté pour les feuilles (6, 7). Pour le laurier un pourcentage appréciable d’ essence
est présent danslestiges (8).
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1).2. Effets de certains composés présents dans I'huile essentielle de

Laurier et de Marjolaine

Certains auteurs ont éudié I effet de chacun des composés majoritaires présents
dans |’ huile essentielle et les ont comparé ensuite al’ effet del’ huile entiére :
e 1,8 cinéol aun effet antifongique (9).
e Eugénol et Méthyleugénol ont un effet relaxant et anticonvulsant (10). L’ eugénol est
couramment utilisé comme aromatisant dans les produits cosmétiques et alimentaires et
particulierement en tant que calment dentaire (2). Il est aussi actif contre plusieurs
bactéries pathogenes et contre les champignons et les virus (2). Il a un effet anti-
oxydant tres important (6).
e Terpinéol aun effet mutagénique sur les bactéries (11).
e Térpinéne-4-ol aun effet antifongique trés important (6).
e Thymol a un effet antimicrobien trés reconnu mais auss trés irritant, astringent et
caustique. A trésfortes dosesiil est responsable de gastralgie avec nausées (12).

1).3. Laurier

1).3.1. Description botanique et distribution géographique

La famille des Lauraceae, qui tire son nom de laurier (du latin Laurus Nobilis
L.), est congtituée de 32 genres et environ 2000 a 2500 espéeces (13). Elle contient
plusieurs plantes aromatiques et médicinales (14), parmi elles le Laurier qui reste le
seul représentant de sa famille en Europe (13).

Le Laurier noble ou Laurier d’ Apollon ou encore Laurier sauce est originaire de
larégion de laméditerranée et de I’ Asie mineure. Actuellement, la plante est cultivée
dans de nombreux paystel que la Turquie, I’ Algérie, la France, la Grece, le Maroc, le
Portugal, I’ Espagne, la Belgique, Iles de Canaries, le Mexique, I’ Amérique centrale et
latine (8). A titre d'exemple, la Turquie, est I’'un des principaux producteurs et
fournisseurs des feuilles séchées de Laurier, a exporté prés de 4 millions de
kilogrammes par an entre 1999 et 2001 (5).
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Le Laurier se présente sous forme d'un petit arbre diodique auquel ses branches
dressées conféerent souvent un pot dense, en fuseau ou pyramidal. Mais il peut aussi
S éaler sur 4 a6 metres. Ses feuilles sont lisses, coriaces et brillantes au-dessus et vert
pale en dessous ; elles ont une forme de lance plus ou moins large aux bords ondul és et
sont aternativement opposées sur les branches (figure 1). Elles sont fortement
aromatiques mais aussi trés ameéres, toutefois, par une procédure de séchage,
I”’amertume peut étre considérablement réduite et la saveur peut étre améliorée (15).
Les fleurs sont jaunes vertes ou blanchétres, s éanouissent en avril. Le fruit est une
drupe ellipsoidale noire et les tiges sont droites a écorce lisse. C'est une plante a
croissance tres lente mais sans doute la fine herbe la plus facile a cultiver en pot, car on
peut la rentrer |’hiver comme plante d’intérieur et la cultiver a I’ extérieur en été. On
peut ainsi récolter les feuilles fraiches en toute saison et la plante peut ainsi vivre 20

ansou plus.

Figure1: Feuilles, Fleurs et fruits de laurus nobilis L.
(Site web: www.floralimage.co.uk)

1).3.2. Composition de |’ huile essentielle de Laurier

L' huile essentielle de Laurier est constituée majoritairement de monoterpénes
oXygénés et de monoterpénes hydrocarbonés, alors que la présence des sesquiterpéenes
est moins importante. Plusieurs éudes ont mis en évidence la composition chimique de
I"huile essentielle des feuilles de laurier ; le nombre de travaux qui S intéresse al’huile
essentielle des autres organes est limité. Le tableau | présente quelques études faites

avec les principaux constituants identifiés :
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Tableau | : Principaux constituants de |” huile essentielle de Laurus Nobilis

L. cités dans lalittérature.

référence Principaux constituants Pays

Limonene (42.3 %),
sabinéne (5.9 %), oct-1-
en-3-ol (5.4 %), a- pinene Tunisie
(7.8 %), a-terpinyl acétate
(11.2 %).

Nbiha Bouzouita et
al (2003) (4)

1,8cinéol (45,5%), a-
terpinyl acétate (9,1%),
méthyle eugénol (10%), Croatie
linalool (8,5%), sabinéne
(5,7%)

Olivera Politeo et a
2007 (6)

1,8cinéol (39%), linal ool

Fiorini et a 1997 (10%), a-terpinyl acétate
(8 (18%), méthyle eugénol

(11%), sabinéne (4%).

France

1,8cinéol (44%), eugénal
_ (15%), sabinéne (6,2%), .
Riaz et al 1989 (16) L Pakistan
4-térpinéol (2,19%), 13-

pinéne (2,05%).

1,8cinéol (35,7%), tans-
sabinéne hydrate (9.7%),
a-terpinylacétate (9,3), Italie
methyleugénol (6,8%),
eugénol (4,8%).

Guido et a 2007
(17)
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Comme le montre le tableau | ; les monoterpénes oxygénés présentent la proportion
la plus importante (plus de 50%) avec le 1,8-Cinéol comme composé majoritaire.
D’un point de vu quantitatif on observe quelques différences pouvant étre dues a
plusieurs parameétres (la variation du sol et des conditions climatiques en passant
d un pays al’autre, I’age de laplante....).

Certains auteurs ont révélé qu’'il semble y avoir une périodicité saisonniére de la
synthése et de I’accumulation de I huile essentielle par une augmentation au début de
I été et elle devient maximale au milieux de I’ éé (14).

Dans |’ étude de Fiorini et a (8), il a é&é démontré que la composition de I huile
essentielle de laurier issue des différent organes (feuilles, fleurs et tiges) est trés
variable, |"huile essentielle des fleurs comparée a celle des feuilles est caractérisée
par une teneur élevée en E-Ocimeéne et en composés sesquiterpéniques comme le 3
Caryophyllene, le Viridiflorole, le [(-Elemene, le Germacréne D-4-ol et le
Germacréne-D. Ce qui est remarquable dans cette étude c'est la teneur en 1,8 cinéol
dans les écorces des tiges qui arrive jusgu'a 73%, ce pourcentage est voisin de celui
de I’ Eucalyptus Globulus : 74% (18).

1).3.3. Domaines d'utilisation del’ huile essentielle de Laurier

Etant I’ un des plus célébres feuilles aromatisantes dans les préparations culinaires
dans le monde, le Laurier est couramment utilisé dans les soupes, les ragodts, les
sauces et les marinades. L' huile essentielle du Laurier est utilisée dans I’industrie des
produits cosmétiques et pharmaceutiques. Dans la médecine Iranienne traditionnelle le
laurier a été utilisé pour le traitement de parkinson et des crises d' épilepsie (19), les
hémorroides et les rhumatismes (20) et aussi comme diurétique (19) et antifongique
(20). 1l a méme été inclus a la banque de données des remeédes folkloriques Turques
(21). Le tableau Il présente quelques effets de I huile essentielle de laurier donnés

dans lalittérature.



Tableau Il : Quelques effets de |” huile essentielle de Laurus Nobilis L.

Propriété

Référence

Effet anti-oxydant

OliveraPoliteo et a 2007 (6)

Effet protecteur contre les
convulsions induites par le
pentenyltetrazol chez les

souris

Sayyah et a 2002 (10)

Effet antibactérien et

antimicrobien

Frazao et a 1989 (22), M Seyed et d
1991(23)

Effet insecticide

Saim et a 1986 (24), Erler et a 2006
(25)

Effet analgésique et anti-
inflammatoire

Sayyah et a 2003 (26)

Effet cytotoxique sur les
cellules de cancer ovarien

Gonzalez et d 1978 (27), Schwikkad
et al 2000 (28)

Effet de lutte contre le
désordre gastrique

Matsuda et al 2002 (29), Barlaet d
2007 (30)

Traitement des symptoémes
del’ulcere

ilhan Giirbiiz et a 2002 (21)

1).4. MARJOLAINE

1).4.1. Description botanique et distribution géographique

Généralités

La marjolaine (du latin Origanum Majorana L.) appartient a la famille des
Lamiaceae. Elle est native de la méditerranée ; le genre Origanum est divisé en 03
groupes, 10 sections, 38 especes et 17 hybrides (7). Les membres du genre sont
distribués le long de la région méditerranéenne, dont 75% sont concentrés a |’ est

méditerranéen.
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LaMarjolaine est une plante aromatique a croissance rapide, elle est robuste, herbacée
et éernelle. Elle se développe al’ état sauvage dans ces secteurs normaux, ses branches
sont dressées et ramifiées, veloutées et rougedtre (fig. 2). Les feuilles sont vertes
foncées ; presque glabres, ovales, opposées et pointues aux extrémités. Les petites
fleurs qui s'ouvrent pendant I’ é&é (fin juin jusgu’ a septembre) sont de couleur blanche,
parfois rose violacée a pourpre, elles viennent réunies en petits bouquets. La plante est
trés sensible au froid, elle a une odeur spécifique trés forte : camphrée, sucrée, chaude
et |égérement piquante.

Figure2: Feuillesdel’ Origanum Majorana L. (Site Web : www. Floridata.com)

1).4.2. Composition chimique de |’ huile essentielle de la Marjolaine

La composition chimique des différentes especes dorigon a été largement
étudiée. On a postulé que I huile essentielle de la marjolaine existe sous deux formes
(chemotypes). L’une avec le térpinéne-4-ol et le sabinéne hydrate comme composés
majoritaire et I'autre avec le thymol et/ou le carvacrol qui prédomine (31). L huile
essentielle de la marjolaine poussant en Algérie comme il va étre démontré
ultérieurement appartient au premier chemotype. Il parait que ce dernier est le plus
abondant ; dans | e tableau ci-dessous on a cité quel ques études faites sur la composition
de I'huile essentielle de la Marjolaine dans différents pays avec les chemotypes
correspondants :
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Tableau |11 : Etudes faites sur la valorisation de I’ huile essentielle de L’ Origanum
majorana L.
Référence Pays Chemotype| : ChTe;:] otype Il
N ymol et
Terpinéne-4-ol + Carvacrol
sabinéne hydrate
M.E. Komaitis et al Grece N
R.R.Veraet al 1999 lledela
(31) Réunion +
E.Vagi et al 2005 Hongrie +
(32)
Baser. K.H. et al .
1993 (33) Turquie +
Fatma Abd El Lateef Egypte +
Gharib 2006 (34)
Ezzedine et al 2001 Tunisie +
(35)
JanaR, Ingo S 2007 USA +
(36)
Melpomeni et al 1999 Grece
(37) (Kavousi) +
Grece

Defereraet al 2000
(38)

(Attiki)
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L'huile essentielle de la Marjolaine est principalement constituée des alcools
monoterpeniques et de monoterpénes hydrocarbonés comme le terpinéne-4-ol, le cis
et le trans sabinéne hydrate, le linalool, I’ o terpinéol, le sabinéne, I'a terpinéne et I'a
terpinolene. Elle contient également des composés sesquiterpéniques tels que le
bicycloél émeéne, |e bicyclogermacrene et |e trans caryophylléene.

L’ huile essentielle de la marjolaine renferme aussi quelques traces d’ adéhydes de

cétones d’ acides carboxyliques et des esters.

1).4.3.Domaines d' utilisation de |’ huile essentielle de la Marjolaine

Les feuilles séchées fortement aromatiques de la Marjolaine sont largement
utilisées dans I’ assaisonnement. L’ huile essentielle et les extraits alcooliques ont des
applications en pharmacologie, en parfumerie et en cosmétique.

Un effet antimicrobien et antifongique tres important a été lié al’ huile essentielle
de Marjolaine (32, 35) ainsi qu’une activité antioxydante (38, 40) et insecticide (41,
42).
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Extraction et indices physiques

|. Extraction

1).1. Procédé classique d’ extraction :

hY

L' hydrodistillation consiste a immerger la matiére végétale dans un bain d'eau,
I’ensemble est porté a ébullition et I'opération se fait généraement & pression
atmosphérique. L’eau bouillante ramene avec elle les substances volatiles a faible poids
moléculaire ; en passant par le réfrigérant le mélange se condense, il est ensuite récupéré
dans une ampoule a décanter ; avec un grand soin, I’huile essentielle surnageante est
récupérée (fig.3).

+— Réfrigérant

==!+— Huile essentielle

Phase aqueuse

Végétal + eau

Calotte chauffante

Figure 3 : Appareillage utilisé pour I’ hydrodistillation (Clevenger).

Une autre technique qui est aussi courante est I’ entrainement a la vapeur d’'eau. Les
parties de la plante a distiller sont placées dans une cuve traversée par la vapeur d eau.
L’ huile essentielle est emportée par la vapeur d'eau, cette technique d extraction garantie

une excellente qualité de |” huile essentielle et préserve toutes ses vertus.
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e Phénomenes physicochimiques et température au cours de I’ Hydrodistillation

Au cours de I’ hydrodistillation, le milieu aqueux de pH compris entre 4 et 7 résultant de
I’immersion du végétal , atteint parfois des valeurs inférieures a 4 pour certains fruits (1).
La matiere végétale soumise aux effets combinés de I’ acidité et de la chaleur, peut subir
des modifications chimiques (hydrolyse, déprotonation, hydratation et cyclisation). Celles
Ci peuvent étre catalysées par des métaux présents al’ état de trace dans la plante. L huile
essentielle récupérée est un produit qui differe sensiblement de I’ essence originale, d’ autant
plus que I’ébullition est longue et le pH est faible. Pour limiter ces artéfacts il est
intéressant de travailler a un pH neutre, ou de minimiser la durée de |’ extraction ou encore
utiliser des méthodes autres que I’ hydrodistillation par exemple I’ extraction assistée par

micro-ondes.

1).2. Extraction par micro-ondes

L’extraction par micro-ondes est I’une des méthodes d extraction les plus récentes,
inspirée d’ un ancien procede de distillation dite « seche » utilisé par les alchimistes arabes
pour |” extraction des huiles essentielles (2). Depuis 1986 avec les travaux de Ganzaler et al
(3), I'extraction par micro-ondes a connue de profonds changements. A |'heure ou la
rapidité, I’ efficacité et la sélectivité sont devenues les caractéristiques principales d' une
bonne extraction, les travaux sur |’ extraction assistée par micro-ondes ne cessent de croitre
et les nouvelles techniques de fleurir. La chimie analytique a permis ces dernieres années
de réduire considérablement les temps d’analyse grace au développement des techniques
chromatographiques, les micro-ondes combinées a des techniques d’ extraction classiques
ont permis a leur tour de remédier aux problémes des temps d’ extraction souvent trop

longs. Parmi ces techniques nous citons (4) :

e Extraction par solvant assistée par micro-ondes:

Ce procédé consiste a irradier la matiére végétale préalablement broyée par micro-ondes,
en présence d un solvant absorbant fortement les micro-ondes (méthanol) pour I’ extraction
des composes polaires, ou bien en présence d’un solvant n’absorbant pas les micro-ondes

(hexane) pour I'extraction des composés apolaires. Cette méthode se pressentait pour



beaucoup, plus efficace qu’une méthode conventionnelle car elle permettait de réduire le

temps d’ extraction et donc |es dépenses en énergie.

e L’entrainement al’air assisté par micro-ondes:

En 1989, Carveiro et al (5) ont propose une technique originale d extraction sans solvant
par le chauffage micro-ondes en utilisant un compresseur a air. L’ huile essentielle extraite
en 5 minutes sous chauffage micro-ondes était qualitativement identique a celle obtenue
par entrainement ala vapeur d’ eau en 90 minutes. Le systéme se compose de trois parties :
un compresseur envoyant I’air dans le ballon ou se trouve la matiére végétale placée dans

un four micro-ondes domestique.

e L’ hydrodistillation par micro-ondes sous pression réduite :

Cette méthode d extraction dont I’origine est |"hydrodistillation classique, est basée sur
I’ utilisation conjointe des micro-ondes et d'un vide pulsé. Le matériel végéta traité, frais
ou sec (auquel on rgjoute la quantité d’ eau requise) est soumis aux micro-ondes dont le réle
est d'assurer le transfert de matiere, puis un vide pulsé qui permet |’entrainement
azéotropique des substances volatiles a une température inférieure a 100° C. Cette méthode

peut étre répétée plusieurs fois selon le rendement souhaité.

e L’ hydrodistillation assisté par micro-ondes :

Ce procédé basé entierement sur le principe de |’ hydrodistillation classique consiste a
placer une partie d’'un montage d’ hydrodistillation dans le four micro-ondes. Le matériel
végétal est donc placé en présence d’une quantité d’ eau suffisante dans un ballon disposé
dans I’enceinte d'un four micro-ondes. Le systeme de réfrigération ains que la partie
prévue pour la récupération des essences sont situés a |’ extérieur du four. Les avantages de
cette technique sont la rapidité et la similitude de la composition de I’ huile essentielle par
rapport a une hydrodistillation classique.

e L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes :
Si lamajeure partie de ces techniques est surtout utilisée pour |’ extraction des molécules

appartenant a différentes familles chimiques (lipides, contaminants des sols ou des eaux...),

Extraction et indices physiques
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le nombre de travaux relevant de |’ extraction assistée par micro-ondes pour I’ obtention des

molécules aromatiques d’ origine végétale ne cesse de croitre (2, 6, 7, 8).

