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Résumé

Contribution a I’étude phytochimique de la diversité des huiles essentielles d’une plante
aromatique maritime : Otanthus maritimus (L.) Hoffmanns. & Link

Dans le but de contribuer a la valorisation de la flore algérienne en vue d’identifier de
nouvelles substances potentiellement intéressantes sur les plans biologique et thérapeutique, nous
avons procédé a 1’é¢tude des huiles essentielles (HEs) d’Otanthus maritimus originaire de la région
de Zemmouri (Boumerdes). L’¢étude par GC/MS des HEs des feuilles et des fleurs de cette espece a
permis d’identifier 40 constituants, 28 chez les feuilles (82.2%) et 27 et chez les fleurs (94.6%). Les
constituants majoritaires de 1’huile essentiel des feuilles sont : a-isocomene (11.2%), artemisia
acetate (5.3%) et p-isocomene (5.1%). Alors que les constituants majoritaires des fleurs sont :
Artemisia alcohol (30.5%), yomogi alcohol (13.2), camphor (10.7%), chrysenthenone (10.2%), a-
epi-bisabolol (8.7%) et artemisia acetate (7.7%). Ces analyses ont mis en évidence une variation
chemotypique entre les deux organes étudiées. Les feuilles présentent le chemotype a-isocomene
(11.2%). Alors que les fleurs présentent le chemotype artemisia alcohol (30.5%). Ces deux
chemotypes sont détectés pour la premiére fois dans la présente étude.

Mots clés : Otanthus maritimus (L.) Hoffmanns. & Link, Huiles essentielles, GC/MS, Variabilité
chémotypique

ABSTRACT
Contribution to the phytochemical study of the diversity of essential oils of a maritime
aromatic plant: Otanthus maritimus (L.) Hoffmanns. & Link

In order to contribute to the enhancement of the Algerian flora with a view to identifying
new substances potentially interesting from a biological and therapeutic point of view, we have
carried out the study of the essential oils (EOs) of Otanthus maritimus originating from Zemmouri
(Boumerdes). The GC/MS analysis of EOs in leaves and flowers of this species identified 40
constituents, 28 in leaves (82.2%) and 27 and in flowers (94.6%). The major constituents of the
essential oil of the leaves are: a-isocomene (11.2%), artemisia acetate (5.3%) and f-isocomene
(5.1%). While the major constituents of flowers are: Artemisia alcohol (30.5%), yomogi alcohol
(13.2%), camphor (10.7%), chrysenthenone (10.2%), a-epi-bisabolol (8.7%) and artemisia acetate
(7.7%). These analyzes revealed a chemotypic variation between the two organs studied. The leaves
show the oa-isocomene chemotype (11.2%). While the flowers exhibit the artemisia alcohol
chemotype (30.5%). These two chemotypes are detected for the first time in the present study.

Key words: Otanthus maritimus, Essential oils, GC/MS, Chemotypic variability.
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Introduction Générale

Introduction Générale

Les remedes naturels, et surtout les plantes médicinales, ont été pendant longtemps
le principal, voir I'unique recours traditionnel pour soigner diverses pathologies, et comme
matiere premiere pour la médecine moderne (Ould El Hadj et al., 2003). Les propriétés
médicinales des plantes sont dues a des produits naturels, synthétisés par les plantes elles-
mémes.
De nombreux composés naturels isolés a partir de plantes ont démontré un large
spectre d'activités biologiques. Parmi ces différents types de substances naturelles, les huiles
essentielles des plantes aromatiques et médicinales ont recu une attention particuliére pour
leur propriétés antimicrobiennes, anti-oxiantes, anti-inflamatoires, anti-cancereuses,
insecticides (Nicolas, 1991; Mishara & Dubey, 1994; Bowles, 2004; Lahlou, 2004 ; Viuda-
Martos et al., 2011). Environ 3000 huiles essentielles sont décrites, parmi lesquelles 300
présentent une importance commerciale dans le cadre d’applications pharmaceutiques,
cosmétiques, alimentaires et agronomiques (Bakkali et al., 2008 ; Tajkarimi et al., 2010).
La flore Algérienne est caractérisée par sa diversité florale : méditerranéenne,
saharienne et une flore paléo tropicale estimée a plus de 3000 espéces appartenant a
plusieurs familles botaniques. Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un
nombre non négligeables (15%) d'espéces endémiques (Gaussen et al., 1982). La
valorisation de ces ressources est devenue indispensable pour la découverte de
nouvelles substances. Parmi les familles botaniques les plus représentées en Algérie,
et les plus utilisées en medecines traditionnelle, la famille des Astéracées, avec plus
de 400 espéces (Quezel & Santa, 1963). A cet effet, nous nous sommes intéressés a
une astéracée sauvage poussant a 1’état sauvage dans le littoral Algérien appelée
Othantus maritimus L.

Otanthus maritimus L., appartenant a la famille des Astéraceae, est une plante
médicinale connue par ces effets contre les maux de dents, la bronchite asthmatique,
la dysenterie et I’inflammation de la vessie urinaire et aussi utilisée comme tonique
(Reutter, 1923; Jakupovic et al., 1988; Thanos et al., 1991; Tsoukatou et al., 2000).
Tres peu d’études ont été consacrées a I’identification de la composition chimique de
I’huile essentielle de cette espece.

Selon Quezel & Santa (1963), Otanthus maritimus se développe dans les sables
maritimes de toute I’ Algérie. Cependant cette espece, a notre connaissance n’a fait 1’objet

d’aucune étude phytochimique en Algérie notamment la caractérisation de ses huiles

1



Introduction Générale

essentielles. Dans ce travail, nous proposons d'étudier, pour la premiére fois, cette plante
récoltée dans la région de Boumerdes. De ce fait les objectifs fixés par la présente sont :

- L’extraction des huiles essentielles des feuilles et des fleurs par hydrodistillation.

- L’analyse phytochimique de ces huiles par GC/SM (identification du chémotype

algérien).

Le manuscrit de ce mémoire est structuré comme suit :

Dans le premier chapitre, nous présentons une synthése bibliographique
décrivant les notions essentielles liés au contexte global de notre travail (les plantes
médicinales, les huiles essentielles, utilisations et travaux antérieurs réalisés sur I’espece
étudiée)

Au niveau du second chapitre nous décrivons le matériel et les méthodes utilisées
dans ce travail.

Dans le troisieme chapitre nous analysons les résultats obtenus puis nous
discutons leur signification par rapport aux données de la littérature.

Au terme de ce mémoire, nous présenterons une conclusion générale dans
laquelle nous rappellerons les principaux résultats obtenus, puis nous proposerons
quelques perspectives pour notre étude suivie par les références bibliographiques.
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Synthése Bibliographique

I.1. Plantes médicinales et aromatiques

Depuis la plus haute antiquité, les plantes ont occupé une place prépondérante dans
la vie de I’homme. Toutes les civilisations connues ont utilisé les plantes pour se nourrir, se
défendre, se Vétir ou se soigner.

Les plantes sont dites médicinales lorsque I'un de leurs organes posséde des activités
pharmacologiques pouvant conduire a des emplois thérapeutiques. La définition d'une plante
médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner
ou soulager divers maux. Elles sont des drogues végétales dont au moins une partie posséde
des propriétés médicamenteuses (Giani & Sanago, 2006).

Les plantes aromatiques sont, par définition, des plantes dont les tissus sécrétent
suffisamment d’essence. Elles contiennent des composés odorants, volatils, hydrophobes et
hautement concentrés appelés huiles essentielles (ou huiles volatiles ou éthérées) dans un ou
plusieurs de leur organes (feuille, fleurs, fruits, graines, écorces, racines) (Brenes & Roura,
2010). Toute plante a odeur n’est pas toujours une plante aromatique : le tilleul est un arbre

odorant mais il n’existe pas d’huile essentielle de tilleul (Bechaalany, 2005).

1.2. Métabolites secondaires
1.2.1. Définition

Les plantes renferment une part importante des composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme. On
distingue ainsi deux groupes de métabolites, les métabolites primaires et les métabolites
secondaires (Hartmann, 2007). Les métabolites secondaires sont des produits du
métabolisme secondaire. Ces métabolites ne présentent aucune fonction reconnue dans les
processus vitaux des plantes, comme la photosynthése, la respiration cellulaire, la synthése
des protéines, le transport des solutés et I'assimilation des nutriments, contrairement aux
métabolites primaires (Olivoto et al., 2017). Ils interviennent dans 1’adaptation de la plante
a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions plantes-
animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogenes, comme agents allélopathiques
ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des fruits (Judd
et al., 2002). Les produits du metabolisme secondaire sont en trés grand nombre, plus de
200.000 structures définies avec une variéte structurale extraordinaire mais sont produits en
faible quantité (Hartmann, 2007).
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1.2.2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont divisés principalement en trois grandes familles :
Les polyphénols, les terpénes et les alcaloides (Verpoorte, 1998). Chacune de ces classes
renferme une trés grande diversité de composeés qui possédent une trés large gamme
d'activités en biologie humaine.

1.2.2.1. Les composés phénoliques

Cette classe de métabolites secondaires regroupe un vaste ensemble de plus de 8000
molécules (Bahorun, 1997; Garcia-Salas et al., 2010). lls se caractérisent par la présence
d’un noyau benzénique portant un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une fonction
tel que : éther, ester, hétéroside (Bruneton 1999). Les polyphénols sont classés selon le
nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base (Dacosta, 2003). Il existe plusieurs
classes des polyphénols, principalement, les acides phénoliques simples, stilbenes,

coumarines, tanins, quinones, flavonoides, lignanes, lignines et xanthones (Tab. 1.1).

Tableau I.1. Classification des composés phénoliques (Garcia-Salas et al., 2010)

Numéro de carbone Classe Structure de base
Cs Phénol simple ;_‘_"r--rm
Cs Benzoquinones o ‘ ?J' o

COOM
Ce-C1 Acide benzoique 7=\ __cn,

o
Cs.C2 Acétophénones oo
Cs-Cs Acide phénylacétique ¢ " “coow
Cs-Csa Acide cinnamique e
Cs-C3 Phénylpropéne '_ 1 'u: r
Ce-Cs Coumarines . ':';5
Ce-Cs Chromones ) :
CeCa Naphthoquinones | ) {:
o

C6-C1-Cs Xanthones A ~"
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Tableau 1.1. (Suite)

Numeéro de carbone Classe Structure de base
Cs-Co-Co Stilbénes CIL I
o
Ce-C2-Cs Anthraquinones "
T
Cs-C3-Cé Flavonoides L
~
(Ce-Ca)2 Lignanes, neolignanes /=y
PonMére h'éiérog'éne
) . composé d’acide
(Ce-C1)n Tannins hydrolysables phénolique et sucres
simples
L Aromatique hautement
(Co-Ca)n Lignines réticulé polymeére

1.2.2.2. Les terpénes

Ou terpénoides (isoprenoides) sont la classe la plus diversifiée de métabolites
secondaires. lls contiennent plus de 40 000 composés (Bohlmann & Keeling, 2008). Les
terpénes sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou de chaine ouverte,
largement répandus dans le regne végétal. Leur particularité structurale est la présence dans
leur squelette d’unité isoprénique a 5 atomes de carbone (C5HS) dérivées du 2-
méthylbutadiéne (Bakkali et al., 2008) (Fig.l.1). La nomenclature des terpénoides est comme

illustré par le Tableau 1.2.

Z

Figure I.1. Formule développée et modeéle 3D de I’unité isoprénique (CsHs)
(Wikipedia.org)
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Tableau 1.2. Classification

des terpénoides (Kogan et al., 2006)

Nombre de carbone Nom

Exemple

Cs Hemiterpénes
Cio Monoterpenes
Cis Sesquiterpénes
Ca0 Diterpénes

Cso Triterpénes
Cao Tetraterpénes
C>40 Polyterpenes

Isoprene, prenol, Acide isovalerique
Limonéne, eucalyptol, pinene

ABA (acide abscicique)

Gibberellin

Brassinosteroide, squalen, lanostérole
Caroténoides, lycopéne

Vitamine E

1.2.2.3. Les alcaloides

Un alcaloide est un compose organique d'origine naturelle (le plus souvent végétale),

azoté, plus ou moins basique, de distribution restreinte et doué, a faible dose, de propriétés

pharmacologiques marquées (Bruneton,

1999). La plupart des alcaloides sont issus des

acides aminés (Loomis & Croteau, 1980). Ils sont présents dans environ 20% des especes

végétales et conférent un rdle défensif contre les herbivores et les attaques d’agents

pathogenes (Fraga, 1988 ; Hegnauer, 1988). Un grand nombre d'alcaloides biologiquement

actifs ont été isolés de plantes (Fig.l.2).

Scopolamine

Berberine

Vinblastine
i HyC 8
o= \ cH
PI"L' =\ N N - 3
o | N N
\ /& /
o M N s} H3C
|
CH,

Cocaine Caffeine Nicotine

Figure 1.2. Structure de quelques alcaloides d’une importance économique (Olivoto et

al., 2017).
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On distingue généralement (Bruneton, 1999) :

» Alcaloides vrais, dérivés d’acides aminés, et qui présentent au moins un hétérocycle.

» Proto-alcaloides, qui dérivent d’acides aminés, dont 1’azote n’est pas inclus dans le
systéme hétérocyclique.

» Pseudo-alcaloides, présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides

vrais mais ne sont pas des dérivés des acides aminés.

1.3. Les huiles essentielles
1.3.1. Définition

Une huile essentielle est un mélange naturel complexe de métabolites secondaires
lipophiles, volatils, odorants et souvent liquides contenus dans des tissus végétaux
spécialisés (Bruneton, 1993). Selon I’AFNOR (Association frangaise de la normalisation)
I’huile essentielle est définit comme : « Produit obtenu a partir d’une matiére premicre
végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau soit par des procédés mécaniques, 1’huile
est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » (AFNOR, 2000).
Actuellement, prés de 3000 huiles essentielles sont décrites, parmi lesquelles environ 300
présentent une importance commerciale dans le cadre d’applications pharmaceutiques,
cosmeétiques, alimentaires, agronomiques ou dans le domaine de la parfumerie (Bakkali et
al., 2008).

1.3.2. Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de trés faible masse
moléculaire (Degryse et al., 2008). Elles sont en général liquides a température ambiante,
volatiles, inflammables, trés odorantes et ne sont que trés rarement colorées. Leur densité
est le plus souvent inférieure a 1 sauf pour les huiles essentielles de sassafras (Sassafras
albidum), de clou de girofle (Syzygium aromaticum) et de cannelle (Cinnamomum
zeylanicum). Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée
(Bruneton, 1999; Charpentier et al., 2008). Les huiles essentielles ont parfois un toucher gras
ou huileux mais ce ne sont pas des corps gras. Par évaporation, elles peuvent retourner a
I'état de vapeur sans laisser de traces, ce qui n'est pas le cas des huiles fixes (olive,
tournesol...etc) qui ne sont pas volatiles et laissent sur le papier une trace grasse persistante
(Bernadet, 2000). Les huiles essentielles sont solubles dans les alcools et dans la plupart des

solvants organiques mais sont peu solubles dans I’eau (Bruneton, 1999). Elles s’oxydent
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facilement. Pour éviter cela, il faut les conserver a 1’abri de la lumiére et de 1’air (Duval,

1978).

1.3.3. Intérét des huiles essentielles chez les plantes

Le rble exact des huiles essentielles chez les plantes est inconnu (Rai et al., 2003).
Cependant, certaines études ont montré qu’elles ont de trés grands intéréts dans la vie de la
plante. Parmi ses intéréts (Bruneton, 1999; Porter, 2001; Guignard & Dupont, 2004) :
-La réduction de la compétition des autres especes de plantes (allélopathie) par inhibition
chimique de la germination des graines.
- la protection contre la flore microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et
bactéricides et contre les herbivores par gout et effets défavorables sur le systéme nerveux.
- les huiles essentielles pourraient avoir un réle attractif vis-a-vis des insectes pollinisateurs

et favoriseraient ainsi la pollinisation.

1.3.4. Domaines d’application des huiles essentielles
Les huiles essentielles constituent une matiere premiére destinée a divers secteurs
d’activités.
S
1.3.4.1. En industries alimentaires

Les huiles essentielles sont utilisées en industrie alimentaire comme arémes et épices
alimentaires pour les boissons gazeuses ou alcooliques, les condiments, les confiseries, les
produits laitiers, les produits carnés, les produits de boulangerie mais également pour la
nutrition animale (Bruneton, 1999). Les plus couramment utilisées sont celles de : menthe,
vanille, poivre, basilic, gingembre, eucalyptus...etc (Mapoli, 2003).

Les huiles essentielles, représentent un outil trés intéressant pour augmenter la durée
de conservation des produits alimentaires grace aux activités antimicrobiennes et anti-
oxydantes de certains de leurs constituants (Burt, 2004 ; Shan et al., 2005). Ces agents
naturels viennent réduire ou remplacer les agents de conservation chimiques ou synthétiques

qui présentent des effets néfastes sur la santé (Viuda-Martos et al., 2009 ; Miguel, 2010).

1.3.4.2. En cosmétologie et parfumerie
Les huiles essentielles sont recherchées dans I’industrie des parfums et des
cosmetiques en raison de leurs propriétés odoriférantes. L’industric des cosmétiques,

savonneries et parfums constitue le plus gros consommateur d’huiles essentielles (Balandrin

9
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etal., 1985; Shahi, 2009). Elle représente 60 % de la demande totale en substances naturelles,
selon le National Research Development Corporation (NRDC) (Lubbe & Verpoorte, 2011).
Les huiles essentielles sont aussi consommées en cosmeétologie pour parfumer les produits
cosmétiques : les dentifrices, les shampoings, les cremes solaires, les rouges a levres, les

savons, etc. (Seu-Saberno & Blakeway, 1984).

1.3.4.3. En pharmacie et domaine médicinal

Les huiles essentielles représentent un outil thérapeutique important qui permet
d’¢élargir le champ des traitements médicaux conventionnels (Robard, 2004; Millet, 2010).
Elles peuvent étre utilisées directement comme agents thérapeutiques (Bardeau, 2009;
Hamid et al., 2011), mais aussi comme matieres premieres pour la synthése de principes
actifs (Bessah &Benyoussef, 2015). L’utilisation des huiles essenticlles dans le traitement
de ceraines pathologies (digestives, infectieuses, ....) fait appel a leurs propriétés: anti-
infectieuse, antalgique, antiinflammatoire, sedative, antimicrobien, antispasmodique,
antioxydants et cytotoxiques (Steflitsch & Steflitsch, 2008 ; Bardeau, 2009; Le Hir, 2009).