Cette méthode d’ extraction décrit une distillation seche assistée par micro-ondes qui
consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur micro-ondes sans gjouter ni eau ni
solvant organique. Le chauffage de I’eau interne de la plante permet la rupture des
glandes contenant |" huile essentielle. Cette étape libere I huile essentielle qui est ensuite
entrainée par la vapeur d’ eau produite a partir de |’ eau de la matiére végétale. Un systeme
de refroidissement a I’ extérieur du four micro-ondes permet la condensation du distillat,
compose d eau et d huile essentielle, de fagcon continue est le retour de I’excés d’eau a
I'intérieur du ballon afin de maintenir le taux d’humidité propre au matérid végéta

(fig.4).

. Réfrégirant a eau

. Huile essentielle

. l—
Foar reecro-ceadkes Hh Phase aqueuse

X

Matisre vigétale

Figure 4 : Extraction sans solvant assistée par micro-ondes

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a |’ extraction sans solvant assistée par
micro-ondes, la comparaison entre cette méthode et le procédé classique d extraction sera

I”un des objectifs du chapitre prochain.

18



1).3. D’autres méthodes d’ extraction
e Expression afroid

Les huiles essentielles d’ agrumes sont les seules a étre extraites par le procédé
d’ expression a froid (4). Il est basé sur la rupture des parois des sacs oléiferes; I’ essence
obtenue est ensuite entrainée par un courant d eau froide. Une émulsion constituée d’ eau et

d’ essence se forme, |’ essence est alors isolée par décantation.

e L’enfleurage

La technique d’ enfleurage ou macération est ancienne et n’est plus guere utilisée. Elle
concerne les plantes dont I'ardme est trop fragile pour supporter la chaleur dune
distillation. Elle consiste a étendre une couche de matiere végétale entre deux couches
épaisses de matiére grasse. Aprés avoir renouvelé la matiére végétale plusieurs fois la
graisse est imprégnée de I'huile essentielle, on débarrasse alors |’ essence de I’ excédent

graisseux, et I’on obtient un absolu, une huile essentielle de trés grande qualité olfactive.

e | ’extraction par solvant organique

La technique d extraction par solvant remplace aujourd hui celle de I’ enfleurage. Elle
aboutit aussi a I’ obtention d’absolue trés recherché par les parfumeurs pour la pureté de
leur puissante odeur. Certains composes contenus dans les plantes (responsables du godt
bralant ou piquant, de la couleur ou de la protection vis-a-vis de |’oxydation), sont des
substances non entrainables ala vapeur d eau et donc absentes dans |” huile essentielle ; par
contre elles sont extractibles par certains solvants organiques, en utilisant ces solvants on
obtiendra des extraits beaucoup plus complets renfermant les substances volatiles mais
aussi les cires, les triglycérides,les colorants de nature lipidiques et des substances sapides.
Le solvant sera ensuite éliminé avec le plus grand soin de maniére a ne pas faire disparaitre
les substances les plus volatiles susceptibles de nous intéresser. Avec cette méthode
d extraction deux types de produits sont obtenus: les concretes a partir des substances

végetales fraiches et des résinoides a partir des substances végétal es séchées.

Extraction et indices physiques
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II. Matériel botanique et extraction

[1).1. Laurier

Les huiles essentielles et leurs composants produits par le métabolisme secondaire des
plantes dites aromatique, sont en principe contenus dans toutes leurs parties : fleurs, tiges,
feuilles, graines.....etc. En littérature le Laurier a éé étudié pour son huile essentielle

contenue dans ses feuilles, sesfleurs, sestiges et son écorce (9- 16).

Notre étude s est portée sur I’ huile essentielle des feuilles et des tiges de Laurier. Cette
plante est tres utilisée dans notre pays, suite a sa facilité d' adaptation et sa culture. Les
échantillons de Laurier utilisés dans ce travail proviennent d'un arbre &gé de 07 ans

environ, cultivé dans un jardin privé dans larégion de Boghni (Tizi-ouzou).

La composition chimigue d'une méme plante, peut varier en changeant la méthode
d’ extraction. Pour mettre en évidence cet effet, on a procédé a deux méthodes d’ extraction :
I"’hydrodigtillation et I'extraction sans solvant assistée par micro-ondes. Par ailleurs,
I"hydrodistillation & été effectuée sur les feuilles et tiges fraiches et séchées afin d' éudier

I’ effet du séchage sur la composition de |’ huile essentielle.

[1).2. Marjolaine

La Marjolaine est essentiellement éudiée pour son huile essentielle contenue dans ses
feuilles (17- 19). Etant donné que cette plante n’est pas treés abondante dans notre pays,
I’ étude sur lamarjolaine a été plus limitée.

Les échantillons utilisés dans ce travail, provenant d’un arbre agé de 08 ans, ont été
gracieusement fournis par le jardin d’essais d EL HAMMA a Alger et I’ Institut National
de la Recherche en Agronomie (INRA) de Baraki. L’ échantillonnage a été fait de maniére
aléatoire de plusieurs pieds. Deux méthodes d’ extraction ont été utilisées pour I’ obtention
de I’huile essentielle: I’ hydrodistillation et I’ extraction sans solvant assistée par micro-

ondes.

Extraction et indices physiques
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[1).3. Dénomination

La dénomination des différents échantillons étudiés dans ce travail est présentées dansle
tableau suivant :

Tableau IV : Dénomination des échantillons étudiés dan ce travail.

‘ Nom de Plante ‘ Méthode Origine Partie ‘ Etat ‘ Période

I’ échantillon d’ extraction utilisée derécolte

| MO1 | Marjolaine | HD | INRA | Feuilles | Fraiche | Novembre 2006
| M02 |l | HD | ELHAMMA | Feuilles | // | Janvier 2007

| MO3 | | ESSAM | EL HAMMA | Feuilles | // | Mai 2007

| Lol | Laurier | HD | Tiziouzou | Feuilles | Séchées | Novembre 2006
| LO2 | | HD L | Tiges | Séchées | Novembre 2006
| LO3 |l | HD L | Feuilles | Fraiches | Février 2007

| LO4 | | HD L | Tiges | Fraiches | Février 2007

| LO5 [ | ESSAM L | Feuilles | // | Mai 2007

HD : Hydrodistillation.
ESSAM : Extraction sans solvant assistée par micro-ondes.
INRA : Institut National de la Recherche en Agronomie de Baraki.

[1).4. Rendement

Plusieurs facteurs peuvent influencer le rendement en essence:
e Le type d'extraction : hydrodistillation, extraction par micro-ondes, extraction
par solvant...etc.
e Laduréed extraction.
e L’espece végétale; I'origine de la plante ; son age ; la partie de la plante siége
deI’extraction ; |a période de récolte et méme le temps de récolte (matin, aprés
midi ou soir).

¢ Lesconditions climatiques et géographiques.

Le tableau V regroupe les valeurs des rendements obtenus ainsi que la durée de

|” extraction.
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Tableau V : Rendement et durée des différentes extractions.

Echantillon MOl | M02 [ Mo03 [ Lol L02 L03 L04 L05
Rendement. (%) | 04 0.27 02 1 0.23 0.7 0.09 0.26
Duree 03h 03h 20min | 03h 03h 03h 03h 20 min

* . Rendement = (mye/ my) x 100.
mMue : Masse de |’ huile essentiélle.
my : Masse delamatiere végétale.

Nous pouvons constater que :

Dans le cas du Laurier, le rendement le plus élevé est observé pour les feuilles sechées
(1%) ceci peut étre da a la concentration de I’ huile essentielle aprés élimination de I’ eau.
Une différence insignifiante (0,617 % pour les feuilles humides et 0,642 % pour les
sechées) a été mentionnée par V. Demir et al (10) qui ont tenté d' éudier I’ effet du séchage

sur le rendement en huile essentielle des feuilles de Laurier.

Nous constatons également que les tiges qu’ elles soient sechées ou fraiches renferment
moins d’ huile essentielle que les feuilles ce qui ' est pas en accord avec C. Fiorini et al (9)
gui ont trouvé un rendement de 0,68 % dans les tiges alors que les feuilles contenaient
0,57 % d'essence. Par ailleurs, le rendement obtenu par I'ESSAM est moins important
(0.26 %) par rapport a celui obtenu par hydrodistillation (0,7 %) ce qui prouve I’influence
de la méthode d'extraction sur le rendement de I'huile essentielle. Concernant la
Marjolaine les rendements obtenus par les deux méthodes sont pratiqguement les mémes
(0,27% HD, 0,2 % ESSAM). Ces résultats sont d'autant plus intéressants vu la durée de
I’ESSAM qui n’ excéde pas les 20 minutes alors que ladurée de I’ HD est de 03 heures.

Par ailleurs les tiges de Marjolaine n’ont donné aucune goutte d’ huile essentielle. En
effet |a partie aqueuse récupérée est trés aromatisée, I’ utilisation d’ une trés grande quantité
de matiére végétale (de I’ ordre des kilogrammes) peut conduire a de petites gouttes d' huile

essentielle ce qui N’ est pas intéressant d' un point de vue industriel.

Extraction et indices physiques
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Extraction et indices physiques

Dans le but de comparer les rendements des huiles essentielles des deux plantes

poussant en Algérie avec ceux des autres pays, on a regroupe les rendements en huile

essentielle d’ un certain nombre de pays pour les deux méthodes d’ extraction.

Tableau VI : Comparaison du rendement en HE du Laurier et Marjolaine cité dans la

littérature.

| Plante | ME | Pays |Rd(%) |Etat |PU | Référence
| Laurier | HD | France | 0.57 | Fraiche | Feuilles | (9)
| Laurier | HD | Iran 1 | Fraiche | Feuilles | (14)
| Laurier | HD | Croatie | 0.62 | Fraiches | Feuilles | (16)
| Laurier | HD | Algérie | 0.7 | Fraiches | Feuilles [ *

| Laurier | HD | Itaie | 0.78 | Séchée | Feuilles | (10)
| Laurier | HD | Tunisie | 13 | Séchée | Feuilles | (15)
| Laurier | HD | Algérie |1 | Séchée | Feuilles [ *

‘ Laurier ‘ ESSAM ‘ ltalie | 0_81""_1,13b‘ Séchée | Feuilles | (11)
| Laurier | ESSAM | Algérie | 0.26 | Fraiches | Feuilles [ *

| Marjolaine | HD | Hongrie | 0.8 | Séchée | Feuilles | (18)
| Marjolaine | HD | Gréce | 0.2 | Séchée | Feuillestfleurs | (19)
| Marjolaine | HD | lledelaréunion | 1 | Fraiche | Feuilles+fleurs | (20)
| Marjolaine | HD | Algérie | 0.4 | Fraiche | Feuilles [ *

| Marjolaine | ESSAM | Brésil 1,17 | - | Feuilles | (4)
| Marjolaine | ESSAM | Algérie | 0.2 | Fraiche | Feuilles [ *

M E : Méthode d’ extraction.

Rd : Rendement.

P U : Partie utilisée.

HD : Hydrodistillation.

ESSAM : Extraction sans solvant assistée par micro-ondes.

&: Utilisation d’ une puissance de 200 W pendant 1 heure.

P Utilisation d' une puissance de 300 W pendant 1 heure,

* - Cetravail.

Comme notifié sur ce tableau, la comparaison des rendements en essence des feuilles de

Laurier, permet d observer que d une maniere genérale les feuilles séchées de Laurier

renferment plus d’ essence que les fraiches. On remarque aussi une concordance entre nos

résultats (0,7 % pour les feuilles fraiches et 1% pour les séchées) et ceux donnés par la
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littérature (0,576 % - 1 % pour les feuilles fraiches et 0,78 % - 1,13 % pour les séchées).
Parmi les équipes qui ont comparé I’'HD aL’ESSAM, F. Guido et al (11). lls ont noté que
cette derniére donne plus d’'essence ce qui n'est pas le cas pour nos résultats, en effet
d’ autres facteurs (comme la durée de I’ extraction, la puissance de micro-ondes utilisées,
I’age de laplante,...... ), peuvent influencer sur le rendement.

Concernant la Marjolaine, qui présente un rendement plus faible que celui du Laurier, on
remargue que les valeurs du rendement en essence sont fluctuantes en passant d’ un pays a
I"autre ce qui rend difficile la comparaison, mais d’une maniére globale on peut dire que
nos rendements sont du méme ordre que ceux des autres pays dans le cas de I'HD,
contrairement a I’ESSAM ou on remarque une différence considérable (0.2 % dans notre
cas et 1.17 % dans lalittérature).

[11) Indices physiques

La premiere méthode de valorisation des huiles essentielles est bien la caracterisation
organoleptique (odeur, goQt, couleur, état ...). Les deux plantes étudiées dans ce travail ont
une huile essentielle a odeur agréable tres forte et spécifique, sauf pour I’ échantillon M02
qui a une odeur moins importante ceci peut étre di a la période de récolte (Janvier 2007).
La couleur est jaune pale et |’ aspect est d’ une certaine viscosité. Cependant cette méthode
reste toujours incompléte et subjective, d'ou la nécessité d autres techniques plus
objectives telles que la caractérisation des huiles essentielles par les différentes méthodes
d’analyse et par les indices physico-chimiques: densité, pouvoir rotatoire, indices de

réfraction, solubilité dans|’alcool, indice d’ acide, indice d' ester etc.....

Pour notre part, nous avons limité notre étude a la mesure des indices de réfraction

uniquement a cause de la faible quantité d’ essence pour tous les échantillons obtenus.

Lesindices mesurés sont regroupés dans le tableau suivant :

Extraction et indices physiques
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Tableau VII : Indices de réfraction des huiles essentielles de Laurier et delaMarjolaine.

Echantillon Indices mesurés
MO1 1.4739
MO2 14724
MO3 1.4653
LO1 1.4700
L02 1.4820
LO3 1.4691
LO4 1.4696
LO5 14671

*: Lavaleur donnée est la moyenne de trois mesures.

Les résultats obtenus montrent qu’une différence dans la composition chimique

entraine une variation de I’indice de réfraction, autrement dit, on remargue que pour

I” huile essentielle de la marjolaine extraite par hydrodistillation, I’indice est de 1.4724

alors que pour I'HE extraite I'ESSAM qui montre une certaine différence dans la

composition chimique comparée ala premiéere, est de 1.4653.