1.3.5. Répartition botanique

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi les
1 500 000 especes végétales recensées, seulement 10% sont capables de synthétiser une
essence. Ces plantes sont alors dites « aromatiques » (Bruneton, 1999 ; Degryse et al., 2008).
La capacité d’accumuler les huiles essentielles est cependant la propriété de certaines
familles de plantes réparties au sein de 1’ensemble du régne végétal, aussi bien représentées
par la classe des gymnospermes (Cupressaceae (bois de cédre) et Pinacea (pin et sapin)) que
celle des angiospermes. Les familles les plus importantes sont les dicotylédones comme
celles des Apiaceae (coriandre), Asteracea (camomille), Geraniaceae (géranium), llliciaceae
(anis), Lamiaceae (menthe), Lauraceae (cannelle), Myristicaceae (noix), Myrtaceae
(eucalyptus), Oleacea (jasmin), Rosacea (rose), Sandatalacea (bois de santal) et Rutacea
(citron). Les monocotylédones sont principalement représentées par les familles Poacea

(vétiver) et Zingiberaceae (gingembre) (Spichiger, 2002; Khandelwal, 2008).

1.3.6. Localisation dans la plante
Les huiles essentielles peuvent étre localiser dans tous les organes végétaux: les
fleurs (oranger, rose, lavande; le bouton floral (girofle)), les feuilles (eucalyptus, menthe,

thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et sapin), les racines (vétiver), rhizomes

10
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(gingembre, acore), les fruits (anis, fenouil, badiane), le bois et les écorces (cannelle, santal,
bois de rose.) et les graines (noix de muscade, coriandre) (Bruneton, 1993; Anton &
Lobstein, 2005).

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

1.3.7. Composition chimique des huiles essentielles

Plus de 60 molécules différentes peuvent entrer dans la composition chimique d’une
HE. Les composés majoritaires peuvent représenter, a eux seuls, plus de 85% de I’huile alors
que d’autres composés ne sont présents qu’a 1’état de traces (Senatore, 1996). L’ensemble
de ces constituants appartient, de facon quasi exclusive, a deux groupes caractérises par des
origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le groupe des
composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre part.
Elles peuvent également renfermer divers produits issus d’autre famille des volatils tel que

les dérivés d’acide gras (Bruneton, 1999).

1.3.7.1. Les composeés terpéniques
Déja défini dans la section 1.2.2.2., les monoterpenes et les sesquiterpénes constituent
les deux types de terpénes les plus abondants au sein des HEs (Folliard, 2014).
= Les monoterpénes contiennent plus de 900 composés connus, se trouvent
principalement dans 3 catégories structurelles: les monoterpénes linéaires
(acyclique): (myrcéne, ocimenes), les monoterpénes avec un cycle unique
(monocycliques) : (a- et y-terpinéne, p-cymene) et ceux avec deux cycles

(bicycliques) : (pinénes, A3-caréne, campheéne, sabinéne) (Allen et al., 1977).

= Lessesquiterpénes comportent trois unités d’isopréne, leur formule est C15H24 soit
une fois et demie (sesqui) la molécule des terpénes (Belaiche, 1979). Les
sesquiterpénes peuvent étre également, comme les monoterpénes, acycliques
(farnésol), monocycliques (humuléne, a-zingibéréne) ou polycycliques (matricine,

artéannuine, B-artémisinine) (Bruneton, 1999; Laouer, 2004). A titre indicatif,

11



Synthése Bibliogravhigue

quelques structures de monoterpénes et de sesquiterpénes sont représentées sur la
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Figure 1.3. Structure de quelques monoterpenes (A) et sesquiterpénes (B) (Dhifi et al.,
2016)

1.3.7.2. Les composés aromatiques
Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du

phénylpropane Cs-Cs. lls peuvent comprendre des phénols (chavicol, eugénol), des
aldéhydes (cinnamaldéhyde), des alcools (alcool cinnamique), des dérivés méthoxy (anéthol,
estragol) ou méthyléne dioxy (myristicine, safrole) (Bakkali et al., 2008). La structure de

quelgues molécules est représentée dans la Figure 1.4.
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Figure 1.4. Structure de quelques composés aromatiques Ces-Cs caractéristiques des
huiles essentielles (Bruneton, 1999)

Il est cependant possible de rencontrer des composés C6-C1, comme la vanilline
(assez fréquente) et I’anthranilate de méthyl (Fig.l.5), ainsi que des lactones dérivées des
acides cinnamiques (les coumarines, par exemple) étant, au moins pour les plus simples

d’entre elles, entrainables par la vapeur d’eau (Bruneton, 1999).

Q
- 4]
@u\ O/
OCH; NH,
OH
Vanilline Anthranilate de methyle

Figure 1.5. Exemples de composés aromatiques Ce-C1 rencontrés dans les huiles
essentielles (Bruneton, 1999).

1.3.8. Notion de chémotype ou chimiotype de la plante

La notion de chémotype (ou chimiotype ou race chimique) désigne une entité
chimique distincte au sein d'une méme espece. Le chémotype est la signature de I’'HE et le
principe actif que l'on recherche pour ses effets thérapeutiques (Franchomme, 2003). C’est
une forme de classification chimique, biologique et botanique désignant la molécule
majoritairement présente dans une HE. Cette classification dépend des facteurs liés
directement aux conditions de vie spécifique de la plante, a savoir, le pays, le climat, le sol
et la période de récolte qui peuvent influencer la composition de I’HE. Cette variation
chimique existe chez certaines especes comme : Thymus vulgaris, Romarin officinalis et
Eucalyptus sp. On parle alors d’une huile essentielle chémotypée (Zhiri & Baudoux, 2005).

Le chemotype permet ainsi de différencier entre les HES extraites d’une méme espéce
botanique mais de composition biochimique différente et par consequent aux propriétés

différentes. Il est important de noter que les huiles essentielles a chémotypes différents

13
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présentent non seulement des activités différentes mais aussi des toxicités trés variables
(Pibiri, 2005).

1.3.9. Facteurs influencant la composition chimique

Etant formées de mélanges généralement complexes, les HEs présentent une tres
grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au plan du rendement des plantes
d’origine. Cette variabilité est fondamentale car les activités biologiques qui découlent des
HEs peuvent étre trés différentes (Garnéro, 1991; Bruneton, 1999). Cette variabilité peut
s’expliquer par différents facteurs d’origine intrinseque, spécifiques du bagage génétique de
la plante ou extrinseque, liés aux conditions de croissance et de développement de la plante
(Morin & Richard, 1985).

1.3.9.1. Facteurs intrinseques

Une HE doit avant toute autre chose étre rapportée au matériel botanique d’ou elle
est issue pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal (Barry, 2001).
L’influence du stade végétatif (Garnéro, 1991 ; Bruneton, 1999), I’organe de la plante
(Maffei & Sacco, 1987 ; Barry, 2001 ; Choudhury et al., 1998), les hybridations, les facteurs
de mutation, la polyploidie (Garnéro, 1991) et le polymorphisme chimique «chimiotypes»
(Garnéro, 1991; Anton & Lobstein, 2005; Belyagoubi, 2006) sont les principaux facteurs

intrinséques qui influencent la composition et le rendement des huiles essentielles.

1.3.9.2. Facteurs extrinseques

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique
de I'huile essentielle :
= La température, la quantité de lumiere, la pluviométrie et les conditions édaphiques
représentent autant de causes potentielles de variations de la composition chimique d’une
plante aromatique donnée (Bruneton, 1999 ; Olle & Bender, 2010).
= Plusieurs travaux ont mis en évidence I’influence de 1’origine géographique sur la
composition et le rendement des huiles essentielles (Barry, 2001; Marzoukia et al., 2009).
= Les conditions de culture telles que la date de semis, la date de récolte, les traitements
phytosanitaires, 1’emploi d’engrais, ainsi que les techniques de récolte influencent aussi la
composition et le rendement en huiles essentielles (Barry, 2001; Lahlou, 2004; Stefanini et
al., 2006; Aprotosoaie et al., 2010).

14



Synthése Bibliographique

= Les facteurs édaphiques: les propriétés physiques du sol (porosité, rétention d'eau...), la
nature (argileuse, sablonneuse..), la composition (teneur en azote, terrains calcaires,
siliceux...) etc., sont des facteurs déterminants pour 1’huile essentielle (Guignard, 1983).

= Le prétraitement du matériel végétal: le séchage, les conditions de conservation ont
également une influence sur la composition de I'huile essentielle (Abdoul, 2002).

= La méthode d’extraction (Bruneton, 1999; Abramson et al., 2007; Silano & Delbo, 2008)
et I’état du matériel végétal (Pinto et al., 2006; Hettiarachichi, 2008) influent aussi la
composition et le rendement des huiles essentielles.

= |l est a signaler que le stockage des matiéres premieres avant distillation peut également
influencer la composition et le rendement des huiles (Besombes, 2008).

1.3.10. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Les principales méthodes d’extraction des HEs couramment utilisées sont :

1.3.10.1. La distillation

11 s’agit de la technique d’extraction des huiles essentielles utilisant I’entrainement
des substances aromatiques grace a la vapeur d’eau. Il existe précisément trois différents
procedes utilisant ce principe : ’hydrodistillation, 1’hydrodiffusion et 1’entrainement a la

vapeur d’eau (Mann, 1987).