En ce qui concerne le laurier, I’indice de réfraction varie beaucoup plus en changeant

I’ organe et la méthode d’ extraction. Le séchage a une légére influence sur I’indice de

réfraction de I’ huile essentielle des feuilles (1.4700 pour les séchées et 1.4691 pour

les fraiches) tandis que dans celle des tiges on observe une variation considérable

(1.4820 et1.4690). Ce résultat est en accord avec les résultats obtenus dans le prochain

chapitre concernant |’effet du séchage sur la composition chimique de |'huile

essentielle desfeuilles et des tiges de laurier.
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V) Partie expérimentale
Extraction :

L’ hydrodistallation a été faite en utilisant un Clevenger modifié pendant 03 heures et la
matiére végétal e est bien lavée et pesée avant d’ étre introduite dans le ballon (fig.3).
La premiére goutte apparait apres 30 minutes de chauffage, I’ huile essentielle est au début
de la digtillation incolore elle commence a prendre la couleur jaune pale vers lafin. L'HE
est séchée sur sulfate de sodium anhydre pour éliminer toutes traces d’ eau et est conservee
dans des flacons fumés, hermétiquement fermés et a basse température pour éviter sa
dégradation.

Dans I’ESSAM il est préférable d utiliser la plante fraiche pour éviter sa calcination a
I"intérieur du four micro-ondes; les feuilles sont lavées plusieurs fois dans le ballon. Ce
dernier est placé dans un four micro-ondes muni d'un Clevenger (fig.4). La puissance
utilisée est de 850 W durant 20 minutes en tenant compte du temps mort (temps de

I’ apparition de la premiéere goutte : 4minutes).

Indice de réfraction n”°; (Norme NF T75-112):

L’indice de réfraction est déterminé par lecture directe sur un réfractometre de marque

KRUSS en employant lalumiere diffuse du jour, latempérature a été maintenue a20° C a

|’aide d' un thermostat.

Extraction et indices physiques
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CHAPITRE I11

ANALYSE DE L'HUILE ESSENTIELLE DE
LAURIER ET DE MARJOLAINE PARLE
COUPLAGE GC/MSEN MODE IE



__________________ Analyse par GC/MS

[) Introduction

Nombreux sont les laboratoires aujourd hui équipés d’'un chromatographe en phase gazeuse
couplé a un spectromeétre de masse. La technique est généralement désignée par ses utilisateurs
sous le terme abrégé " GC/MS" pour "gas chromatography/ masse spectrometry”. La GC/MS est
aujourd hui a son apogee et trouve des applications dans des domaines auss variés. En effet

I” association des deux techniques constitue un instrument indispensable en chimie analytique.

1)- 1 Chromatographe en phase gazeuse

Le réle du chromatographe est de séparer les constituants d’un mélange. La chromatographie en
phase gazeuse est réservée a I'analyse des composés volatils et thermiquement stables. Le
chromatographe en phase gazeuse est constitué de 03 modules: un injecteur, une colonne
capillaire dans un four et un détecteur (fig.5). Il existe différents types de détecteurs mais le
spectrometre de masse tend a supplanter tous les autres car il est le seul afournir des informations

structurales sur les composeés séparés par la chromatographie.

Détecteur
Injecteur

.-'l"’l' [ I |
' 1

Colonne Four
Exploitation des

™. gaz vecteur donnees

Figure 5: Schéma du chromatographe.
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__________________ Analyse par GC/MS

a- L’injecteur

L’injecteur est une zone chauffée ou I’échantillon est introduit en solution au moyen d’ une
seringue puis vaporisé et mélangé au gaz vecteur. Le gaz vecteur, classiqguement |I'Héium,
constitue la phase dite mobile. Son réle consiste a véhiculer les solutés depuis I’ injecteur jusqu’ au
détecteur en passant par |a colonne analytique.

b- Lefour et la colonne capillaire

Le four contient I’éément clé de la séparation chromatographique : la colonne analytique. De
nos jours, les colonnes utilisées en GC/MS sont des colonnes dites capillaires; la colonne est
congtituée d’ un tube de silice fondue dont la paroi interne est couverte d’ un film chimique nommeé
phase stationnaire; la paroi externe est gainée d’'un revétement en polyamide qui confere la
souplesse et la robustesse a la colonne. La phase stationnaire est caractérisée par les fonctions
chimiques greffées sur la silice. Si ces dernieres sont apolaires (chaine d’ alcanes ou groupements
phényles, par exemple), la colonne est dite apolaire. Si au contraire, la phase stationnaire est
constituée de composés polaires tels que les polyéthylénes glycols, 1a colonne est dite polaire.

La colonne capillaire sort du chromatographe et entre dans e détecteur (spectrometre de masse)
atravers une ligne de transfert. 1l s'agit d’un cylindre intensément chauffé de maniére a éviter que
les molécules éluées ne se condensent entre les deux appareils. La figure 6 présente un schéma
simplifié d’ un appareil de couplage GC/MS.

Introduction

Chromatographie

> | Interface CG/SM |
en phase gazeuse du composé

i Transfert du composé

Source d'ions

Séparation en

masse/charge — Analyseur
Détecteur
i Numeérisation du signal
Traitement
Ordinateur < | Interface MS/DOS |
des données

Figure 6: Schéma du couplage GCI/MS
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__________________ Analyse par GC/MS

1)-2 Spectrometre de masse

Le spectrométre de masse permet |’ identification et la quantification des solutés ; il est constitué de
trois éléments : une source, un analyseur et un détecteur (1).
% Lasource:

La source est la partie du spectrometre de masse ou sont produits des ions gazeux a partir des
molécules introduites ; les composés éués arrivent au spectrométre de masse a |’ état gazeux, les
sources sont dites a impact électronique ou a ionisation chimique ; on parle de EI pour "Electron
Impact”, de CI pour "Chemical ionisation”. Leur utilisation est réservée a |’ analyse des composes
gazeux ou facilement volatilisables. Dans ce travail on a utilisé le mode d’ impact éectronique qui
consiste a bombarder les molécules par un faisceau d’'électrons (produit par le chauffage d’ un
filament méallique de tungsténe ou rhénium le plus souvent) de haute énergie (70 eV
généralement). L’ impact d’un éectron sur une molécule M a pour effet d’arracher un éectron a
cette derniére, conduisant ainsi & laformation d’un ion radicalaire M™". Cet ion acquiert une grande
quantité d’ énergie interne qui I’amene généralement a se fragmenter spontanément en ions plus
petits.

< L’anayseur:
L’ analyseur sépare les ions produits par la source en fonction de leur rapport m/z.
% Ledéecteur:
Le rble du détecteur est double : détecter lesions proportionnellement aleur nombre et amplifier le

courant correspondant pour le rendre détectable par I’ électronique du systeme.

Lors d’ une analyse chromatographique nous pouvons agir sur plusieurs parameétres:
e Lesdimensionsdelacolonneans quelanature de la phase stationnaire.
e Legaz vecteur et son débit dans la colonne.
e Latempérature del’injecteur, du four chromatographique et celle du détecteur.
e Lapréparation de |’ échantillon aanalyser : concentration, dilution, quantité injectée.
e Lesparamétres d acquisition du signal éectrique qui peuvent modifier la sensibilité.

Notre démarche analytique a consisté a optimiser les méthodes chromatographiques a partir des
références bibliographiques. Etant donné que notre huile essentielle contient plusieurs familles
chimiques polaires et apolaires, I’ utilisation de deux colonnes de polarité différente s est avérée
nécessaire (2). Par ailleurs nous avons calculé les indices de rétention de chague composé que nous

avons pu ensuite les comparer avec les données de lalittérature.
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__________________ Analyse par GC/MS

Le calcul desindices de rétention en CPG a été introduit par Kovats en 1958 a partir des conditions
isothermes. Pour le calcul des indices de rétention en programmation de température nous avons
adopté larelation proposée par Van Den Dool et Kratz' :

tre - R
IK(g =100xz+100X N  --------mmmmmmmmoeee

trRzn) - TR(
t Ry = tempsde rétention du soluté (s) étudié.
tr(y = tempsderétention de ! alcane a(z) atomes de carbones qui précede (s).
t R@zn) = tempsderétention del’ acane a(z+n) atomes de carbones qui sit (S).
n : différence du nombre d’ atomes de carbones entre les deux alcanes (n= 1 général ement).

Il est a signaler que tous les échantillons ont été injectés au préalable en chromatographie en
phase gazeuse seule dans le but d’ optimiser les conditions opératoires avant de les injecter en
GCIMS.

L’identification a été faite a I’aide d'un logiciel « Chemstation » qui compare les spectres de
masse de Nos composes, a ceux qui lui sont dga introduits et donne plusieurs propositions avec un
pourcentage de compatibilité décroissant (20 propositions). Le composé sera ensuite confirmé en
étudiant sa fragmentomeétrie, I’indice de rétention va jouer le réle de filtre quand a la confirmation
du composé.

I1) Résultats et discussion

I1-1) Les échantillons de Marjolaine

Les huiles essentielles étudiées ont éé analysées par GC/MS a I’aide de deux colonnes de
polarité différentes: I'une polaire (stabilwax) et I'autre apolaire (HP5 MS), les conditions
opératoires sont détaillées dans |a partie expérimentale.

Un exemple de chromatogramme des échantillons de Marjolaine obtenus sur les deux colonnes
est représenté dans les figures de 08 et 09. Dans les tableaux VIII et 1X sont regroupés les
résultats de I'analyse qualitative et semi-quantitative pour les trois échantillons sur les deux
colonnes.

Quelgue soit la provenance et quelque soit la méthode d’ extraction utilisée, le térpinéne-4-ol
est incontestablement le composé majoritaire araison de 25,09 % dans M02 et 17 % dans MO1 et

MO3 (Tab IX). On constate que le pourcentage est maximum dans les feuilles soumises a

1 : Van den Dool, H. and Kratz, P.D, «A Generalization of the retention index system including linear
temperature programmed gas - liquid partition chromatography», journal ofChromatography, (1963),
11, 463 - 471.
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I’extraction par HD, ce résultat a dga été signalé dans |’ étude de Jana Richter et a (3) en
comparant la proportion du terpinén-4ol contenu dans les feuilles de Marjolaine en utilisant 05
méthodes d’ extraction différentes (hydrodistillation, |’ extraction par solvant, |’ extraction accélérée
par solvant, |’ extraction par fluide supercritique, microextraction sur phase solide).

Lafigure 7 représente une proposition de fragmentation du terpinéne-4-ol.

+ . +
+ +-
(2)\/ HO (Q\ HO
&) “H,0 (1)
- - —_—
o1 - @
miz=121 m/z=136 m/z=154 m/z=139
Terpinéne-4-ol
@ | |
() L3 2
o | B
+
OH
Y
+
OH +-
CaH7 ™
m/z=43
m/z=111
m/z=93 -H, m/z=86
m/z=41
+ -
)OH\(
m/z=69 -2 H
m/z=71

Figure 7 : Proposition d’ un schéma de fragmentation du terpinéne-4-ol.
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Figure 7 : Chromatogrammes de | huile essentielle de la Marjolaine (échantillon M01, M02, M03)
Obtenus par e couplage GC/M S en mode impact éectronique (IE) sur lacolonne HP5MS.
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Figure 8 : Chromatogrammes de |” huile essentielle de |la Marjolaine (échantillon M01, M02, M03) obtenus
Par le couplage GC/M S en mode impact électronique (IE) sur lacolonne  Stabilwax.
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Tableau VIII : Identifications des constituants des huiles essentielles de Marjolaine par

GC/MS (sur la colonne HP5 MS).

N° | Composé IKMOL | IKMO2 | IKMO3 | REF
1 | a-Thujéne 920 919 920 931
2 | a-Pinene 926 925 926 939
3 | Camphéne 940 939 940 953
4 | Sabinéne 969 967 967 976
5 | B-Pinene 971 968 968 980
6 | 3-Octanone 984 - - 986
7 | B-Myrcene 988 986 986 991
8 | a-Phellandréne 999 998 998 1005
9 | §-3-carene - - 1004 1011
10 | a-Terpinéne 1014 1013 1011 1018
11 | P-Cymene 1021 1021 1021 1026 2
12 | B-Phellandréne 1025 1025 1024 1031
13 | Cis- B-Ociméne 1035 1034 - 1040
14 | Trans- B-Ocimene 1046 1044 1045 1050
15 | y-Terpinéne 1057 1057 1054 1062
16 | Cis-Sabinene hydrate 1066 1064 1066 1068
17 | a-Terpinoléne 1084 1083 1082 1088
18 | Trans-Sabinéne hydrate 1098 1099 - 1097
19 | Trans-Sabinéne Hydrate+ Linal ool - - 1099 -
20 | Linaool 1105 1102 - 1098
21 Trans-1-M étr]yl -4-(1-Méthyléthyl)- 1121 1119 1123
, 2-Cyclohexen-1-ol
22 | Cis-pinene hydrate (t) 1123 - - 1121
23 | Trans pinocarvéol 1133 1132 1135 1139
24 | Terpinene-1-ol 1143 1135 1140 1134
25 | 2,3 dihydro 1,8-cinéol - 1147 1145
26 | Trans-2-carén-4-ol - - 1150
27 | Pinocarvone 1155 1154 1156 1162
28 | Bornéol - - 1169 1165
29 | Terpinene-4-ol 1181 1179 1178 1177
30 | a-Terpinéol 1195 1197 1193 1189
31 | Cis-Piperitol 1198 1200 1197 1193
32 | Dihydrocarvone 1203 1204 1202 1200
33 | Trans-Pipéritol 1208 1209 1207 1205
bicyclo [3,1,0] 5 isopropyl-2-
34 méthyl hexane-2-ol ) ) 1215
35 | Ni 1222 1222 1221
36 | Nérol 1228 1228 - 1228
37 | Nérd 1235 1235 - 1240
38 | Thymyl méthyle éther 1241 1241 - 1235

Analyse par GC/IMS
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Tableau VIII : Suite.

Analyse par GC/IMS

N° | Composé IK MO1 | IK M02 | IK M03 | REF
39 | Lindyl Acétate 1254 1256 1260 1257
40 | Dihydro linalool acetate 1266 1266 1268 1275
41 | Bornyl Acétate 1279 1279 1280 1285
42 | Translinalool oxyde acétate - 1282 1283 1285
43 | Ni 1285 1285 1285
44 | Cis pipéritol acétate (t) 1293 1294 1294 1330
45 | Ni 1299 1299 1299
46 | Ni 1317 1317 1318
47 | Bicycloélémeéne 1327 1327 1327 1330
48 | a- terpinyl acétate (t) 1342 1342 1340 1350
49 | Ni - - 1358
50 | Néryl acétate 1360 1360 1360 1365
51 | Géranyl acétate 1380 1380 1380 1383
52 | Ni - 1388 -
53 | Trans-caryophylléne 1409 1408 1408 1418
54 | Aromadendréne 1425 1425 1439
55 | a.-Humuléne 1440 1441 1441 1454
56 | Alloaromadendréne 1447 1448 - 1461
57 | Bicyclogermacrene 1488 1487 1487 1494
58 | 5- Cadinéne 1514 1514 1514 1524
59 | Lédol 1555 1555 - 1565
60 | Spathulénol 1568 1569 1569 1576
61 | Caryophylléne Oxide 1571 1572 1572 1581
62 | Globulol 1573 1574 1583
63 | Viridiflorol 1581 1581 - 1590
64 | Ni - 1615 1614
65 | Isospathulénol 1629 1629 1629
66 | Torreyol 1645 1646 1645 1645
67 | Ni 1966 - 1966
68 1-hexane, 1—[4—(4—mét\hy|-3— 1993 i
pentenyl)-3-cyclohexene-1-yl]
69 | sclaréne 1998 - 1998 1967
70 | Abiétatriene 2042 - 2042 2054
71 | phytol 2110 - - 1949
72 | Ni 2196 - 2196
73 | Dihydroabiétol 2242 - 2242 2359
74 | 4-épi -abiétol 2296 - 2296 2341
75 | Abiétol 2339 - 2339 2391

" Référence (4), % Référence(5),

Ni

: Non identifié.

t : Tentative d identification.

37



__________________ Analyse par GC/MS

Tableau |1 X : Analyse semi-quantitative par GC/MS des huiles essentielles de Marjolaine (sur la
colonne Stabilwax).

N° | Composé MO1 M02 MO3 REF
% IK % IK % IK
1 | Acétone 0,01 815 0,02 818 0,02 818 831%
2 | 3-Méthyl-Butanal - - 0,01 918 - -
Acide Butanoique, 2-
3 | Méhyl-, Méthyl Ester 001 | 1005 - - - -
4 | a-Pinéne 1,06 1019 0,64 1021 0,33 1021 | 1032°
5 | a-Thujéne 0,82 1022 0,55 1024 0,24 1024 | 1035°
6 | Camphéne 0,07 1061 0,09 1064 0,01 1064 1083 ¢
7 | B-Pinéne 0,59 1105 0,35 1108 0,23 1108 1124 °¢
8 | Sabinéne 7,01 1122 4,26 1121 5,24 1122 1121°¢
9 | B-Myrcéne 2,24 1159 1,63 1162 1,59 1161 1156 ¢
10 | a-Phéllandréne 0,09 1162 0,28 1165 0,04 1165 1177 °¢
11 | Pseudolimonéne 0,08 1166 0,06 1168 0,05 1168
12 | a-Terpinéne 7,30 1181 7,85 1182 3,66 1181 | 1180°
13 | 2,3-Dihydro-1,8 Cinéole 0,01 1186 0,02 1189 - - 1195°
14 | Limonéne 2,14 1199 1,88 1200 1,72 1200 1203 ©
15 | 1,8-Cinéole tr 1208 0,53 1207 - 12137
16 | p-Phellandréne 2,33 1212 175 1210 1,60 1209 1218"
17 | Cis-B- Ociméne 0,02 1231 - - 0,06 1250 1228°¢
18 | Trans-B- Ociméne 0,03 1249 0,09 1233 0,04 1233 1250 ¢
19 | y-Terpinéne 9,39 1249 13,09 1249 7,07 1248 1251°¢
20 | 3-Octanone 0,10 1250 - - - -
21 | P-Cyméne 2,77 1252 2,75 1272 3,23 1271 1280 ¢
22 | o-Terpinoléne 3,53 1270 3,34 1284 1,89 1283 11278 °¢
23 | 1-octén-3-one 0,04 1283 - - - -
24 | Cis-3-hexenyl acétate - - - 0,03 1314 1329°¢
25 | Cis-3-Hexéne-1-ol - - 0,02 1375 - - 1370°¢
26 | 1, 3,8-Para-Menthatriene - - 0,01 1394 - -
bis[ 1-méthyl éthylidene]
21 Cyclobuténe - j 0,01 1426 - i
28 | P-o-diméthylstyréne - - 0,02 1437 - -
29 | Trans-Sabinéne Hydrate 3,55 1442 1,81 1457 571 1458 1464 ¢
30 | Bicycloélémene 0,21 1461 0,04 1479 0,04 1480 | 1495°
2, 2, 3-triméthyl, 3,
31 | cyclopentane-1- - - 0,02 1489 0,05 1489
acétaldehyde
1-(1,4-Dimeéthyl-3-
32 | Cyclohexen-1-yl)- 1516 1519 -
éthanone - 0,02 -
33 | Terpinene-4-ol acétate 0,10 1523 - - 2,80 1528
34 | Linalool 4,97 1526 4,92 1541 8,45 1544 1553"
35 | Cis Sahinéne Hydrate 6,41 1541 3,51 1543 14,51 1548 1556 "
36 | Linalyl acétate 1,12 1546 2,92 1556 9,45 1558 1565 "
Trans-1-Méthyl-4-(1-
37 | Méhylethyl)-, 2- 1556 1559 1561
Cyclohexén-1-ol, 2,17 2,08 1,54
38 | Pinocarvone tr 1569 0,04 1571 0,05 1572 1586 "
39 | Bornyl acétate 0,12 1581 0,36 1583 0,09 1583 1597 "
40 | Terpinéne-4-ol 17.26 1584 25,09 1608 17,33 1606 1611"
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Tableau | X : Suite.

Analyse par GC/IMS

N° | Composé MO1 MO02 MO03 REF
% IK % IK % IK
41 | Caryophylléne 2,97 1610 1,76 1611 - - 1612 °
42 | trans Dihydrocarvone - - - - 0,09 1613 1624 €
43 | A-terpinenyl acétate 0,40 1615 0,35 1616 018 1616 | 1628°
44 | Terpinéne-1-ol 1,47 1617 1,38 1623 0,64 1623 1576 ¢
45 Cis dihydrocarvone 0,24 1623 0,05 1631 0,09 1631
46 | Thujaketone 0,05 1631 0,05 1645 0,09 1645
47 | Transpinocarvyl acétate 0,07 1644 0,04 1648 0,05 1648 1661 °
48 | Trans-Pinocarvéol 0,08 1647 0,08 1651 0,07 1651 | 1664°
49 | o terpinéol 0,04 1651 0,04 1665 0,02 1665 | 1682°
50 | a-humuléne 0,20 1663 0,20 1671 0,27 1670 1673°
51 | Trans pipéritol 058 1671 049 1673 036 1673 1679°
52 | 1,8-Menthadien-4-ol 0,06 1673 0,09 1680 0,02 1680 17009
53 | a- terpinéol 4,67 1683 7.33 1692 5,46 1691 1702 ¢
54 | Bornéol 023 1601 ] - ] - 17199
111, 2, 3
55 | trimethylcyclopent-2- 0,04 1699 0,02 1701 - -
enyl]-ethanone
56 | Néryl acétate 021 1709 0,35 1721 0,14 1720 1735
57 | Bicyclogermacrene 3,67 1731 312 1737 2,65 1736 | 17449
58 | Cispipéritol - - tr 1738 1758 ¢
59 | a-Farneséne tr 1744 0,01 1744 0,03 1744 | 1760°
60 | Géranyl acétate 0,37 1743 0,61 1753 0,20 1752 1765 ¢
61 | 5-Cadinéne 0,09 1751 0,03 1758 tr 1761 17739
62 | Nérol 0,12 1789 0,21 1794 0,06 1794 1808 ¢
63 | 24-decadiéna 0,10 1800 ] - ] - 18279
64 | Trans-carvéol 0,06 1827 0,07 1831 0,07 1831 1845 d
65 | Géraniol 0,29 1831 0,53 1840 0,11 1840 1857¢
66 | Para-cymén-8-ol 0,05 1841 0,06 1845 0,06 1845 | 1864 ¢
2,6-Bis(1,1-
67 | Diméthyléthyl) 4- tr 1877 - - - -
Méthyl Phenol,(BHT)
68 Caryophylléne oxide 0,21 1979 0,20 1990 0,16 1990 1985 ¢
69 | Germacrene D-4-ol 0,04 2048 - 2052 0,08 2052 2069’
70 | Globulol 0,10 2062 0,02 2078 ] - 2096 °
71 Ni 0,24 2076 0,07 2083 0,21 2083
72 | Viridiflorol 012 2082 0,10 2087 015 2088 | 2104°
73 | Spathulénal 0,32 2116 0,09 2126 0,29 2126 2144°
74 Ni 0,07 2135 0,27 2146 0,15 2146
75 Ni 0,30 2151 0,15 2163 0,17 2163
76 | Thymol 0,03 2171 010 2196 ] - 2155 "
77 | carvacrol 014 2187 0,02 2208 0,06 2208 | 2239°
78 I sospathulénal 0,27 2211 0,06 2225 0,08 2225
79 | o- cadinol 0,06 2225 0,10 2232 0,02 2232 2055 °
80 | 13-Octadecana 0,20 2253 0,02 - ] - 23537
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__________________ Analyse par GC/MS

Tableau | X . Suite.

MO1 MO02 MO03
N° MPOSE REF
Compose % IK % IK % IK
81 | Ni - - - - 0,108 2335 -
82 | Ni 0,17 2444 - - - - -
83 | Phytol 0,14 2566 - - - - 2622 "
Acide N-
84 | Hexadecanoique, Acide 2641 - - - 2931 "
palmitique 018 _
85 | Ni 0,10 * - - - - -
86 | Acideoléique 1,05 * - - - - -

a: Référence (5).

b: Référence (6).

. Référence (7).

. Référence (8).

: Référence (9).

: Référence (10).
: Référence (11).
. Référence (12).

. Référence (13).

. Référence (14).

T JKQ "0 a0

* . Tr compose > Tr du dernier alcane dans la série Cs-Cos.
tr: al’ éat de traces.

Ni : Non identifié.
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__________________ Analyse par GC/MS

D’ aprés la littérature I’ Origanum Majorana existe sous 2 chemotypes différents (7,15) : le premier
avec le terpinene-4-ol seul ou accompagné avec le cis et trans sabinene hydrate comme composeés
majoritaires et le second avec le thymol et le Carvacrol comme composées prédominants. D’ apres
I’ analyse par GC/MS, la Marjolaine poussant en Algérie ferait partie du premier chemotype.

Parmi les composeés identifiés, 62 sont commun aux 03 échantillons de marjolaine. Nous citons
a titre d'exemple les plus abondants: le Sabinéne qui est majoritaire dans |’ échantillon M01
(7.10%), I’ a-terpinéne et le y-terpinene majoritaires dans M02 (7.85 % et 13.10 %), le Linalool
(8.44 %), le Linalyl acétate 9.44 % ains que Cis-sabineéne hydrate (14.51 %) dans M03. On
remarqgue ici que I’ échantillon M03 (ESSAM) contient |e pourcentage e plus important en alcools
monoterpéniques. Melpomeni et al (16), Komaitis et al (15) et Vagi et al (17) ont signalé que le
Cis-sabinene hydrate existe a trés faible pourcentage dans I'HE de la marjolaine extraite par
hydrodistillation alors que dans notre essence on a un pourcentage de 6 %, un résultat comparable

au notre a éé signalé par Defereraet al (18).

D’ autres composeés N’ ont été trouvés que dans une seule essence (M01) : il s'agit du Phytol, Cis
pinene hydrate, 2, 4 Decadiena , Tetradecana , 13-Octadiénal, 3-Octanone, 1-Octen-3-one, , 2-
Méthyl-, Méthyl Ester Acide Butanoique, Acide Pamitique, Acide Oleique, 2,6-Bis(1,1-
Dimethylethyl)-4-Methyl Phenol (BHT), 1-Hexane. Dans I'essence M02 on peut trouver: 3-
methyl- Butanal, 1,3,8-paramentatriéne , big[1-methylethylidene Cyclobutene. 6-3-Carene, trans-
2-carene-4-ol, bicyclo[3,1,0]- 2-methyl 5 isopropyl- hexane-2-ol, cis-3-hexenyl acétate ont é&é
trouvé dans MO3. Il est a noter que mis a part I’ acide palmitique (15), tous les autres composés

n’ont jamais été cités dans lalittérature a notre connai ssance.

En conformité avec lalittérature (15, 19) les monoterpenes sont principalement représentés dans
les échantillons M01, M02, MO3 respectivement par : |'a-pinene (7%, 4.26 %, 5.20%), I’ a-
terpinene (7.30 %, 7.55 %, 3.66 %) et le y-terpinéne (9.39 %, 13.09 %, 7.02 %) ; ce dernier

composeé apporte aux huiles essentielles une note olfactive fraiche d’ agrumes (20).

On trouve aussi une quantité moindre de I’ alpha thujene, I’ o phellandrene, le Pseudolimonéne,

ains que le cis et trans [3- Ociméne et |le Camphene.
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__________________ Analyse par GC/MS

Le traitement de nos spectres nous a permis par ailleurs |’identification de deux composés

diterpeniques : le sclarene et I’ abietatriene.

Parmi les sesguiterpénes identifiés, on trouve magjoritairement : le Bicycloélémene, le trans
Caryophylléene et le Bicyclogermacrene, I’ Aromadendrene et |’ Alloaromadendréne qui n’ont été
décelés que sur la colonne apolaire dans I'HE extraite par HD alors qu'il n’ont pas éé identifiés
avec |'ESSAM.

Nous devons signaler par ailleurs, gue 38 alcools ont été identifiés dont le terpinén-4-ol, le cis

Sabinéne hydrate, |’ o terpinéol et le linalool sont les plus abondants.

Plusieurs alcools sesquiterpéniques tels que le germacrene D-4-al, le globulal, le viridifloral, le
gpathulénol et I'a. cadinol ains que d autres alcools diterpéniques comme |’abiétol et le
dihydroabiétol ont été par ailleurs mis en évidence. Il est a noter, qu’ a notre connaissance, aucun

diterpéne n’ a éé rencontré dans I’ huile essentielle de la marjolaine dans la littérature.

Les feuilles de Marjolaine renferment aussi de |’ acide Butanoique 2 methyl, methyl ester, le, le
P-cymene-8-ol, 2,4 decadienal et le tetradecanal, composes qui n'ont jamais éé, a notre

connaissance, rencontrés dans|’HE desfeuilles de Marjolaine.

Letableau X regroupe les pourcentages des différentes familles chimiques présentes dans les trois

huiles étudiées, qui sont représentés sous forme d histogramme sur lafigure 10.

On remarque que I’ HE de I’ échantillon MO1 est la plus riche en hydrocarbures monoterpéniques
hydrocarbonés et la plus pauvre en composés monoterpéniques oxygeneés; |’ échantillon M03
contient la fraction monoterpenique oxygénée la plus importante, on remarque aussi un tres faible
pourcentage de diterpénes hydrocarbonés et oxygénés dans M0O1 et M0O3 alors gu’il ne sont pas
présents dans |’ échantillon M02.
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Analyse par GC/IMS

Tableau X : Pourcentages des différentes familles chimiques existant dans |” huile essentielle de

lamarjolaine.

Proportion (%)

Echantillon MO1 | M02 | MO3

M onoter penes 39,45 | 38,57 | 36,99
Monoterpenes oxygénés | 36,45 | 52,64 | 64,34
Sesquiter pénes 692 | 510 | 2,98
Sesquiter pénes oxygénés | 0,83 0,73 0,61
Diter penes 0,081 - 0,07

Diter pénes oxygénés 0,16 - 0,18

70+

60-
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04

MO1

MO2

MO3

O Monoterpénes

B Monoterpénes oxygenés
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[J Sesquiterpénes
oxygenés

B Diterpénes

O Diterpénes oxygenes

Figure 10 : Proportion de chaque famille de composés existant dans I’ huile essentielle des
échantillons M01, M02, MO3.

Le tableau X1 regroupe le nombre de spectres de masse traités et |le nombre de composés identifiés

dans chague essence.

Tableau X1 : Nombre de spectre de masse et composés identifiés.