L’Hvdrodistillation

Il s’agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Elle
consiste a porter un mélange (eau - produit naturel), a ébullition pour faire « éclater » les
cellules végétales qui renferment les composés organiques odorants, puis a condenser les
vapeurs qui se dégagent et entrainent avec eux ses composés (huiles essentielles) (Bruneton.,
1999). La condensation provoque la séparation du mélange gazeux en deux phases liquides,
une supérieure, dite huile essentielles, contenant la majorité des composés odorants et I'autre
inférieure, dite eau aromatique, qui n’en contient que tres peu de composés odorants
(Fig.1.6). Le chauffage, prolongé et trop puissant, engendre la dégradation de certaines

molécules aromatiques (Lucchesi, 2005).
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Figure 1.6. Montage utilisé pour I'hydrodistillation des huiles essentielles (Hernandez
Ochoa, 2005)

L’hydrodiffusion

Elle consiste a pulvériser de la vapeur d’eau a travers la masse végétale, du haut vers
le bas. Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement
aux techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant. L’avantage de
cette technique est traduit par I’amélioration, qualitative et quantitative de I’huile récoltée,

I’économie de temps, de vapeur et d’énergie (Bassereau et al., 2007).

L’entrainement a la vapeur d’eau

La méthode de distillation a la vapeur (Fig. 1.7) est la technique la plus largement
appliguée. Fondamentalement, le processus commence par le chauffage de matériel végétal
a l’aide de vapeur qui est fournie par un générateur de vapeur. La chaleur est le principal
facteur déterminant ’efficacité avec laquelle les structures de la matiére végétale se
décomposent et éclatent et libérent les composants aromatiques ou les HEs (Babu & Kaul,
2005). Cette méthode est simple et utilise un équipement peu codteux, sans produits

chimiques dangereux a manipuler (Alitonou et al., 2004).
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Figure 1.7. Montage de la distillation par entrainement a la vapeur d’eau (Lucchesi,
2005)

1.3.10.2. Extraction aux solvants organiques

Des solvants ordinaires comme 1’acétone, I’éther de pétrole, I’hexane, le méthanol
ou I’éthanol ont été mis en ceuvre par cette technique pour extraire des matériaux fragiles ou
délicats qui ne peuvent pas €étre extraits a I’aide de la chaleur ou de la vapeur fournie
(Tongnuanchan & Benjakul, 2014). En général, les échantillons de plantes sont mélangés
avec des solvants a extraire en chauffant 1égérement le mélange, et le processus est suivi
d’une filtration et d’une évaporation des solvants. Par rapport a d’autres méthodes, cette
méthode est plus compliquée pour 1’extraction des HEs, et par conséquent, elle prend du

temps et elle est plus colteuse (Li et al., 2009).

1.3.10.3. Extraction au CO2 supercritique

Il s'agit de procédé le plus récent d'extraction a froid des matieres premiéres végétale
utilisant le gaz carbonique. Cette technique met a profit une propriété originale du CO> qui,
au-dela du point critique (pression de 73,8 bars et température de 31,1°C), se trouve dans un
état intermédiaire entre le liquide et le gaz lui conférant un important pouvoir d’extraction
des molécules aromatiques (diffuse comme un gaz a travers le végétal et il solubilise les HES
par son état physique). Le principe général de la méthode est le suivant : Le CO3, porté aux
conditions de température et de pression souhaitées, chemine au travers de la matiére
premiére végétale dont elle tire et volatilise les molécules aromatiques. Le mélange passe
ensuite dans un separateur, ou le CO> est détendu et se vaporise. Il est soit éliminé, soit

recyclé. L’extrait se condense et est récupéré (Fernandez & Chemat, 2012).
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1.3.10.4. Extraction par ultrasons

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

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

1.3.10.5. Extraction par Micro-ondes

Le processus utilise des micro-ondes pour exciter les molécules d’eau dans les tissus
végétaux, provoquant la rupture des cellules et la libération des HEs emprisonnées dans le
tissu extracellulaire des plantes (Belanger et al., 1995).Le matériel végétal est immergé dans
un solvant transparent aux micro-ondes de maniere a ce que seul le végétal soit chauffé. Les
micro-ondes vont chauffer 1’eau présente dans le systéme glandulaire et vasculaire de la
plante, libérant ainsi les produits volatils qui passent dans le solvant (non chauffé). On filtre
et on récupere ensuite 1’extrait. L’extraction par micro-ondes a le grand avantage de réduire
le temps d’extraction a quelques secondes (France-Ida, 1996). Cette technique (Fig.1.8) ne
nécessite pas 1’utilisation de solvants chimiques. Elle est économe en énergie, en temps et
en investissement. La qualité de I’huile essentielle étant préservée, cela en fait une bonne

alternative aux méthodes classiques (Bruneton, 1999 ; Lucchesi et al., 2004).
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Figure 1.8. Principe schématisé de I’extraction des HEs par micro-ondes (Lagunez-
Rivera, 2006)
1.3.10.6. Expression a froid

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

centrifugation (Richard, 1992).

1.3.11. Les méthodes d’analyse des huiles essentielles
L’analyse des huiles essentielles reste une étape indispensable qui, malgré les
développements croissants des méthodes analytiques de séparation et d’identification,
demeure une opération délicate nécessitant la mise en ceuvre de plusieurs techniques.
L’analyse des huiles essentielles est généralement réalisée par chromatographie en
phase gazeuse et la chromatographie en phase gazeuse —spectrométrie de masse (Keravis,
1997).

1.3.11.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique trés répandue. Elle
posséde plusieurs avantages : sensibilité, polyvalence, rapidité de mise au point des analyses,
ce qui augmentent plus son intérét (Wong et al., 2006). La technique a été perfectionnée et
permet maintenant de séparer les constituants des mélanges tres complexes contenant
jusqu’a 200 composés (Reid et al., 2005).

L’instrument de chromatographie en phase gazeuse vaporise 1’échantillon puis
sépare et analyse les divers composants. Chaque composant produit idéalement un pic
spécifique. Le temps écoulé entre ’injection et 1’évaluation est appelé temps de rétention

selon lequel I’identification de la molécule est réalisée (Hamid et al., 2011).

1.3.11.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée avec la spectrométrie de masse
(GCIMS)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une
méthode d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse et

de la spectrométrie de masse afin d'identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses
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substances. La méthode est basée sur la séparation des constituants a 1’aide de la CPG et leur
identification par le biais de la SM. Ce couplage permet d’obtenir un spectre de masse
interprétable pour des quantités de substance qui vont du microgramme au milligramme
(Richard et al., 1992).

Le mode d’ionisation par impact électronique IE, permet le bombardement de
substances par un faisceau d’électrons d’énergie de I’ordre de 70eV, provoquant leur
ionisation et leur fragmentation. Les fragments ioniques positifs forment alors le spectre de
masse caractéristique du composé. Les spectres de masse ainsi obtenus sont comparés avec
ceux des produits de référence obtenus dans des bibliotheques informatisées commerciales
telles que : Nist Mass Spectral Library (National Institute of Standards and Technology
1999) et Wiley Registry of Mass Spectral Data (Lafferty & Stauffer, 1994).

1.3.12. Activités biologiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont utilisées en phytothérapie a cause de leurs nombreuses
propriétés biologiques qui sont étroitement liées a la nature de leurs constituants et aux

groupements ou fonctions chimiques qu’elles possédent.

1.3.12.1. Activité antibactérienne
Il a été démontré que les HES peuvent agir comme agents antibactériens contre de
nombreuses souches bactériennes pathogénes comme Listeria monocytogenes, Linnocua,
Salmonella typhimurium (Schmidt et al., 2005). Ces huiles essentielles agissent aussi bien
sur les bactéries a gram positif que sur les bactéries a gram négatif. Toutefois les bactéries a
gram négatif paraissent moins sensibles a leur action et ceci est directement lié a la structure

de leur paroi cellulaire (Burt, 2004).
Les HEs de thym et d’origan présentent une inhibition de certaines souche bactériennes telles
que E.coli, Salmonella choleraesuis et Salmonella typhimurium (Penalver et al., 2005), ou
I’inhibition est directement liée aux composants phénoliques du carvacrol et du thymol. La
présence d’un groupe hydroxyle phénolique, dans le carvacrol est a I’origine de son activité

contre des agents pathogenes comme Bacillus cereus (Ultee et al., 1999).

1.3.12.1. Activité antifongique
Les huiles essentielles agissent négativement contre le développement des
champignons, en diminuant leur croissance. L’activité antifongique des HEs a fait I’objet de

plusieurs études scientifiques in vitro, depuis plusieurs années. De nombreuses huiles
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essentielles, incluant les huiles essentielles du thym, de la citronnelle, de la cannelle et de
I’arbre a thé présentent des activités antifongiques (Burt, 2004). La croissance d’Aspergillus
parasiticus et la production d’aflatoxines ont été inhibées par les HEs de Thymus vulgaris et
Citrus aurantifolia. De méme les huiles essentielles de Menthaspicata, Foeniculum miller,
et Artemisia dracunculus inhibent la croissance fongique (Davidson & Naidu, 2000).

Le carvacrol et le thymol se sont révélés efficaces contre les champignons d’origine
alimentaire, notamment 1’Aspergillus niger, Aspergillus flavus, et Aspergillus parasiticus
(Razzaghi-Abyaneh et al., 2009). Le thymol, I’aldéhyde cinnamique et 1’eugénol extraits des
huiles de clou de girofle et de cannelle ont également montré des propriétés antifongiques
(Davidson & Naidu, 2000).

Il a été¢ démontré que I’activité antifongique augmente selon le type de fonction
chimique : Phénols> Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers> Hydrocarbures. Parmi les

aldéhydes, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actifs (Yen & Chang, 2008).

1.3.12.3. Activité anti-oxydante

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I'oxydation des substrats biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux
libres et les rendent ainsi inoffensifs. Les résultats déja publiés montrent que les huiles
essentielles constituent une bonne source d’antioxydants naturels recherchés pour leur
innocuité relative (Burits & Bucar, 2000 ; Candan et al., 2003; Tepe et al., 2005). Plusieurs
travaux ont mis en évidence 1’activité anti-oxidante des huilles essentielles (Mantle et al.,
1998 ; Karioti et al., 2006 ; Dib et al., 2017 ; Sudipta et al., 2017). Certains travaux ont
démontré que certains constituants des huiles essentielles présentent un pouvoir antioxydant
tres marqué et sont aujourd’hui commercialisés : c’est le cas de I’eugénol (Barelay et al.,
2006 ; Ogata et al., 2006), le thymol (Luna et al., 2017 ; Razavi et al., 2017) et le carvacrol
(Baranauskaite et al., 2017 ; Zareiyan et al., 2017). s

1.3.12.4. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est connue pour étre associées a certaines maladies, notamment
I’hypertension, le cancer et les accidents vasculaires cérébraux (Schmid-Scheonbein, 2006).
Il a été demontre que les HES possédent une puissante activité anti-inflammatoire. Plusieurs
études ont, par exemple, mis en évidence l'activité anti-inflammatoire de I'huile essentielle
de Melaleuca alternifolia (Koh et al., 2002; Caldefie-Chézet et al., 2004; Caldefie-Chézet

et al., 2006) et de son composé principal, 1'a-terpinéol (Hart et al., 2000). Un autre exemple,
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I'huile essentielle de géranium (Maruyama et al., 2005) ainsi que le linalol et son acétate
(Paena et al., 2002) ont montré une activité anti-inflammatoire sur des cedémes de pattes de

souris induits par le carraghénane.

1.3.12.5. Activité anti-tumorale

Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales et sont utilisées
dans le traitement préventif de certains types de cancers (Edris, 2007) comme 1’huile
essentielle des graines de Nigella sativa (Ait Mbarek et al., 2007, Vaiyapuri et al., 2016),
I’huile essentielle des rhizome de Curcuma (Hongping et al., 2017), et celle d’Allium sativum
(Srivastava et al., 1995; Singh & Singh ,2008).

1.3.12.6. Activité insecticide

Il a été démontré que la protection des végétaux peut se faire avec certaines essences
naturelles. Une dizaine d’huiles essentielles ont été reporté comme ayant des activités
insecticide ou insectifuge sur les moustiques et autres insectes (Ayvaz et al., 2010; Sharon
et al., 2014 ; Jun-Hung & Murray, 2015; Castillo et al., 2017).

I.4. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances puissantes et trés actives, elles
représentent une source inépuisable de remedes naturels. Néanmoins, il est important de
souligner que 1’automédication fréquente et abusive surtout en ce qui concerne le dosage
ainsi que le mode d’application interne ou externe par les essences est nocive. Elle engendre
des effets secondaires plus ou moins néfastes dans 1’organisme (allergies, coma, épilepsie,
etc...) principalement chez les populations sensibles (enfants, femmes enceintes et
allaitantes, personnes agées ou allergiques) (Degryse et al., 2008).

Certains travaux ont mis en évidence I’effet irritant qui provient des huiles
essentielles riches en thymol ou en carvacrole, ’effet allergéne provenant des huiles
essentielles riches en cinnamaldéhyde (Smith et al., 2000) et I’effet phototoxique résultant

des huiles essentielles contenant des furocoumarine (Naganuma et al., 1985).

I.5. Apercu sur la famille Astéracées
Le nom Astéracées vient du mot grec Aster qui signifie étoile en relation avec la
forme de la fleur (Crete, 1965). La famille des Astéracées est la plus vaste, la plus diversifiée

des familles de plantes a fleurs. Elle comprend en effet entre 1600 et 1700 genres et de 24000
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a 30000 espéces décrites (Funk et al., 2005). En Algérie, cette famille regroupe 408 especes
réparties sur 109 genres (Quezel & Santa, 1963).

Les représentants de cette famille, sont rencontrées dans le monde entier, ces
derniéres sont essentiellement des plantes herbacées ou vivaces et ont les caractéristiques
communes suivantes :

-Des feuilles alternes.

- Des inflorescences en capitule constituées d’un réceptacle sur lequel sont insérées de la
base au sommet des bractées vertes stériles.

- Des bractées colorées fertiles axillant chacune une fleur.

- La fleur est petite, possédant un calice tres réduit représenté par un bourrelet annulaire, une
corolle en tube, un androcée soudé et un gynécée constitué¢ d’un ovaire uniloculaire formé

par la soudure de deux carpelles (Guigniard, 2001).

La famille des Astéracées est d’une grande importance tant pour son utilisation en
industrie alimentaire qu’en thérapeutique (Bruneton, 1999). Plusieurs plantes de cette
famille sont cultivées pour leur valeur alimentaire (le tournesol, le topinambour, la laitue, la
chicorée, la camomille, etc.) ou comme plantes décoratives (les dahlias, les asters, les
rudbeckies, les gaillardes, etc.) (Singh, 2004). De nombreuses espéces sont utilisées en
médecine traditionnelle. 1l a été rapporté que les fleurs et les feuilles de certaines plantes de
cette famille, tels que le Semencontra (Artemisia cina Berge), I'Arnica (Arnica montana L.),
la Chamomille (Matricaria chamomilla L. et Anthemis nobilis L.), le pied de chat (Antenaria
dioca gartn) possedent des propriétés antibactériennes, antifongiques, antiviraux et anti-

inflammatoires (Matsuda et al., 2002).

1.6. Otanthus maritimus (L.) Hoffmans. & Link
Le genre Otanthus, appartenant a la famille des Astéracées est représenté par une
seule espéce: Otanthus maritimus, espéce pousante dans les sables maritimes,

principalement dans la région méditerranéenne (Aly et al., 2009).

1.6.1. Synonymes et noms communs
Achillea maritima (L.) et Diotis maritimus (L.).
Diotis cotonneux, Diotis blanc, Achillée maritime, Santoline maritime, Santoline-cypres (sa

forte odeur amere et sucrée expliquant son appellation de santoline)
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1.6.2. Description botanique

O. maritimus (Fig. 1.9) est une plante herbacée vivace, fortement aromatique,
cotonneuse et blanche dans toutes ces parties, en touffes serrées. Tiges dressées ou
ascendantes simples ou rameuses, de 20-40 cm, épaisses, simples ou rameuses. Les feuilles
sont de 5-17 mm, oblongues, entiéres ou dentés, charnues et sessiles. Capitules jaunes, gros
comme un gros pois, disposés en corymbes simples ou composes, terminaux (Quezel &
Santa, 1963 ; Tutin, 1976).

Figure 1.9. Othanthus maritimus (tilo-botanica.eu, wikipedia.org)
a) Aspect général, b) Rameau feuilles/fleurs, c) fleurs
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1.6.3. Position systématique
D’aprés Quezel et Santha (1963), la systématique d’Otanthus maritimus est la
suivante :
Régne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes (Magnoliophyta)
Classe : Dicotylédones (Magnoliopsida)
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Sous famille : Asteroideae
Tribu : Anthemideae
Genre : Otanthus

Espéce: Othantus maritimus (L.) Hoffmans. & Link

1.6.4. Usage en médecine traditionnelle

O. maritimus a été traditionnellement utilisée dans les décoctions comme toniques,
dyspeptiques, pour le traitement de maux de dents, bronchite asthmatique, dysenterie et
inflammation de la vessie urinaire (Reutter, 1923; Jakupovic et al., 1988; Thanos et al., 1991,
Tsoukatou et al., 2000). Les spécimens secs d” O. Maritimus ont été traditionnellement
utilisés a la fois comme décoration et comme moyen de repousser les insectes volants dans

les foyers (Christodoulopoulou et al., 2005).

1.6.7. Travaux antérieurs

Plusieurs travaux ont rapporté 1’identification de divers composés, isolés des extraits
de la partie aérienne d’Othantus maritimus, comme les flavonoides (Khafagy et al., 1979 ;
El Sayed et al., 1992), les sesquiterpénes lactones et les monoterpenes oxygénés (Jakupovic
etal., 1988 ; Sabri et al., 1983; De Pascual et al., 1979).

A notre connaissance, et suite a la recherche bibliographique effectuée lors de cette
étude, il n’existe que cinq références concernant la composition chimique de 1’huile
essentielle extraite de la partie aérienne d’O. maritimus (Tsoukatou et al., 2000; Muselli et
al., 2007; Roméo et al., 2007; Basile et al., 2013; Cabral et al.,2013), alors qu’O. maritimus

d’origine Algérienne n’a jamais fait I’objet d’aucune publication phytochimique.
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Les travaux d’expérimentation de ce mémoire ont été réalisés aux seins du laboratoire
pédagogique d’immunologie du département de Biologie, Faculté¢ des Sciences, Université
M’Hamed Bougara de Boumerdes. Les injections pour les analyses des HEs par
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse ont été réalisées au laboratoire
Biotechnologies Végétales appliquees aux plantes Aromatiques et Médicinales, Faculté des

Sciences et Techniques, Université Jean Monnet de Saint Etienne, France.