Echantillon MO1 M 02 MO03
Spectres proposés (HP5 MS) 65 58 60
Composés identifiés (HP5 MS) 59 52 52
Spectres proposes (Stabilwax) 77 68 62
Composés identifiés (Stabilwax) 72 65 58
Total des composes identifiés 91 79 75
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__________________ Analyse par GC/MS

L’ utilisation de 2 colonnes a polarités différentes nous a aidé a confirmer la présence de certains
composes et a separer d’ autres éués en méme temps; e sabinéne et le B-pinéne qui ont été co-elués
sur laphase HP5 MSS, ils sont trés bien séparés sur la phase Stabilowax. Le 1,8 cinéol et le Limonéne
qui n’ont pas été détectés sur la colonne apolaire, ont été décelés sur I’ autre colonne.

e Effet de laméthode d’ extraction sur la composition chimique de I’ HE de marjolaine :

Si on compare les deux méthodes d' extraction (M02 et M03) on peut dire que I'ESSAM est
nettement plus performante car en 20 minutes, il est possible d’ extraire la méme quantité d' huile
essentielle (rendement de 0.27% pour I'HD et de 0.2 % pour I'ESSAM) quen 03 heurs
d hydrodistillation en gardant pour I’ essence toute sa richesse. Presque tous les composés extraits
par I'HD sont présents dans I'huile extraite par I'ESSAM sauf pour quelques uns qui existent a
I’état de trace comme |’aromadendrene, |’alloaromadendéene, le thymol, le Iédol et le thymyl
méthyl éther. L'ESSAM est auss rentable d'un point de vue économique par rapport a
I"hydrodistillation classique. En effet le prix d une extraction des huiles essentielles pourrait étre
divisé par un facteur de 10 (21), donc I'ESSAM a prouvé son efficacité du fait qu'elle réduit

éenormément le temps et économise I’ énergie en gardant pour | huile essentiell e toutes ses vertus.

Une étude faite précédemment dans notre laboratoire (21), avait appliqué I'ESSAM a des
échantillons de citrus ; les composes oxygenés avaient été extraits prioritairement aux hydrocarbures
terpéniques dont la température d’ ébullition est pourtant plus faible (phénomeéne de solubilité dans
I’eau |’emporte sur la température d ébullition), d’autant plus que la fraction oxygénée était
nettement plus importante. Ces résultats sont en concordance avec les notres, autrement dit, la
fraction oxygénée dans |’ huile essentielle extraite par I'ESSAM est de 64.95 % tandis que celle de
I” huile essentielle hydrodistilée est de 53.37 % (tableau XI1). Lafigure 11, présente la proportion de
lafraction oxygénée au sein destrois huiles essentielles éudiées.

Tableau X1 : Fraction oxygénée existant dans les 03 échantillons de marjolaine.

Echantillon MOl | M02 |MO3
Fraction oxygenée | 40,29 | 53,37 | 64,95
(%)




__________________ Analyse par GC/MS

70
60
501
Fract,lo n 40
oxygénée
(%)

20+
10+
0

MO1 HD MO02 HD MO03 ESSAM

Figure 11: proportion de la fraction oxygénée au sein de |’huile essentielle de Marjolaine
apres extraction selon deux méthodes.

La proportion des alcools et des esters monoterpéniques tels que le cis-Sabinéne hydrate (14.51
%), le linalool (8.44 %), Linadyl acétate (9.44 %), est nettement plus grande dans I’ échantillon
MO3. Ces composes offrent une valeur importante pour la qualité olfactive ce qui permettrait son

utilisation en parfumerie (13), ainsi que pour | effet anti-microbien de |’ essence (18).

Par ailleurs la réduction de la durée d’ extraction et |’ absence du solvant assuré par la méthode
d extraction ESSAM jouent un réle dans I’empéchement de la formation des artéfacts pendant le
procéde d’ extraction. Ceci peut étre illustré par la présence du 2,3-dihydro-1,8-cinéol dans I’ extrait
de I’ échantillon hydrodistillé (M02) qui est probablement un composé artéfact du 1,8-cinéol alors
qu'il est absent dans celui soumis aune ESSAM (MO03).

e Effet delaprovenance sur les échantillons :

L’ effet du sol et du traitement agricole peut étre mis en évidence en comparant les deux
échantillons M01 (échantillon deI'INRA) et M02 (échantillon d EL HAMMA) :

>  L’échantillon MO1 est caractérise par une fraction monoterpénique importante alors que dans

I” échantillon MO2 ¢ est lafraction oxygénée qui prédomine.

»  Laprésence de la famille des diterpénes dans |’ échantillon MO1 représentée par le Sclarene et
I’ Abietatriene, alors qu elle est absente dans |’ échantillon d EL HAMMA
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Analyse par GC/IMS

» Un pourcentage trés faible en cis et trans Sabinene hydrate (1,81) dans I’ échantillon M02 peut
étre a I’ origine de |’ absence de I’odeur spécifique de la marjolaine dans cet échantillon ; certains
auteurs (3, 22) ont signalé la transformation du trans sabinéne hydrate en terpinéne-4-ol, y-terpinéne,
a-terpinéne et Limonéne pendant I’'HD sous |’ effet de I’ acidité et de la chaleur. Nous pensons que
c'est ce qui adu se passer dans notre cas puisque on remarque un pourcentage important de cestrois

composés dans cet échantillon.

L’ huile essentielle de la Marjolaine poussant en Algérie comparée a celle d autres pays (appartenant

au méme chemotype), présente une grande similitude avec une proportion oxygéenée considérable,
une présence notable des composés sesquiterpéniques et des congtituants caractéristiques (17)
comme : y-terpinéne, linalool, a-terpinéol, a-terpinoléne, a-terpinéne, cis et trans sabinéne hydrate,
[3-caryophyllene et Spathulenol (tableau XIl1I).

Tableau X111 : Comparaison entre la composition en pourcentage de I’ huile essentielle de la
marjolaine qui pousse en Algérie et celle d’ autre pays.

composé A(\'Ivglygrll)e USA® |Idlande? | Gréce® | Hongrie* | Egypte’®
a-Pinéne 1,06 0,3 0,61 0,9 59 1,59
a-Thujene 0,82 - 0,35 - - -
Camphene 0,07 - 0,04 - 5,8 -
B-Pinéne 0,59 2,4 0,39 0,22 2,2 -
Sabinéne 7,01 5,6 4,94 1,45 - 9,79
B-Myrcéne 2,24 - 1,64 1,12 0,3 1,87
a-Phéllandréene 0,09 - 0,05 0,57 - 0,02
a-Terpinéne 7,30 0,1 2,75 2,24 3,2 2,41
Limonéne 2,14 6,7 1,36 1,15 - -
Cis-B- Ocimene 0,02 - 0,25 1,35 - -
Trans-- Ociméne 0,03 - 0,04 0,87 - -
v,-Terpinéne 9,39 10,6 6,89 1,24 14,00 4,77
p-Cymeéne 2,77 - 7,01 12,05 - 6,28
a-Terpinoléne 3,53 4,3 1,82 1,63 1,8 -
Trans-Sabinene Hydrate 3,55 21,2 3,49 2,14 - 6,72
Linal ool 497 - 0,23 1,96 12,1 -
Cis Sabinéne Hydrate 6,41 6,6 14,95 1,43 - 37,5
Linalyl acétate 1,12 - 0,19 1,15 - 1,55
Bornyl acétate 0,12 - 0,06 0,15 - -
Terpinéne-4-ol 17,26 23,3 38,40 37,10 30,3 15,71
Caryophylléne 2,97 2,9 1,16 1,15 1,8 2,63
a-humulene 0,58 - 0,02 - - 0,19
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Tableau X111 : Suite.

Analyse par GC/IMS

composé A(‘Ilv?gll)e USA' |I1dande? | Gréce® | Hongrie* | Egypte’
Trans pipéritol 0,58 - 04 0,15 - -
Cis pipéritol - - 0,03 0,1 - -
a- terpinéol 4,67 3,7 4,88 7,15 4.4 4,8
Néryl acétate 0,21 - 0,05 - - -
Bicyclogermacrene 3,67 1,1 0,6 - - -
Géranyl acétate 0,37 - 0,11 tr - -
Nérol 0,12 - 0,26 - - -
Géraniol 0,29 - 0,19 0,5 - -
thymol 0,03 - 0,11 0,7 - -
Caryophylléne oxide 0,21 - 0,11 1,15 1,8 -
Viridiflorol 0,12 - - - - -
Spathul énol 0,27 0,1 0,25 - 0,25 0,1

123),2:(7),3: (15),*: (17), °: (19).

tr : al’ état de traces.

I1)-2 Les échantillons de Laurier

Les chromatogrammes des 05 échantillons de Laurier éudiés dans ce travail obtenus al’aide de 02

colonnes a polarités différentes : HP5 M S et Stabilwax sont représentés dans les figures de 12 a 15.
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Figure 11 : Chromatogrammes de I’ huile essentielle de Laurier (échantillon LO1, LO3 et LO5)
obtenus Par e couplage GC/M S en mode impact éectronique (1E) sur la colonne HP5 MS.
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Figure 12 : Chromatogramme de |’ huile essentielle de Laurier (échantillons LO1, LO3, L05)
obtenus Par e couplage GC/M S en mode impact éectronique (1E) sur la colonne

Stabilwax.
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---------------------------------------------------------------------------------------------- Analyse par GC/MS
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Figurel3 : Chromatogrammes de I’ huile essentielle de Laurier (échantillon LO2 et L04) obtenus
Par le couplage GC/M S en mode impact électronique (IE) sur la colonne HP5 MS.
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Figureld : Chromatogramme de |’ huile essentielle de Laurier (échantillon L0O4) obtenu
Par e couplage GC/M S en mode impact électronique (IE) sur la colonne Stabilwax.
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Analyse par GC/IMS

Globalement, nous avons pu identifier sur les deux colonnes: 117 composés dans les feuilles
humides et 112 composeés concernant les feuilles séchées, 104 composes ont éte identifiés au sein
de I'HE des tiges humides alors que 26 composés seulement on pu étre identifiés dans les tiges
sechées ; dans |’ HE extraite par I'ESSAM on aidentifié 104 composeés.

Sur le tableau X1V on donne le nombre de spectres traités et de composeés identifiés sur les deux
colonnes.

Tableau X1V : Nombre de spectre traités et composés identifiés dans les 5 échantillons de laurier

étudiés.

Nom del’échantillon LO1 L02 L03 L 04 L05
Spectres proposés (HP5 MS) 85 28 72 84 70
Composés identifiés (HP5 MS) 73 26 64 70 58
Spectres proposés (Sthilwax) 119 - 118 115 112
Composes identifiés (Stabiwax) 98 - 92 87 91
Total des composeés identifiés 117 26 112 104 104

- :lanalyse n’apas été effectuée.

D’une maniére géné&ale le 1,8 Cinéol (proposition de fragmentation sur la figure 16) est le
compose magjoritaire pour tous les échantillons sauf pour I’ échantillon LO2 qui représente I’ HE des
tiges ou I’ Alpha terpényle acétate est plus important. Ce résultat a d§ja été signalé par Fiorini et a
(23) dans leur étude en comparant la composition chimique de I" huile essentielle des feuilles et

destiges de Laurier.

Le traitement des différents chromatogrammes nous a permis I’identification de 50 alcools (19
monoterpeniques et 20 sesquiterpeniques entre autres) parmi eux le linalool, e terpinéne-4-ol, I'a
terpineol, le germacréne D-4-ol le viridiflorol et le spathulénol, 21 composés monoterpéeniques
hydrocarbonés, notamment : I’ a et le p Pinéne, ley Terpinéne ainsi que 26 sesquiterpenes tels que,
le trans Caryophylléne, le 5 Cadinene et le 56 démene. Mis a part ce derniér tous les autres
composés ont déja été cités dans la littérature (23-26). Par ailleurs il est intéressant de noter la
présence importante de I’eugénol (2.75 %) et du méthyl eugénol (7.30 %), ces deux composes
contribuent al’ effet antioxydant de |’ essence (27). Moins importante est la présence des aldéhydes
et des cétones, nous citons atitre d’exemple lathujone et la carvone ainsi que trois aldéhydes: n-
hexanal, 2-hexanal et n-decana. A notre connaissance, ces deux familles n'ont jamais été citées

dans les travaux portant sur I’ HE de laurier.
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__________________ Analyse par GC/MS
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Figure 16 : Proposition d’ un schéma de fragmentation du 1,8 Cinéol.
Nous devons signaler, d autre part la présence d une série d acides tels que I’ acide Propanoique

et le Butanoique, le 2 méthyl éthyl ester (10 composés de ce genre), qui n’ont jamais été rencontré,

a notre connaissance, dans les feuilles ou les tiges de Laurier (tableau XV). On rencontre
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Analyse par GC/IMS

également dans I'HE de Laurier des acétates comme le linalyl acétate, le bornyl acétate, le néryl
acétate, le géranyl acétate, le valerenyl acétate et le cinnamyl acétate. On note aussi la présence des
acides a chaine longue tels que I’ acide palmitique et ol éique.

La totalité des composés identifiés par le couplage GC/MS dans le mode |IE accompagnés de
leurs indices de Kovats et de leurs pourcentages pour les cing échantillons sont représentés dans
lestableaux XVI et XVII sur les colonnes HP5 M S et Stabilwax respectivement.

Tableau XV : Comparaison entre la composition en pourcentage de |’ huile essentielle de
laurier qui pousse en Algérie et celle d’ autre pays.

Composé AE:_Q%')G France' ltaie | Tunis€’ | Croatie®
a-thujene 0,55 0.1 0.4 0.1 -
a-pinene 4,31 2.2 3.2 7.8 2.1
Camphéne 0,11 0.2 0.3 0.3 -
sabinene 6,71 4.4 5.4 5.7
B-pinéne 3,64 1.7 2.9 59 -
B-myrcene 1,25 0.3 11 - -
Limonéne tr 2.6 1.3 - 0.9
B-phéllandrene - 0.3 - -
1,8 cinéol 24,26 39.1 35.7 42.3 45.5
Cis -B- ociméne 0,05 - - - -
Trans -B- ocimene 0,11 - - - 0.2
Lina ool 13,34 10.00 25 2.5 8.5
d-terpinéol 0,53 - - - -
Terpinene-4-ol 3,65 14 1.4 2.5 2.1
a-terpinéol 577 13 2.8 2.1 15
linalyl acétate 0,46 0.2 0.3 - -
Bornyl acétate 0,17 0.2 - 04 0.3
4-terpinyl acétate - 0.5 - - -
a-Terpinyl acétate 8,33 18.2 9.3 11.2 9.1
y-cadinéne 0,18 - - - -
d.-Cadinene 0,14 0.1 - 0.8 0.2
Eugénol 2,80 - - 25
Germacrene D 0,10 0.1 0.8 -
Caryophylléne oxide 0,06 - 0.2 - 1.7
Méthyl eugénol 577 11.8 6.8 3.5 10.00
Trans caryophyllene tr 0.1 0.6 0.2 0.2
Germacréne D-4-ol 0,15 0.9 1.2 - -
Viridiflorol 0,26 - 0.3 - -

1:(23),2: (24), %: (25),*: (29).

tr : al’ éat de traces.
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Analyse par GC/IMS

Tableau XVI : Identification des constituants des huiles essentielles de Laurier par GC/MS (sur la

colonne HP5 MS).
N° |NOM IK LOL [IKLO2 [IKLO3 [IKLO4 [IKLO5 |REF
1 Acide butanoique, 2-methyl-, ethyl 830 i 831 831 i
ester
Acide propanoique, 2-méthyl-, 2-
2 méthylpropy! ester 897 ] 897 ] ]
3 |Tricycléne 905 - - - -
4 |o-thujene 910 - 931 909 920 931
5 |o-pinéne 918 915 939 916 926 939
6 |Camphene 930 - 953 930 939 953
7 | B-pinéne 961 959 961 969 980
8 |Sabinéne + - pinéne 962 956 976 959 967 976
9 |B-myrcene 980 979 991 979 986 991
10 |a-Phéllandrene 994 1006 1005 993 999 1005
12 |3- 3carene 1001 999 1011 1000 1004 1011
13 |a- Terpinéne 1007 - 1018 1007 1012 1018
14 |p- cyméne 1015 - 1015 1020 1026
15 [Limonene - - - 1030 - 1031
16 [1,8 cinéol 1031 1019 1033 1025 1027 1033
17 |Cis-pB- ociméne - - 1040 1039 1045 1040
18 |Trans-B- ociméne 1041 - 1050 - 1047 1050
19 |y -terpinene 1049 1046 1062 1048 1052 1062
20 | Cis-sabinéne hydrate 1057 - 1068 1056 1061 1068
21 |a -Terpinoléne 1077 1076 1088 1076 1081 1088
22 |trans-sabinéne hydrate 1087 - 1097 - 1097
23 |Linaool 1106 1090 1098 1097 1104 1098
o4 trans—l—méthyl-4—(1— meéthyle éthyle)- 1116 i 1115 1111 1120
, 2-cyclohexen-1-ol,
25 |trans- pinocarveol 1129 - 1129 1126 - 1139
26 | Terpinéne-1-ol 1132 - 1134 1129 - 1134
27 |Bornéol - - 1165 1154 1160 1165
28 | d-terpinéol 1160 - 1160 1157 1157 11342
29 |Terpinene-4-ol 1171 1165 1168 1168 1168 1177
30 |a-terpinéol 1188 1180 1189 1183 1183 1189
31 |p-dlylanisol 1192 - 1191 1190 1190 1195
32 |cis-Piperitol 1200 - 1193 1199 1199 1193
33 |Myrtenol 1208 - - - - 1194
34 |Cis-Géraniol, nérol 1222 - 1228 1221 1221 1228
35 |Carvone 1235 - 1242 - - 1242
36 |linalyl acétate 1248 - 1257 1247 1247 1257
37 |4-thujén-2-alpha-yl acétate 1265 - 1265 1265 1265
38 |Bornyl acétate 1274 - 1285 1273 1273 1285
39 |Cis -piperitol acétate 1306 1304 1306 1305 1305 1330
40 |2- exo-hydroxycinéole acétate 1332 - - 1331 1331
41 |o- Terpinyl acétate 1345 1337 1350 1343 1343 1350
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Tableau XVI : Suite.