11.1. Matériel végeétal

Les fleurs et les feuilles d’Otanthus maritimus ont été collectées en mois de juin
2019, a partir d’une population sauvage sur les dunes de la plage de Zemmouri, W. de
Boumerdeés (36° 48" 43" N, 3° 36’ 20" E, 2 m d'altitude, 60 km d’Alger) (Fig 11.1).

L'authentification botanique de l'espece a été réalisée a I'herbier national du
Département de botanique, & I'Ecole Nationale Supérieure d'Agronomie (ENSA), d'Alger,
ou des spécimens ont été déposés. L’identité de I’espece a été également confirmée selon les

clés botaniques dans la "Flore de I'Algérie” (Quezel & Santa, 1963).

Figure I1.1. Site géographique (fleche rouge) de la récolte d’O. maritimus utilisee dans

cette étude (Google map)
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11.2. Extraction des huiles essentielles
Le matériel végétal (feuilles et fleurs) d’O. maritimus utilisé¢ pour I’extraction des
huiles essentielles a été séché (Fig. 11.2) a I'ombre & température ambiante dans un endroit

aéré, puis rendu en poudre par broyeur.

Figure 11.2. Fleurs d’Otanthus maritimus séchées au laboratoire

11.2.1. Hydrodistillation

Dans le montage a hydrodistillation (type Clevenger, Fig.11.3), utilisé a 1’échelle du
laboratoire sous pression atmosphérique, une quantité de 25 g du matériel végétal est
déposée dans un ballon a demi rempli d'eau distillée (400 ml), relié & un systeme de
réfrigération et récupération Clevenger. Le mélange eau distillée/plante est porté a ébullition
par un chauffe-ballon pour générer une vapeur d’eau saturée en huile volatile. Le réfrigérant
sert a condenser la vapeur en hydrolat et I'extraction débute lorsque les premieres gouttes
tombent dans le collecteur et se poursuit pendant 3 heures. L'HE se concentre en formant une
phase superficielle qui est ensuite récupérée directement par le robinet situé a la base du

Clevenger dans des piluliers. L'HE obtenue est pesée et conservée a 4°C avant d’étre

analysée.
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Ballon : eau distillée + plante broyée

|
Chauffe ballon
I

Figure 11.3. Montage Clevenger d’hydrodistillation

11.3. Calcul du rendement en huile essentielle
Le rendement (Rdt) des extractions des HEs d’O. maritimus a été défini comme étant
le rapport entre la masse de I’HE obtenue et la masse de matiére végétale utilisée selon la
formule suivante :
Rdtpe = [M/Mg] x 100

Ou:

Rdtye : rendement de ’extraction de I’HE en % ;

M : masse de I’HE en gramme ;

Mo : masse de la matiere végétale seche utilisée en gramme.

I1.4. Analyse des huiles essentielles d’O. maritimus par chromatographie gazeuse
11.4.1. Analyse des huiles essentielles par couplage chromatographie gazeuse/
spectrophotométrie de masse

Les spectres de masses des composés volatils des HEs ont été obtenus sur un
spectrométre de masse a quadripdle et ionisation par bombardement électronique Agilent
couplé a un chromatographe Agilent doté d’un injecteur automatique. Les informations
concernant le type de colonne, le détecteur et les réglages du GC/MS sont résumeées dans le

tableau I1.1 suivant.
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Tableau 11.1. Conditions opératoires GC/MS utilisées pour
I’analyse des HEs d’O. maritimus

Composant Particularité et température
GC

Agilent HP 6850

Injecteur 250 °C

Volume injecté 2 pl dans I’hexane

Mode Splitless

Gaz vecteur Hélium, 1 ml/min.

Colonne Capillaire, DB-5

Dimension de la colonne 30 m, 0.25 mm, 0.25 um
Gradient 60 —3 °C/min —245 °C (4 min)
MS

Agilent HP 5973

lonisation Impact électronique a 70 eV

Balayage automatique
Source d’ion
MS, quadrupole

25-350 amu a 2.4 scan/s
230 °C
150 °C

11.4.2. Identification des composés volatils

L’identification des composés volatils a été faite par GC/MS. Le nom d’une molécule

a été trouvé en comparant les spectres de masse obtenus a la base de données électronique

WILEY275, ainsi qu’avec la base de données papier Adams (2007) en paralléle avec

I’utilisation des indices de rétention (IR). Ces IRs sont calculés en utilisant les temps de

rétention (TR) des alcanes d'un mélange de n-alcanes (C8 - C40, Fluka) analysé dans les

mémes conditions chromatographiques (van Den Dool & Kratz, 1963) selon 1’équation

suivante :

IR = 100 X Z + 100 X n [(tRS - tRZ)/(tR(Z+n) - tRZ)]

ou:

tRS : temps de rétention absolu du soluté étudié ;

tRZ : temps de rétention absolu de 1’alcane a Z atomes de carbone qui précede le soluté;

tR(Z+n) : temps de rétention absolu de 1’alcane a (Z+n) atomes de carbone qui suit le

soluté ;

n : différence du nombre d’atome de carbone entre les deux alcanes (généralement n=1)

11.4.3. Quantification des composeés volatils

Les pourcentages relatifs des composés volatils séparés ont éte calculés a partir de

données des aires des pics en GC/MS générées par une intégration électronique.
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11.5. Analyse statistique cluster hiérarchique

L'analyse typologique (distance euclidienne de Pearson) pour mettre en évidence
I'existence d’une éventuelle variation chémotypique, a été réalisée avec le logiciel IBM SPSS
Statistics version 27.0 (IBM®, Illinois, USA) sur les données quantitatives (composition en
pourcentage déterminé par GC/MS) de tous les constituants des HEs de 11 échantillons

issues de 8 populations méditerranéens d’O. maritimus.

31



Chapitre 111
néSIlllats (] | niscussinn



Résultats et Discussion

I11.1. Caractérisation phytochimique des huiles essentielles d’O. maritimus
111.1.1. Résultats

111.1.1.1. Caractéristiques organoleptiques et rendements des huiles essentielles

Les extractions par hydrodistillation (appareil Clévenger) ont fournis des HEs ayant
une coloration bleu violacée foncée, une trés forte et persistante odeur caractéristique de la
plante avec un aspect liquide a viscosité faible pour les deux parties (Feuilles et fleurs).
L’extraction a été faite plusieurs fois par hydrodistillation-Clevenger sous les mémes
conditions opératoires. Dans toutes les hydrodistillations réalisées pendant trois heures, il est
apparu que la quantité de I’HE obtenue était élevée au bout de la 1% heure et se diminuait
durant le reste de 1’opération.

Les rendements en HE de ces extractions sont de I’ordre de 0.13 £ 0.04% et 0.47 £ 0.07%
(m/m, poids sec) pour les feuilles et les fleurs, respectivement. Ces valeurs représentent les
moyennes des rendements d’extraction obtenus sur plusieurs extractions indépendantes a

travers les deux organes.

111.1.1.2. Etude phytochimiques des huiles essentielles d’O. maritimus

Les analyses par GC/MS entreprises ici ont eu pour but d’identifier et reconnaitre la
composition phytochimique et surtout la classe chemotypique des HEs des feuilles et des
fleurs d’O. maritimus sauvage Algérienne et la détection d’éventuelle variabilité entre les
HEs de ses deux organes. Il est a noter que, selon notre recherche bibliographique minutieuse
les HEs de cette espéce d’origine Algérienne n’ont jamais fait 1’objet d’aucune publication
scientifique auparavant.

Les HEs des feuilles et des fleurs d’O. maritimus ont été extraites, puis soumissent a
des analyses chromatographiques/spectrales détaillées par couplage GC/MS. La figure 111.1
représente les chromatogrammes ioniques totaux des HEs étudiées. L’identification des
constituants a été réalisée par I’utilisation des indices de rétention (IR) sur la colonne apolaire
DB-5, par I’analyse des spectres de masse des composés constitutifs et par la comparaison
de ces données a celles de la base de données électroniques, WILEY 275, et les bases papiers
Adams (2007) et autres. Les constituants identifiés sont listés dans le tableau 111.1 selon leur
ordre d'élution sur la colonne apolaire DB-5. Leurs indices de rétention et leurs pourcentages
relatifs sont également répertoriées dans ce tableau (Tab.l11.1).