Analyse par GC/IMS

N° | NOM IKLO1 | IK LO2 IKLO3 | IKLO4 IK LO5 | REF

42 | Eugénol 1353 - 1356 1349 1355 | 1356
43 | Néryl acétate 1357 - - 1357 1360 | 1365
44 | o- copaéne 1363 - 1363 1361 - 1376
45 | Géranyl acétate 1376 - - - - 1383
46 | B- Cubébene - - 1390 1376 - 1390
47 | pB- élémene 1379 1377 1391 1378 1382 | 1391
48 | a- Gurjunene 1394 - 1393 1393 1396 | 1403°
49 | Méthyl eugénal 1404 1395 1401 1402 1406 | 1401
50 | Longifoléne - 1401 - - - 1402
51 | a- Guaiéne 1424 - 1439 1424 - 1439
52 | a- Humuléne 1438 - 1454 1437 1441 | 1454
53 | Dihydro aromadendréne 1441 - 1440 1440 - 1459
54 | Cinnamyl acétate 1444 - 1444 1444 1445 | 1443
55 | Allo- aromadendréne 1460 - 1460 1461 - 1461
56 | Germacrene- D 1465 - 1480 1464 1470 | 1480
57 | B- Selinéne 1470 1485 1469 - 1485
58 | Viridifloréne (Ledéne) 1473 - 1475 1475 1474 1493
59 | Bicyclogermacréne 1480 1478 1494 1479 1485 | 1494
60 | o -Muuroléne 1486 - 1485 1485 - 1499
61 | Germacréne-A 1488 - 1488 1487 1494 | 1503
62 | Ni - - - - 1491

63 | y- Cadinéne 1499 - - 1499 - 1513
64 | Cisy -bisaboléne 1504 - - 1503 1504 | 1515
65 | 7 epi-a Selinene - - 1505 | 1513
66 | 5- Cadinéne 1509 - 1508 1508 1515 | 1508
67 | Ni 1516 - - 1515 1521

68 | (E)-12-Norcaryophyll-5-en-2-one 1523 - 1522 1522 1528

69 | a- Calacoréne (t) - - - 1528 - 1542
70 | Elémol 1537 - 1549 1537 1542 1549
71 | Elémicin 1552 1550 1554 1552 1556 | 1554
72 | Germacréne-D-4-0l 1557 - - - -

73 | Spathulénol - - - - 1568 | 1574
74 | Caryophyllene oxide 1567 1563 1576 1567 1569 | 1576
75 | B- Copaén-4-a. -ol 1570 1568 1581 1571 1572 | 1581
76 | Viridiflorol 1577 - - 1577 1579 | 1584
77 | Ni 1580 1577 1590 1580 1582

78 | Ni 1583 - 1583 1583 1585

79 | Ni 1591 1589 1591 1591 1592

80 | Ni 1596 - 1596 1596 1597

81 | Ni 1604 - 1604 1604 1606

82 | Ni 1607 - 1607 1607 1609

83 | Ni 1612 - - 1612 1614

84 | Ni 1618 1616 1618 1618 1620
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Tableau XVI : Suite.

Analyse par GC/IMS

N° NOM IK LOL [IKLO2 |IKLO3 |IKLO4 |IKLO5 | REF
10,10-dimethyl-2,6-
85 | dimethylénebicyclo[7,2,0]Undeca 1624 1629 1624 1624 1627
n-5,f,-ol
86 | tau- Muurolol 1630 1640 1654 1631 1633 | 1645
87 | a- eudésmol 1634 1633 - 1635 1637 | 1652
88 | a- Cadinol 1643 - 1653 1643 1646 | 1653
89 | Ni - - 1650 1651 1655
90 |Lyra 1651 - - - 1661
91 | Ni 1657 - 1656 1657 -
92 | Ni 1662 - - 1658 1661
93 | Ni 1666 - - 1666 1666
94 | Ni - - - - -
95 | M=222 - - - - -
96 | B- bisabolol 1675 1672 1675 1675 1681 | 1671
97 | a- Santalol - - 1661 - 1678
98 | (Z, Z) Farnésol - - - 1686 - 1713
99 | Kusimal (t) - - - 1689 - 1736
100 | Ni - - - 1699 -
101 | Ni - - - 1703 -
102 | Lancéol Z (t) 1979 - - - - 1763

* . Référence (21).
a: Référence (27).
b : Référence (29).
t : Tentative d identification.
Ni : Non identifié.
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------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ ----Analyse par GC/MS

Tableau XVII : Anayse semi-quantitative des huiles essentielles de Laurier par GC/MS (sur la colonne Stalbiwax).

N° Composé L01 L02* L 03 L 04 L 05 REF
% IK % IK % IK % IK % IK
1 Pentane - - - - - - 0,27 535 - - 500
2 Hexane - - - - - - 2,61 583 - - 600
3 méhyl-Cyclopentane - - - - - - | 0,08 686 - -
4 Acéone 0,02 817 - - | 0,02 813 0,03 813 - - 813°
5 Ethanol tr - - - - 0,02 | 955 - - 1899°
Acidepropanoique-2 méthyl
6 éthyl ester 0,05 956 - - 955 - - 0,01 956
Acide butanoique-2,éthyl ) i ) i 0.06 ) i ) i
méthyl ester ' 1006
8 a.-Pinéne 3,15 1018 1,05 915 1020 2,33 1019 1,53 1017 1032°
9 a.-Thujéne 0,56 1020 - - 0,01 -1 0,39 1022 | 0,25 1020 1035°
10 |Adidebutanoique, 2 methyl 008 | 1042 | - | 431 | 1044 | 006 | 1044 | 0,05 | 1042 | 1042
éthyl ester
11 a.-Fenchéne 0,02 1050 - - - 1052 - - 1075°
12 Camphene 0,09 1058 - - 0,10 1061 0,12 1061 | 0,04 | 1058 1086°
13 n-Hexanal 0,01 1075 0,02 - - - - - 1093 ¢
Acide propanoique 2-Methyl-,
14 Buty! Ester 0,02 1081 - - 0,11 1084 - - 0,01 1081
15 B.-Pinéne 2,87 1104 1,94 959 - 1107 2,45 1106 1,73 1103 1106°
16 | Sabinene 6,16 1117 2,80 956 | 0,02 1122 | 3,74 | 1119 | 5,10 | 1117 1132°
17 8.3-Caréne 0,60 1142 0,55 999 | 3,64 1145 0,58 1145 | 0,40 1141 1159°
18 Myrcene 0,59 1155 - -] 6,71 1159 1,17 1159 | 0,47 1155 1174°
19 a.-Phellandréne 0,39 1160 0,38 1006 | 0,70 - 0,30 1162 | 0,10 1158 1176°
20 Allo Ocimeéne - - -1 1,25 - - 0,24 | 1160
p1 | Addebutanoic, 2 methyl-2 003 | 1167 | - - : . - | 003 | 1167
méthyl propyl ester
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Tableau XVII : Suite.

----Analyse par GC/MS

N° Composé LO1 L02% LO3 L04 L 05 REF
% K % IK % IK % K % K
22 | a.-Terpinéne 0,40 | 1173 0,50 | 1178 | 0,67 | 1177 | 0,16 | 1173 1175¢
23 | 2,3-Dihydro 1, 8 cinéol 0,14 | 1186 0,14 | 1186 | 0,05 | 1186 - - 1195 "9
24 | Limonene tr - - - tr - tr - - - 1203 >0
25 | 1,8-Cinéol 24,81 | 1210 | 22,50 1019 | 24,26 | 1212 | 19,78 | 1214 | 25,59 | 1211 1213 "
26 | 2-Hexena 0,02 | 1215 - - - - - - - 12327
27 | Acide hexanoique, éthyl ester 0,09 | 1226 0,11 | 1230 | 0,17 | 1229 | 0,08 | 1226
28 | Cis-B-Ociméne 0,05 | 1227 0,05 | 1232 | 0,05 | 1231 | 0,04 | 1228 1261°
29 | 4-Caréne(t) 0,05 | 1235 - -] 0,06 | 1240 | 0,05 | 1239 | 0,04 | 1235
30 | y.-Terpinéne 0,78 | 1239 | 1,34 1046 | 0,92 | 1245 | 1,33 | 1244 | 0,38 | 1239 1255°
31 | Trans-..-Ociméne 0,09 1244 - -1 0,11 1248 | 0,25 | 1248 0,18 1244 1266"
32 | M-Cyméne 0,16 | 1261 - -| 0,19 | 1265 | 0,23 | 1265 | 0,15 | 1261 1278}
33 | P-Cymeéne 0,34 | 1264 tr 1015| 0,45 | 1268 | 0,62 | 1268 | 0,37 | 1264 1280" "9
Acide butanoique, 2-méthyl-, 2-
4| éthylbutyl Ester 0.05 1270 0,06 | 1274 0.06 1274 0.05 1270
35 | Terpinoléne 0,38 | 1275 | 0,36 1076 | 0,34 | 1280 | 0,51 | 1279 | 0,15 | 1275 1290°
36 | 1-Hexanol 0,02 | 1335 - - - - - - - 1360 °
37 | (2)- 3-Hexen-1-0l 0,02 | 1367 - - - - - - - 1391 °©
38 | 2-Nonanone 0,03 | 1377 - -] 0,056 | 1383 | 0,08 | 1382 | 0,04 | 1378 1390
39 | Thujone - - - -] 0,01 | 1409 - - - 1430
40 | TransLinalool Oxyde 0,02 | 1427 - -1 0,04 | 1432 - - 0,02 | 1427 1450 ©
41 | Trans Shinéne hydrate 0,41 | 1447 - -] 0,61 | 1453 | 0,32 | 1453 | 0,46 | 1447 1474°
42 Cis-Linalol oxide 0,02 1455 - -| 0,03 1461 - - 0,01 1455 1478°¢
43 | N-Decand tr - - -| 0,02 | 1495 - - 0,02 | 1487 1493°¢
44 | Ni 0,02 | 1521 - -1 0,02 | 1521 - 0,02
45 | Linalool 14,53 | 1536 | 11,93 1090 | 13,34 | 1546 | 9,60 | 1542 | 17,71 | 1538 1553°
46 | Cis-Sabinéne hydrate 0,02 | 1542 - - tr - - - 0,02 | 1542 1556°
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Tableau XVII : Suite.

----Analyse par GC/MS

N° Composé LO1 L02* LO3 LO4 L05 REF
% K % IK % IK % K % IK
47 | Linalyl Acétate 0,21 | 1546 - - 0,44 | 1556 | 0,17 | 1553 | 1,23 | 1548 1565 !
Trans- 1-Methyl-4-(1-
48 Methylethyl)-, 2-Cyclohexene- 1552 - - 1561 | 0,17 | 1558 | 0,10 | 1553
1-ol 0,12 0,18
49 | Bornyl Acétate 0,11 | 1573 - - 0,17 | 1581 | 0,28 | 1580 | 0,11 | 1574 1597
50 | B- ééméne 0,31 | 1584 | 0,34 1377 | 0,51 | 1594 | 0,35 | 1592 | 0,34 | 1584 1600°
51 | Terpinéne-4-ol 3,26 | 1594 - - 3,65 | 1602 | 3,85 | 1601 | 3,27 | 1594 1611°
52 | Trans Caryophyllene 3,85 1601 tr - - - 3,85 - 1612 °
53 Linayl propionate - - - - 0,03 1613 | 0,03 | 1613 - -
54 | 1-Terpinéol 0,08 | 1614 - - 0,11 | 1620 | 0,12 | 1620 | 0,06 | 1614 1589
55 | 4-Thujen-2.0-yl acétate 0,07 | 1617 - - 0,10 | 1624 | 0,13 | 1623 | 0,06 | 1617
56 | Allo aromadendréne 0,03 | 1633 - - 0,03 | 1643 - - 0,02 | 1633
57 | 5-élémene 0,80 | 1640 - - 0,99 | 1648 | 1,01 | 1648 | 0,87 | 1640 16532
58 | Trans-Pinocarvéol 0,02 | 1649 - - tr - 0,05 | 1649 tr - 1629 ¢
59 B-fenchyl alcohol 0,41 1655 - - - - - - -
60 | P-Allylanisole 0,37 | 1659 - - 0,21 | 1668 | 0,46 | 1668 | 0,27 | 1659
61 | 5.-Terpinéol 0,57 | 1664 - - 0,57 | 1664 | 0,32 | 1663 | 0,41 | 1655 1682
62 | o Humuléne tr - - - 0,20 | 1673 | 0,17 | 1672 | 0,11 | 1661 1684
63 | Limonéne-4-ol 0,04 | 1669 - - 0,06 | 1678 | 0,04 | 1678 | 0,04 | 1669 17009
64 | a-terpinéol 599 | 1682 - - 577 | 1692 | 4,26 | 1691 | 584 | 1682 | 1706™°""
65 | a.-Terpinyl acétate 8,59 | 1687 | 23,74 | 1337 | 8,33 | 1701 | 9,76 | 1699 | 8,75 | 1688 1709’
66 | Germacréne-D 0,10 | 1699 tr 1464 | 0,10 | 1714 | 0,16 | 1712 | 0,10 | 1699 1726°
67 | 5.-Guaiéne 0,06 | 1702 - - 0,09 | 1716 | 0,07 | 1715 | 0,11 | 1702
68 | Neryl acéate 0,13 | 1707 - - 0,11 | 1719 | 0,20 | 1719 | 0,22 | 1707 1733 X
69 | p- sdinéne 0,20 | 1710 - - 0,24 | 1723 | 0,20 | 1722 | 0,22 | 1710 1742"
70 | a.-sélinéne 0,03 | 1713 - - 0,05 | 1727 | 0,05 | 1726 | 0,03 | 1714 1744°
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------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- ----Analyse par GC/MS

Tableau XVII : Suite.