Ces analyses chimiques par GC/MS ont conduit a 1’identification globale de 40
constituants : 28 chez I’HE des feuilles et 27 chez I’HE des fleurs. Ces composés détectés et
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identifiés ont des aires cumulées qui correspond a un total d’identification de 82.2 % pour
I’HE des feuilles et 94.6% pour I’'HE des fleurs, (Tab. I11.1). Parmi les 40 composés identifiés
dans les deux HEs, 15 composés sont détectés simultanément entre les deux HEs étudiées
(Tab. 111.1). 13 composés (nonyl aldehyde, siliphinene, modhephene, S-isocomene, /-
caryophyllene, a-humulene, germacrene-D, silphiperfol-5-en-3-ol A, germacrene-B,
caryophyllene oxide, p-biotol, myristic acid, hexahydrofarnesyl acetone) sont présents
uniquement dans I’HE des feuilles et 11 autres composés (santolina triene, camphene,
filifolone, trans-carveol, carvone, neryl formate, p-sesquiphellandrene, (E)-
dihydroapofarnesol, guaiol, isolongifolan-7-a-ol, «a-oxobisabolene) sont présents
uniquement dans I’HE des fleurs (Tab. I11.1).
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Figure I111.1. Chromatogrammes ioniques totaux (GC/MS) des huiles essentielles des
feuilles et des fleurs d’Otanthus maritimus Algérienne
L’encadrement a droite représente le spectre de masse du constituant majoritaire, a-isocomene et
artemisia alcohol de I’HE des feuilles et des fleurs, respectivement.
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Tableau I11.1 Composition phytochimique comparative des huiles essentielles des

feuilles et des fleurs d’Otanthus maritimus Algérienne

Composition (%0)

Constituant? IRCP IRA® -
Feuilles Fleurs

Santolina triened 913 906 - 0.1
Camphene 943 946 - 0.4
Yomogi alcohol® 986 999 4.3 13.2
Artemisia alcohol? 1071 1080 4.3 30.5
Filifoloned 1093 1103* - 0.9
Nonyl aldehyde 1098 1100 0.8 -
Chrysanthenone® 1115 1124 14 10.2
Camphor® 1140 1141 2.3 10.7
Artemisia acetate® 1155 1169 5.3 7.7
trans-Carveol 1210 1215 - 0.7
Carvone 1235 1239 - 0.3
cis-Chrysanthenyl acetate® 1247 1261 1.0 0.4
Neryl formate 1274 1280 - 0.5
Silphinene® 1335 1345 1.6 -
Modhephene® 1370 1382 3.6 -
a-1socomene? 1376 1387 11.2 0.6
p-1socomened 1398 1407 5.1 -
B-Caryophyllened 1407 1417 3.9 -
(2)-p-Farnesene 1442 1440 - 0.2
a-Humulene® 1442 1452 1.0 -
Germacrene-D¢ 1468 1484 2.8 -
S-Sesquiphellandrene 1511 1521 - 0.3
10-epi-cis-Dracunculifoliol 1527 1540 2.2 0.4
Silphiperfol-5-en-3-ol A 1562 1557 0.9 -
Germacrene-B 1567 1559 19 -
(E)-Dihydroapofarnesol 1578 1590 - 0.4
Caryophyllene oxide? 1578 1582 2.6 -
allo-Cedrol 1584 1589 3.3 0.4
Ledol 1601 1602 0.8 1.9
Guaiol 1610 1600 - 0.5
Isolongifolan-7-a-ol 1618 1618 - 1.2
p-Biotol 1621 1612 15 -
B-Eudesmol® 1639 1649 3.4 0.3
(2)-a-Santalol 1658 1674 2.1 0.4
a-epi-Bisabolol 1673 1683 4.3 8.7
(Z,E)-a-Bergamotol 1689 1690 2.9 0.5
Chamazulene? 1712 1730 2.7 2.9
a-Oxobisabolene 1728 1740 - 0.3
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Tableau I11.1. (Suite)

Composition (%)

Constituant? IRCP IRA® .

Feuilles Fleurs
Myristic acid 1750 17512 2.4 -
Hexahydrofarnesyl acetone 1828 1835° 2.6 -
Monoterpénes hydrocarbonés 0 0.5
Monoterpénes oxygéneés 19.4 74.2
Sesquiterpénes hydrocarbonés 33.8 4
Sesquiterpenes oxygénés 26.6 15
Autres 2.4 0.9
Total identifié 82.2 94.6

) L’ordre d’élution des constituants et leurs pourcentages sont donnés sur la colonne capillaire
apolaire DB-5 °) IRC = Indices de rétention calculés sur la colonne apolaire DB-5. ) IRA =
Indices de rétention reportés par Adams (2007) et autres : Saroglou et al., 2006 ; ?da Silva et al.,
1999 ; 3Senatore et al., 2005. %) Composants précédemment identifiés dans les huiles essentielles
d’0O. maritimus; toutes les autres ont été identifiées pour la premiére fois dans les huiles produite
dans la présente étude. Les composés et classes majoritaires sont en gras.

Les figures 111.2 et 111.3 exposent des histogrammes représentants les pourcentages

des classes phytochimiques et des constituants majoritaires des deux HEs d’O. maritimus

ainsi que leurs structures développées pour ces derniéres sui représentent des teneur

cumulées entre 38.2 et 81.6% de la composition phytochimique globale.
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Figure 111.2. Teneur (%) des classes phytochimiques et le total identifié des HEs des
feuilles et des fleurs d’Otanthus maritimus.
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Figure 111.3. Teneurs et structures développées des constituants majoritaires des HEs
des feuilles et fleurs d’Otanthus maritimus
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D’aprés les résultats illustrés dans le Tableau I11.1 et sur la Figure 111.2, les
sesquiterpenes hydrocarbonés (33.8%) suivie par les sesquiterpénes oxygénés (26.6%) et les
monoterpenes oxygenés (19.4%) sont les principales classes de composés dans I'HE des
feuilles. Alors que, I'HE des fleurs est caractérisée par une teneur élevé de monoterpénes
oxygénés (74.2%) suivie par les sesquiterpenes oxygenés (15 %). Généralement, cette
derniere HE ets une HE trés riche en terpenes oxygénés (89.2%).

Dans les HEs de cette espéce, les classes de composés présentes sont :
majoritairement les terpénes volatils habituels des HEs (mono- et sesquiterpenes) ainsi que
d’autres molécules volatils minoritaires tels que les dérivés d’acides gras. Ces analyses ont
montrées la prédominance des sesquiterpénes dans I’HE des feuilles (60.4%) représentés par
les volatils suivants : a-isocomene (11.2%), artemisia acetate (5.3%), S-isocomene (5.1%)
et a-epi-Bisabolol (4.3%) (Tab. 111.1, Fig. 111.3). Pour les HE des fleurs les analyses GC/MS
ont montrées la prédominance du monoterpénes oxygénés (74.2%) représentés par les
volatils suivants : artemesia alcohol (30.5%), yomogi alcohol (13.2%), camphor (10.7%),
chrysanthenone (10.2%) et artemisia acetate (7.7%) (Tab. 111.1, Fig. 111.3). En plus, ces deux
HEs des feuilles et fleurs sont caractérisées respectivement par des teneurs élevés en
monoterpenes oxygénés (19.4%) représentés par yomogi alcohol (4.3%) et artemisia alcohol
(4.3%) et en sesquiterpene oxygénés (15%) représentés par a-epi-Bisabolol (8.7%) (Tab.
1.1, Fig. 11.3).

D’aprés les résultats exposés sur le tableau 111.1 et la figure 111.3, on constate que les
deux ou trois premiers constituants majoritaires des HES de notre espéce O. maitimus
d’origine de Zemmouri (Boumerdes, Algérie) sont : 1’a-isocomene (11,2%), I’artemisi
acetate (5.3%) et le f-isocomene (5.3%) pour I’HE des feuilles et 1’artemisia alcohol (30.5%)
et le yomogi alcohol (13.2%) pour I’HE des fleurs. De ce fait, les HEs des feuilles et des
fleurs de notre O. maritimus présente une variation phytochimique liée a 1’organe au sein du

méme individu.

D’autre part les profils phytochimique GC/MS de ces deux HES en met en évidence
la présence d’un taux important de monoterpénes irréguliers (Santolin triene, yomogi
alcohol, artemisia alcohol et artemisia acetate), 13.9 et 51.5% pour les feuilles et les fleurs,
respectivement. Ainsi On remarque la présence d’un taux important de sesquiterpenes
irréguliers (Silphinene, modhephene, et a-isocomene, f-isocomene, silphiperfol-5-en-3-ol
A) dans I’HE des feuilles (22.4%). Ces terpenes irréguliers sont caractéristique des HEs des

Astéracees et des Apiacées. En plus, On note la présence de quantité notable du chamazulene
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dans les deux HEs (2.7-2.9%, Tab. 111.1) qui est un sesquiterpéne aromatique responsable de
la coloration bleue de ces HEs.

I11.1.2. Discussion

Les rendements des extractions des HEs des feuilles et des fleurs de cette population
algérienne d’O. maritimus sauvage sont de 1’ordre de 0.13 et 0.47% (m/m, poids sec),
respectivement.
Ces rendements peuvent étre considérés comme relativement faibles pour les feuilles et forts
pour les fleurs comparativement a ceux obtenus par hydrodistillation a partir de la partie
aérienne de cette espece hors 1’Algérie. L’HE de cette espéce n’a jamais fait 1’objet de
publication scientifque auparavant en Algérie. Le tableau I11.2 résume les rendements et la
composition chimique majeure des HEs de cette espece a travers le bassin méditerranéen.
Muselli et al., (2007) ont rapporté des rendements trés faibles en HEs qui varient entre 0.02 et
0.06% chez plusieurs populations sauvage d’O. maritimus corsienne. En effet, le rendement de
I'HE est de I’ordre de 0.14 % pour les fleurs d’O. maritimus de Palermo (Italie) (Basile et
al., 2013) plus faible en le comparant avec le rendement des fleurs de notre étude. Tandis
que, des rendement plus forts qui varient entre 0.3 et 0.4% ont été enregistré pour la partie
aérienne des populations portugaises de cette espece (Cabral et al., 2012).

Les analyses entreprises ici par GC/MS ont prouve que les HEs des feuilles et des
fleurs de cette population algérienne d’O. maritimus sont d’un caractére global variable, HE

monoterpénique (74.7%) chez les fleurs et HE sesquiterpénique (60.2%) chez les feuilles

représenté par 1’artemisia alcohol (30.5%) comme composé majoritaire de tous le profil
phytochimique de la premicre HE et par 1’a-isocomene comme composé majoritaire de tous
le profil phytochimique de la deuxiéme HE. En attendant la confirmation par une analyse
statistique, ces analyses ont repéré la présence, pour la premiére fois, de deux nouveaux
chémotype a a-isocomene et a artemisia alcohol d’origine algérienne en comparaison avec

les résultats de la littérature résumes dans le tableau 111.2).