N° Compose LO1 L02% LO3 LO4 L 05 REF
% K % IK % IK % K % IK
71 B- bisaboléne 0,06 1718 - - - - - - 0,07 | 1718 1699
72 Bicyclogermacréne 0,26 1723 0,34 1478 0,24 1736 | 0,14 | 1735 | 0,41 | 1723 1744°¢
73 | Cis-Pipéritol 0,04 1726 - - 0,07 | 1739 | 0,10 | 1738 | 0,05 | 1726 1758°"
74 | a.-Farnéséne - - - - 0,11 | 1731 - - 0,16 | 1733 1760°
75 Géranyl acétate 0,10 1741 - - 0,11 1751 0,11 1751 | 0,02 | 1737 17659
76 5.-Cadinéne 0,14 1746 - - 0,15 1746 | 0,17 1758 | 0,04 | 1757 1741
77 y.-Cadinéne 0,04 1750 - - 0,06 1750 | 0,07 1761 | 0,12 | 1761 1746
78 Myrténol 0,02 1776 - - 0,01 1776 | 0,02 1789 | 0,01 | 1789 1776
79 Nérol 0,45 1785 - - 0,55 1785 | 0,42 1795 | 0,44 | 1795 1785
80 Géraniol 0,17 1832 - - 0,18 1832 0,09 1841 | 0,07 | 1840 1832
81 Para-Cymen-8-ol 0,02 1837 - - tr 1837 - - 0,02 - -
82 Cis-Carvéol 0,01 1853 - - - 1853 - - - - -
83 Acide butanoique, 3-méthyl-, i ) i i 1861
Phenylméthy! ester 0,01 0,02 1861 | 0,01 | 1867
84 | Vaerique acide, benzyl ester - - - - 0,01 - - 1867 - - -
85 Ni 0,09 1875 - - 0,08 1875 | 0,03 1882 | 0,09 | 1882 1875
86 Ni 0,08 1878 - - 0,08 1878 | 0,27 1886 | 0,06 | 1886 1878
87 o.-Calacoréene 0,01 1913 - - - 1913 0,03 - 0,01 1921 1913
88 v.-Gurjunene 0,12 1931 - - 0,05 1931 0,08 1932 | 0,10 | 1932 1931
89 Ni - - - - 0,15 - 0,39 1939 1939 -
90 3-Phenyl-1-propanol, acetate 0,04 1937 - - 0,04 1937 - 1949 | 0,06 - 1936
91 12-Nor-Caryophyll-5-én-2-one 0,26 1964 - - 0,21 1964 | 0,40 1971 | 0,14 | 1971 1964
92 Ni 0,07 1973 - - 0,11 1973 | 0,09 1984 | 0,05 | 1980 1973
93 Ni - - - - - - - - 0,08 - 1976
94 Ni 0,10 1977 - - 0,06 1977 164 | 1980 | 0,18 | 1992 1981
95 Caryophylléne oxide 0,55 1984 3,24 1568 0,49 1984 | 0,17 1991 | 0,34 | 1984 1983
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Tableau XVII : Suite.

----Analyse par GC/MS

N° Compose LO1 L02* L0O3 L0O4 LOS REF
% IK % IK % IK % IK % IK
96 | périllol 0,03 1994 - - 0,02 1994 - 2003 | 0,02 - 1994
97 | Méthy eugénol 7,30 2010 12,44 1395 577 2010 | 8,31 | 2017 | 7,51 | 2018 2010
98 | Lédol 0,30 2028 - - 0,23 2028 | 0,42 | 2036 | 0,21 | 2037 2027
99 Germacrene D-4-ol 0,34 2046 - - 0,32 2046 0,31 2052 1,23 | 2052 2047
100 | Aromadendréne (t) 0,12 2058 - - 0,06 2058 | 0,17 | 2063 | 0,05 | 2063 2058
101 | Humuléne Epoxyde | 0,16 2061 - - - - - - 0.113 | 2062 2069’
102 | Ni - - - - 0,09 2066 | 0,08 | 2067 - -
103 | Cubénol - - - - 0,10 2069 | 0,31 | 2069 - - 2088 °
104 | Globulol 0,13 2072 - - 0,11 2077 | 0,27 | 2077 | 0,09 | 2072 2096 "
105 | Guaol 0,12 2075 - - 0,08 2080 - - 0,08 | 2075 2103°
106 | Viridiflorol 0,37 2081 0,64 1577 0,26 2086 | 0,49 | 2087 | 0,29 | 2081 2104°
107 | Ledene Oxide-(Il) 0,10 2088 - - 0,06 2093 | 0,06 | 2093 | 0,05 | 2088
108 | Ni 0,14 2098 - - 0,08 2103 | 0,11 | 2103 | 0,08 | 2098
109 | Ni 0,07 2105 - - 0,04 2110 | 0,04 | 2109 | 0,04 | 2105
110 | Caryophyllénol 0,12 2109 - - 0,09 2114 | 0,21 | 2114 | 0,05 | 2109
111 | Spathulénol 0,76 2121 1,75 1563 0,61 2126 1,26 | 2126 | 0,49 | 2121 2144 °
112 | Aromadendréne oxyde (t) 0,08 2127 - - 0,05 2132 0,07 2132 | 0,06 | 2127
113 | Ni 0,15 2133 - - 0,11 2139 | 0,13 | 2139 | 0,13 | 2133
Acide 2-propenoique, 3-
4 | bhenyl-, éthyl ester : ) ) ) : "~ | o005 | 23| )
115 | (2) Vaérényl acétate (t) 0,23 2141 - - 0,10 2146 | 0,26 | 2146 | 0,08 | 2140
116 | Cinnamyl acétate 0,11 2150 - - 0,10 2154 - - 0,37 | 2150 2103°
117 | Ni - - - - - - 0,15 | 2150 - -
118 | Eugénol 2,75 2163 - - 2,33 2168 1,64 | 2167 | 2,70 | 2163 2186 °
119 | 1- cadinol 0,25 2166 - - 0,20 2172 | 0,39 | 2172 | 0,14 | 2166 2187 °
120 | Ni 0,25 2174 - - 0,11 2180 | 0,21 | 2180 | 0,12 | 2174
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Tableau XVII : Suite.

----Analyse par GC/MS

N° Compose LO1 L02* L0O3 L0O4 LOS REF
% IK % IK % IK % IK % IK

121 | Ni - - - - 0,10 2182 0,20 2182 - -

122 | t-Muurolol 0,18 2181 3,15 1640 0,28 2187 0,67 2187 | 0,18 | 2181 2209 °
123 | -Cadinol 0,16 2192 - - 0,13 2198 0,27 2198 | 0,07 | 2192 2219
124 | Ni 0,16 2198 - - - - - - 0,16 | 2198

125 | Ni 0,32 2203 - - - - - - 0,24 | 2203

126 Ni - - - - 0,14 2206 0,22 2206 - -

127 | Pogostoal () - - - - 0,22 2210 - - - -

128 | Ni 0,09 2214 - - - - - - 0,07 | 2214

129 | Elémicin 1,13 2220 0,91 1550 0,97 2226 1,83 2227 1,10 | 2220

130 | Ni 0.076 | 2220 - - 0,07 2220 0,08 2220 - -

131 | a.-Cadinaol 0,65 2226 - - 0,47 2233 1,25 2234 | 0,29 | 2226 2255
132 | Ni 0,06 2230 - - 0,05 2236 0,09 2237 | 0,05 | 2230

133 | Ni 0,10 2241 - - - - - - 0,06 | 2241

134 | Ni 0,16 2248 - - 0,05 2248 0,09 2248 | 0,11 | 2247

135 | Ni - - - - 0,11 2255 - - - -

136 | Ni 0,17 2289 - - - - 0,10 2288 | 0,09 | 2289

137 | Ni - - - - 0,04 2293 0,13 2293 - -

138 | Ni 0,54 2296 - - 0,15 2298 0,47 2299 | 0,51 | 2296

139 Ni - - - - 0,37 2306 0,76 2306 - -

140 | Ni 0,23 2324 - - - - - - 0,24 | 2324

141 | Ni - - - - 0,07 2331 0,11 2331 - -

142 | Ni - - - - 0,12 2334 0,30 2335 - -

143 | Ni - - - - 0,06 2350 0,13 2350 - -

144 | Ni - - - - - - 0,20 2362 - -

145 | Ni 0,09 2366 - - - - 0,08 2368 | 0,05 | 2366

146 | Ni - - - - - - - - -
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Tableau XVII : Suite.

----Analyse par GC/MS

N° Composé LO1 L02* L03 L04 L 05 REF
% IK % IK % IK % IK % IK
147 | M=220 - - - - 0,08 2377 | 0,303 | 2377 - -
148 | Ni - - - - - - - - -
149 | Trans-Isoélemicin 0,12 2399 - - 0,03 2399 | 0,065 | 2399 0,11 2399 2403
150 | Ni - - - - - - - - -
151 | Ni - - - - 0,12 2412 | 0,204 | 2412 - -
152 | Ni 0,05 2436 - - 0,04 2434 0,12 2434 0,03 2436
153 | Ni - - - - - - 0,157 | 2447 - -
154 | Methoxyeugénol 0,03 2535 - - tr - 0,03 | 2535
155 | Phytol 0,03 | 2600 - - - - 0,065 | 2609 - - 2622
156 | Acide pamitique - - - - 0,10 * 0,081 * - - 2931
157 | Acideoléque - - - - 0,48 * 0,231 * - -
a: Référence (5). h: Référence (10). j : Référence (14).
b : Référence (6). d : Référence(11). i : Référence (30).
e: Référence (8). k : Référence (12). g : Référence (31).
f . Référence (9). c : Référence (13). | : Référence (32).

* . Tr compose > Tr du dernier alcane dans la série Cs- Cys.

t : Tentative d'identification.

X+ |dentifié sur lacolonne HP5 M S.

Ni : Non identifié.

tr: al’ état de traces.
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Analyse par GC/IMS

Dans la figure 17 sont présentées les proportions des différentes familles chimiques existant

dans les cing échantillons. Il parait clair que les deux échantillons LO1 et LO3 (HE des feuilles

séchées et fraiches) ont presque la méme composition avec un pourcentage important de

COMPOSES 0XYgeNEs monoterpéniques et des monoterpénes (pourcentages donnés en chiffres sur

le tableau XVIII ). L’échantillon LO2 (HE des tiges) contient la proportion monoterpénique

oxygénée la moins importante et la proportion sesquiterpénique oxygenée la plus grande.

L’ échantillon LO5 qui est I’ huile essentielle extraite par la méthode de I'ESSAM est caractérisé

d’ un pourcentage tres élevé en composés monoterpéni ques oxygeénés.
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Figure 17 : Proportion des familles chimiques existant dans |’ huile essentielle dans les 05

échantillons étudiés.

Tableau XVI1I : Pourcentages des différentes familles chimiques existant dans|’ huile

essentielle de laurier.

Echantillon LO1 L02 L0O3 L0O4 LO5
M onoter penes 17,51 |9,/43 20,01 | 15,30 | 11,67
M onoter penes oxygénés 51,63 |36,38 |49,838 |39,86 |54,69
Sesquiterpénes 6,49 0,67 5,47 3,15 7,34
Sesquiter penes oxygenes 5,25 7,83 4,18 10,03 | 4,70
Eugénol + méthyl eugénol | 10,05 | 12,41 | 8,10 9,95 10,21

Comme il a été dg§a montré dans la premiere partie I'ESSAM demeure une méthode

d’extraction efficace pour extraire les composés oxygénés, aors que I’ hydrodistillation extrait

mieux la fraction monoterpénique. Une éude faite par Guido Flamini et al (24) sur I’ extraction
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__________________ Analyse par GC/MS

par micro-ondes de I’ huile essentielle des feuilles de Laurier a aboutit au méme résultat avec un

pourcentage important de monoterpénes oxygenes.

Le séchage est I'étape la plus importante pour la préparation du Laurier destiné & étre
commercialisé; le séchage peut prendre 10 jours sous de bonnes conditions d’ ensoleillement, il
dure plus s les conditions sont moins convenables (& I’ombre par exemple) (33). D’ol
I"'importance de I’ éude de I’ effet du séchage sur la qualité de I'HE essentielle de Laurier. En
comparant les deux échantillons L0O3 (feuilles fraiches) et LO1 (feuilles séchées), on constate que
le séchage atres peu d'influence sur laqualité de I’ HE des feuilles car aprés 30 jours de sechage
on trouve que cette derniére a gardé presque la méme composition avec quelques différences
mineurs dans les composés existant a |’ état de trace du point de vue quantitatif et qualitatif. V.
Demir et al (33) ont aboutit aux mémes résultats en démontrant que le séchage n'influa pas sur
la composition chimique des feuilles de Laurier. Cependant on remarque que le pourcentage de
certains composes tels que le trans caryophyllene, le 1,8 cinéal, le linalool et |’ eugénol est plus
important dans le cas de I’HE des feuilles séchées, cette méme constatation a été révélée par V.
Demir et al (33) concernant I’ a et le 3 pinéne, le bornéol et I’ eugénol.

Concernant les tiges, le résultat a été tout afait le contraire, puisque le séchage a cause une tres
grande différence entre la composition de I’ essence des tiges séches et humides (104 composés

dans les tiges humides alors que 26 seulement dans | es séchées).

Dans certaines plantes, la composition chimique de I'HE peut étre totalement différente en
passant d’un organe a |’autre, dans notre cas les tiges différent sensiblement des feuilles;
gualitativement, I'HE des tiges renferme pratiquement |le méme nombre de composés que celle
des feuilles (112 composés sont identifiés dans les feuilles et 104 composés dans les tiges). On
marque la présence de certains composes dans un organe sans |’autre, notamment le (z, 2)
Farnesol, le Kusimol, le Pentane, I’'Hexane et le méthyl cyclopentane dans les tiges, et le
Tricyclene, I'a Fenchene, le trans Caryophylléne, I o farneséne, le longifolene, le guaiol, et le
méthoxy eugénol dans les feuilles. On note également g’ aucune trace d’ aldéhyde n’ a été décelée
dans I'HE des tiges. Quantitativement, on remarque que I'HE des tiges est plus riche en
COMpOoses sesquiterpéniques oxygenées, les autres familles chimiques présentent une

prédominance dans I’ HE des feuilles.
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Analyse par GC/IMS

11)-3 Problémes rencontrés lors de I’ identification

Lors de I'identification nous avons éé confronté a quelques problémes notamment

I"interférence de certains spectres comme le sabinéne et le B Pinéne, le terpinen-4-ol et le trans

Caryophyllene (fig.18), d’ autre part des monoterpénes tels que le Tricycléne, I'a pinéne et I'a

thujene (fig.19), présentent seulement des différences mineures dans les intensités des ions

fragments ce qui complique davantage I'identification, la rétention pouvant aors trancher dans
les cas douteux. Ce cas est également rencontré avec les sesquiterpénes comme le 6 et le y

Cadinene (fig.20) et avec les composés qui présentent une isomérie optique ou géomeétrique tel

gueleciset letrans pipéritol (fig. 21) et le cis et trans géraniol.
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Figure 18 : Casd’interférence des spectres de masse du 4-terpinéol et du Trans

Caryophyllene.
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Figure 19 : Spectres de masse en |IE de |’ a-Pinéne, I’ a-Thujéne et le B-Pinéne
b : bibliothéeque de spectres de masse.

a: Essence étudiée

______ Analyse par GC/MS
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............ Analyse par GC/MS
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Figure 20 : Spectres de masse en |E du é et y-Cadinene

a: Essence étudiée , b: bibliothegue de spectres de masse.
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__________________ Analyse par GC/MS
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Figure 21: Spectres de masse en |E du cis et trans Pipéritol.
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__________________ Analyse par GC/MS

[11) Partie expérimentale

Conditions chromatographiques :

Appareil Hewlett Packard HP6890.

Colonne capillaire en silice fondue :

Colonne apolaire HP5 MS : 30m x0.25 mm x 0.25 um (5%-phenyl-methylpolysiloxane).
Colonne polaire carbowax (stabilowax) : 60m x 0.25mm x 0.25 um.
Débit : 0.5 ml/min.

Gaz vecteur : Hélium.

Température de lacolonne : 60° C (8 min)—2° C/min—230° C (20 min).
Température de I’ injecteur : 250° C.

Température du détecteur : température de la source.

Spectrométrie de masse : mode Impact électronique a balayage.

Appareil : HP5973.

Energied ionisation : 70 ev.
Température de la source : 230° C.

Injecteur automatique :

Appareil : Agilent 7683 B.

Quantité injectée:

0.2 pl pour les échantillons de Marjolaine.

0.6 pl pour les échantillons de Laurier.
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|. Introduction

Les radicaux libres sont des atomes ou groupe d atomes, avec un éectron célibataire sur la
couche externe. Les radicaux libres et leurs précurseurs sont regroupés sous les termes ROS
(espéeces réactives de I’ oxygene) et RNS (especes réactives d azote). Les organismes vivants
utilisent leur réactivité dans plusieurs processus physiologiques comme les mécanismes de
défense ou bien comme signal intra ou extra cellulaire.

Les ROS comme I’ anion radical superoxyde O™,, Leradica hydroxyle ‘OH, le monoxyde
d azote NO. , le peroxyde d'hydrogene H ;O , sont produits dans |’ organisme au cours du
métabolisme normal (1). L’ exposition excessive a des agressions de I’ environnement, comme
les agents infectieux, la pollution, les UV, la fumée des cigarette et le rayonnement, s est
avéerée augmenter la formation des ROS. Lorsque les ROS ne sont pas neutralisés par le
systeme de défense antioxydant de I’organisme, il y a exces de ces radicaux nocifs et des
dommages peuvent se produire. Le déséquilibre peut aussi ére di a un apport insuffisant
d antioxydant par le régime aimentaire.

Le taux intracellulaire physiologique des ROS est maintenu grace a un équilibre entre le
systeme prooxydant qui les produit (respiration mitochondriadle, phagocytose.....) et le
systéme antioxydant représenté par les molécules d origine alimentaire non enzymatique
(vitamine C, E, caroténoide, polyphenoles) ou d’ origine endogene, enzymatique (super oxyde
dismutase, glutathion peroxydase, catalase) ou non enzymatique (glutathion).

Les huiles essentielles des plantes aromatiques et médicinales avaient été connues pour leur
activité biologique, notamment antibactérienne, antifongique et antioxydante (2).

Notre objectif dans ce chapitre est de tester I’ activité antioxydante de I'HE, précédemment

valorisée, des feuilles fraiches de laurier et de la marjolaine.
I1. Matériels et méthodes

1.1 Matériels

11.1.1 Matériel chimique

Les huiles essentielles de laurier et de la marjolaine sont diluées deux fois:

Unefois dansdel’ éthanol aux concentrations suivantes :

2 g/l pour I'HE de la marjolaine, et 20 g/l pour I'HE de laurier, une deuxieme fois dans de
I’ eau physiologique avant d’ effectuer les tests aux concentrations suivantes :

1g/l pour lamarjolaine (M), 10 et 15 ¢/l pour lelaurier (L1 et L2 respectivement).

Ces concentrations ont été choisies en se basant sur des références bibliographiques (2, 3).
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Pour pouvoir comparer |’activité de nos huiles avec d autres antioxydants nous avons par
ailleurs utilisé un échantillon de curcumine (100 u moles/ | = 3.680 mg/l). La curcumine est
un composant polyphenolique (fig.22), elle est largement utilisée comme aditif nutritionnel
donnant une couleur jaune. Elle possede de puissantes activités anti-inflammatoires,

anticancéreuses, antioxydantes et chimioprotectives entre autres (4).

Figure 22 : Lamolécule de la curcumine.

I1.1. 2 Matériel biologique

Des souris blanches Swiss de poids 23 £ 2g (Institut Pasteur Alger, Annexe de Kouba).
-Elevage: Animaerie de 'USTHB.

- Alimentation: Granulés, eau courante.

- Condition d'hébergement:

Humidité 50%.

Température ambiante 25%.

Litiere : cage de polypropyléne contenant de la sciure.

Eclairage: 10h/jour.
Il. 2. Méthodes
I1.2.1. Préparation des cellules a tester

L’ activité antioxydante des huiles essentielles des deux plantes a été déterminée en faisant des
tests in vitro sur des leucocytes polynucléaires neutrophiles (PN) du péritoine provenant de
souris blanches préalablement soumises & une induction d’inflammation par injection d'une
solution de thioglycollate de sodium au niveau du péritoine. Apres 96 heures de I’injection
les cellules sont récoltées, lavées avec du tampon PBS (tampon phosphate, pH 7,5) et

énumérées sur cellules de Malassez et diluées 2 10° callules/ mll.
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1.2 .2. Mesure del’ absorbance

Dans les cuves du spectrophotometre UV (Jenway Genova), 10ul des cellules du
péritoine récupérés ont été mises a incuber a 37°C pendant 20min avec et sans (contréle) les
substances antioxydantes (I’'HE de laurier aux concentrations: 10 et 15 g/l, I'HE de la
marjolaine a la concentration de 1g/l et la curcumine), 50ul du cytochrome C (20mg/ml) et
20ul du phorbol myristate acétate (PMA 10ug/ml) sont additionnés a chaque méange
réactionnel, ce dernier sert arégéenérer lesradicaux O ;. L’ absorbance est ensuite lue a 550
nm toutes les 5min durant 35 min.

Les PN sont primés avec le thioglycollate de sodium et activés (pour produire les
radicaux libres O, ) in vitro avec du PMA.
Pour contréler la production d' O2 " induite par le PMA, nous avons utilise laréduction du

cytochrome C pour la détecter a une longueur d'ondes de 550 nm (5).

[11. Résultats et discussion

Les absorbances mesurés durant les 35 min pour les échantillons éudiés et |e contréle sont

représentés sur le tableau XI1X.
Pour tracer les courbes A A= f (t) des échantillons et du contréle (fig.23), nous avons exprime
I” absorbance A en A A tel que :
AA=A;—A¢p
Avec A; =Absorbance al’instant t
Et Aio=Absorbanceal’instant t =0.

Le pouvoir antioxydant est généralement associé aux composés phénoliques, aux dérivés de
I”acide caféique et aux flavonoides (6). Les antioxydants réagissent sur les radicaux libres en
leurs donnant un atome d’ hydrogene ou un éectron (7).

L’HE de la marjolaine possede une activité antioxydante trés importante comparée a celle
d’ autres plantes comme le cinnamone, le basilic, la citronnelle, le citron et le romarin et méme
a celle de I’dpha tocophérol et le BHT (butylated hydroxy toluene) (2). Les résultats du
chapitre précédant ont montré que I'HE de la marjolaine poussant en Algérie ne contient pas
essentiellement des composés phénoliques tels que le thymol et le carvacrol (a raison
respective de 0.031 et 0.138 % seulement), €elle contient par contre des alcools
monoterpeniques, essentiellement le linalool et le terpinéne-4-ol. Ce dernier est un composé

majoritaire dans I’HE du thé qui possede elle aussi une activité antioxydante tres importante

).
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Tableau X1X : Valeurs de |’ absorbance mesurées par le spectrométre UV.

Temps

. 0 5 10 15 20 25 30 35
(min)

A; PMA 0,435 0,478 0,516 0,640 0,907 1,063 1,153 1,439

A, PMA 0,436 0,472 0,518 0,664 0,884 1,030 1,241 1,571

AAPMA | 0,000 | 0,040 | 0,082 | 0,217 | 0,460 | 0,611 | 0,762 | 1,070

AL, 0,905 1,028 1,040 1,048 1,078 1,116 1,130 1,143

ALy 0,883 0,975 0,985 1,028 1,043 1,062 1,112 1,141

AA L, 0,000 | 0,108 | 0,119 | 0,144 | 0,167 | 0,195 | 0,227 | 0,248

AL, 0,905 1,028 1,040 1,048 1,078 1,116 1,130 1,143

A L, 0,883 0,975 0,985 1,028 1,043 1,062 1,112 1,141

AAL, 0,000 | 0,048 | 0,034 | 0,065 | 0,202 | 0,119 | 0,142 | 0,174

A1 M 0,768 0,818 0,876 0,880 0,892 0,921 0,974 1,028

A, M 0,822 0,916 0,937 0,945 0,971 1,013 1,038 1,077

AAM 0,000 | 0,072 | 0,112 | 0,118 | 0,137 | 0,172 | 0,211 | 0,258

A; CUR 0,444 0,455 0,497 0,554 0,572 0,615 0,640 0,724

A, CUR 0,423 0,423 0,457 0,500 0,526 0,549 0,584 0,612

AACUR | 0,000 | 0,006 | 0,044 | 0,094 | O,116 | 0,149 | 0,179 | 0,235

L1: HE dulaurier ala concentration de 10 g/l.

L2 : HE du laurier alaconcentration de 15 g/I.

M : HE de lamarjolaine ala concentration de 1 g/l.
CUR : Curcumine.

A; : Absorbance du premier essai.

A, : Absorbance du deuxieme essai.
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L’ huile essentielle de laurier contient I’ eugénol et le méthyle eugénol (a raison respective de
2.333 et 5.767 %), qui sont considérés comme des contribuant les plus importants dans

I activité antioxydante de son huile essentielle (3).

1,200
1,000 /
0,800 VA
—a—L1
0,600 L2
M
0,400 —%—CUR
0,200 M
o~
0,000 */t;_’_\ T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40

dA

Temps (min)

Figure 23 : Courbes représentant la variation de la production des radicaux libresO , ™ en
fonction du temps pour PMA (contrdle), L1, Lo, M et CUR (curcumine).

On remarque que I'HE des deux plantes possede une activité antioxydante considérable,
I’ activité de I’ HE de laurier ala concentration de 15 g/l est nettement la plus importante. Il est
anoter qu' au bout de 35 min la concentration® des radicaux libres atteint 1.071 dans le control
(test ablanc) alors qu’ elle n’excéde pas les 0.26 pour les échantillons testés.

On remarque aussi qu' avant 5 min, les HE comparées au control ne montrent pas une
inhibition vis a vis des radicaux libres, la curcumine par contre inhibe leur production. Aprés
5 min I’'HE de laurier a la concentration de 15 g/l commence a inhiber, elle donne la plus

! " absorbance est un multiple de la concentration des radicaux libres : A= £x L x C (équation
de Beer-Lamber), tel que:

L : Longueur de lacuve.

C : Concentration des radicaux libres.

£ : Coefficient d’ extinction molaire.
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basse valeur d’absorbance a t=10 min, apres 12 min tous les échantillons testés inhibent la
production des radicaux libres.
Pour mieux présenter la différence entre I’ effet des échantillons étudiés nous avons calculé a

la 30°™ minute le pourcentage d inhibition de chacun selon I’ équation suivante (6) :

I % = (1- (A A del’échantillon/ A A du contréle)) x 100

Les pourcentages d'inhibition calculés pour les quatre échantillons sont présentés sur le
tableau XX.
Tableau XX : Pourcentages d inhibition des quatre échantillons étudiés.

échantillon HE L 10/l HE L 15g/I HE M 1gl CUR

| % (inhibition) 70.20 81.36 72.30 76.50

L’huile essentielle de laurier a la concentration de 10 g/l présente presque le méme
pourcentage d’inhibition que celui de la marjolaine (voire tableau XVI1) ala concentration de
1 g/l (un rapport de 10 entre les deux concentrations et I'HE de la marjolaine exerce un effet
inhibiteur 10 fois plus important), en effet I'HE de la marjolaine est tres reconnue par son

pouvoir antioxydant (2).

On constate qu’'a la concentration de 15 g/l I'échantillon de laurier donne une excellente
inhibition (81.36%), il seraintéressant de vérifier si I’'HE a cette concentration (qui est un
peut excessive) ne présente pas une toxicité pour le corps du fait que I’ HE de laurier contient
I’ a-phellandréene qui est considéré comme composé toxique pour le corps humain (9) (en
effectuant des test in vivo chez des souries par exemple). Plus intéressante est |’ activité de
I”huile essentielle de la marjolaine, car a une concentration de 1g/l seulement elle montre un
tres bon pouvoir inhibiteur (72.30 %). Cet effet ne pouvant pas étre engendré a un composé
seul mais plutét a une contribution synergique de tous les constituants de |” huile essentielle
(10).

L'HE de la marjolaine et celle de laurier ala concentration de 10 g/l possédent une activité
comparable a celle de la curcumine, ce résultat est d autant plus important que I’ utilisation
des antioxydants naturels est plus recommandé pour les utilisations thérapeutiques et dans

I’industrie alimentaire.
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Conclusion

Le présent travail rentre dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques a
caractére médicinal puisqu’il traite I'étude de la composition chimique des huiles
essentielles de deux plantes poussant en Algérie. Il s'agit du laurier noble (Laurus
nobilis L.) de la famille des lauracea et de la marjolaine (Origanum majorana L.) de

lafamille des lamiaceae.

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons donné une description botanique des
deux plantes. Nous avons egalement fait une synthése bibliographique concernant la
composition et |’ utilisation de I huile essentielle de laurier et de lamarjolaine, ou I’on

amis en évidence les principaux constituants des HE et leurs domaines d’ application.

La seconde partie a été consacrée a l’ étude du matériel botanique (partie utilisee, état,
région et période de récolte) et des rendements en HE. Nous avons également decrit
les deux méhodes dextraction utilistes pour extraire I'HE, Il sagit de
I"hydrodistillation (HD) et I'extraction sans solvant assistée par micro-ondes
(ESSAM). Le rendement obtenu par ces deux méthodes était similaire et parfois

supérieur danslecasdel’HD.

Le rendement le plus élevé été observé pour les feuilles séchées de laurier (1%) nous
avons pu constater également que les tiges qu'elles soient séches ou fraiches
renferment moins d' huile essentielle que les feuilles. Par ailleurs une |égere différence
avait éé observée entre le rendement en huile essentielle des feuilles de marjolaine
provenant du jardin d' essais EL HAMMA et celledel’ INRA.

Dans la troisieme partie de ce travail nous avons procédé a I’ analyse des HE issues
des feuilles et des tiges de laurier et des feuilles de marjolaine. L’identification par
GC et GC/MS des 05 échantillons de laurier et des 03 échantillons de marjolaine a
montré une nette prédominance des composés monoterpenique oxygénés et des
monoterpénes avec le terpinen-4-ol et 1,8-cinéol comme composés majoritaires dans
la marjolaine et le laurier respectivement. Par ailleurs, L’ESSAM sest avérée une

méthode d extraction efficace pour extraire les composés oxygenés, qui sont des
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composes bénéfiques d’ un point de vu olfactif et thérapeutique, sans parler du gain en

temps et en énergie.

La comparaison de la composition chimique de I’'HE des feuilles fraiches et sechées
du laurier a montré que ces derniéres étaient plus riches en essence ce qui confirme
les résultats bibliographiques. Nous avons procédé également dans ce travail a
I’extraction de I’'HE a partir des tiges de Laurier (fraiches et séchées) ou nous avons
pu constater que les tiges fraiches étaient beaucoup plus riches en essence. D’ un autre
coté la composition chimique de I’ HE des tiges de laurier était comparable a celle des

feuilles avec quel ques différences au niveau des composants existants al’ état de trace.

La derniére partie de ce travail a été consacrée au test du pouvoir antioxydant de
I"huile essentielle des deux plantes. Pour cela des tests in vitro sur des cellules du
péritoine provenant de souris préalablement soumises a une induction d’'inflammation
ont été suivis. La mesure de I'absorbance par les radicaux libres a I'aide d'un
spectrophotométre UV et la comparaison avec celle d' un anti-oxydant industriel a
confirmé I’ activité anti-oxydante aussi bien de I'HE de la Marjolaine que celle du

Laurier.
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