Selon la littérature, la caractérisation phytochimique des HEs de la partie aérienne ou
des organes séparément d’O. maritimus a fait I'objet auparavant de 5 études dans le bassin
méditerranéen effectuées entre 2000 et 2013 (Tableau I11.2) (Tsoukatou et al., 2000 ; Muselli
etal., 2007 ; Romeo et al., 2007; Basile et al., 2013; Cabral et al., 2013). Ces études, menées

par ces auteurs sur I'HE de différents organes de cette espece, ont prouvées I'existence de
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cing chémotypes : le chémotype cis-chrysanthenyl acetate d’origine de Gréce (Tsoukatou et
al., 2000), le chémotype yomogi alcohol d’origine de Corse et d’Italie (Muselli et al., 2007
; Basile et al., 2013), le chémotype santolina triene d’origine d’Italic (Romeo et al., 2007) et

le chémotype chrysanthénone d’origine du Portugal (Cabral et al., 2013) (Tab I11.2).
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Tableau I11.2. Rendements et compositions chimiques majeurs des huiles essentielles d’Othantus maritimus a travers le bassin

Origine

Méthode
d’extraction
/Rendement

Partie
utilisée

Composition chimique

Nombre/total
identifié

Composés majoritaires

Références

Crete
(Greéce)

HD/-

PA/FL

17/97.8%

-cis-Chrysanthenyl acetate (30.4%)

-1,8-Cineole (19,1%)
-Camphor (12.9%)
-Artemisia alcohol (12.6%)
-Isocomene (0,5%)
-Chamazulene (00%)

Tsoukatou
et al., 2000

Ajaccio
(Corse)

HD /0.02-
0.06%

PA, RA

63/84.9-97.6

-Yomaogi alcohol (24,1-34,7%)
-Artemisia alcohol (11,5-19,2%)

-Camphor (7,0-20,4%)

-Artemisyl acetate (4,9-12,6%)

-Chamazulene (0,3-1,9%)
-a-I1socomene (0,1-7,7%)

Muselli et
al., 2007

Messina
(Sicile, ltalie)

HS/-

FE

38/99.3%

-Santolina triene (23,65%)
-Artemisia alcohol (17,91%)
-Artemisyl acetate (13,19%)
-y-Caryophyllene (7,82%)
-Chamazulene (00%)
-a-1socomene (00%)

Romeo et
al., 2007

Palermo
(Sicile, Italie)

HD/0.14%
(m/m)

FL

66/91.6%

-Yomaogi alcool (20,8%0)
-Camphore (15,8%)
-Artémisyle acetate (15,3%)
-Artemisia alcohol (13,7%)
-Chamazulene (3.9%)
-a-1socomene (<0,05%)

Basile et
al., 2013
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Tableau I11.2. (Suite)

Composition chimique

Nombre/total , L Références
. e Composes majoritaire
identifié

Partie

Origine Rendement e
utilisee

-Chrysanthénone (40,4-57,2%b)
-Filifolone (12,2-15,5%)
HD/0.3-0.4% 0RO -cis-Chrysantényl acétate (10,1-12,2%)
Portugal (vim) PA 30/82.3-96% _o-Pinene (6,7-7,2%)
-Chamazulene (00%)
-a-Isocomene (00%)

Cabral et
al., 2013

a-1socomene (11.2%)
Artemisia acetate (5.3%)
S-1socomene (5.1%)
FE 28/82.2 Artemisia alcohol (4.3%)
Yomaogi alcohol (4.3%)
a-epi-Bisabolol (4.3%)
Chamazulene (2.7%) Présente
Artemisia alcohol (30.5%0) étude
Yomogi alcohol (13.2%)
Chrysanthenone (10.2%)
FL 27/94.6% Camphor (10.7%)
a-epi-Bisabolene (8.7%)
Artemisia acetate (7.7%)
Chamazulene (2.9%)

Zemmouri HD/0.13%
(Algerie) (m/m)

Zemmouri HD/0.47%
(Algerie) (m/m)

PA : partie aérienne, FE : feuilles, RA : racine, FL, fleurs, HS: head space analysis, HD : hydrodistillation. Le composé
majoritaire représentant le chemotype est en gras.

[4%4
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D’aprés les résultats présentés dans le tableau 111.1, et le regroupement
bibliographique de la composition phytochimique de toutes les HEs de toutes les populations
d’O. maritimus méditerranéenne (données représentées en partie sur tableau 111.2) les HES
d’0O. maritimus présentent une diversité phytochimique qualitative et quantitative importante
avec la présence de 6 chémotypes dont deux nouveau signalé lors de cette étude pour la
premiere fois. Bien qu’utilisé brievement ici, I’analyse statistique est un outil puissant
permettant de compléter les méthodes purement analytiques car elle permet notamment dans
notre cas, de comparer les différents jeux de données phytochimiques obtenus sur des HES
différentes. Afin d'estimer la nature de I’homogénéité ou de la variabilité de la composition
phytochimique de ces HEs. Pour cela nous avons realisé une analyse de classification
hiérarchique. Cette analyse statistique est basée sur une matrice de la composition (%) des
HEs incluant uniqguement 15 composés majoritaires (>5%). Ces composés unis représentent
une proportion de 42 jusqu’a 86.2 % du contenu total de ces HEs. La figure I11.4 illustre le
dendrogramme de la classification hiérarchique des HEs de 8 populations et 11 échantillons
HE d’O. maritimus méditerranéennes. L'analyse du cluster hiérarchique a divisé les
populations méditerranéennes d’O. maritimus étudiées a ce jour en deux grands groupes | et
I1. Le premier groupe () était représenté par les trois populations du Portugal (PO_Pa_Q)
exhibant le chémotype chrysanthenone (1) et la population d’origine Gréce (GR Pa)
présentant le chémotype cis-chrysanthenyl acétate (2). Toutes ces quatre populations sont
caractérisées par leur richesse en cis-chrysanthenyl acétate (10.1-30.4%) contrairement aux
populations du groupe Il qui sont caractérisées par un taux faible en cis-chrysanthenyl
acétate (0-3.9%). Les autres populations (groupe 1) sont subdivisées en 4 sous-groupes
représentant 4 chémotypes. Le sous-groupe 1A est caractérisés par le chémotype yomogi
alcohol (3). Ce sous-groupe IIA renferme la partie aérienne (CO_Pa), la racine (CO_Ra) et
la plante entiere (CO_Pe) d’une population corsienne riche en camphor et en artemisia
alcohol et toute seule une population (les fleurs) sicilienne_italienne (IT_PA_FI, Palermo-
Italie) qui est riche en camphor, artemisia acétate et en artemisia alcohol. Cependant, il est
bien visible, dans ce groupe I, la ségrégation de nos deux HEs des feuilles et des fleurs de
cette espéce d’origine algérienne qui présentent deux nouveaux chémotypes, o-isocomene
(4) et artemisia alcohol (5), respectivement. Ainsi, au sein de ce groupe Il, les feuilles de la
population sicilienne_italienne (IT_ME_Fe) prennent une position bien distincte des autres
populations par 1’exhibition du chémotype santolina triene (6). Cette population est
caractérisée par une richesse en artemisia alcohol et en artemisia acetate et surtout par la

présence unique de y-caryophyllene (7.82%) qui n’a jamais été détecté dans toute les HEs
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de toutes les populations étudiées. Il est intéressant de signaler que le sous-groupe Il
regroupe quatre chémotypes, dont deux sont nouveaux, caractérises par une présence
importante exceptionnelle d’artemisia alcohol (4.3-17.91%) et d’artemisia acetate (5.3-
15.3%). Ces deux monoterpenes irréguliers n’ont jamais été signalés auparavant dans les
populations du groupe | sauf chez la population (GR_Pa) qui est en méme temps riche en

cis-chrysanthenyl acetate justifiant son positionnement en groupe I.

Dvistance redimensionnee cluster combine
5 10 15 20 25
1 1

L 1 1
PO_Pa_C —|
Chémotype : 14

PO_Pa_B
Chrysanthenone J
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New Chemotyps

Santolina triene

Figure 111.4. Dendrogramme de I’analyse du cluster hiérarchique des HEs des
populations méditerranéennes d’O. maritimus
Cette classification est basée sur les teneurs (%) de 15 constituants majoritaires avec un taux > 5%
des HEs de ces populations (données issues de la littérature et de la présente étude, Tableau 111.2)
CO_Pa, CO_Raet CO_Pe = les HEs de la partie aérienne, des racines et de la plante entiére,
respectivement, d’une population d’origine d’Ajaccio (Corse, France) (Muselli et al., 2007) ; IT-ME_Fe =
HE de feuilles d’une population d’origine de Messine (Sicile, Italie) (Romeo et al., 2007) ; IT-PA_FI = HE
de fleurs d’une population d’origine de Palermo (Sicile, Italie) (Basile et al., 2013) ; GR_Pa = HE de la partie
aérienne d’une population d’origine de Creéte (Gréce) (Tsoukatou et al., 2000) ; PO_Pa_Q, PO_Pa _C et
PO _Pa B =les HEs de la partie aérienne d’une population d’origine de Quiaios beach, Comporta beach et
Baleal beach, respectivement (Portugal) (Cabral et al., 2013) ; DZ_Fe et DZ_FI = les HEs de feuilles et de
fleurs, respectivement, d’une population de Zemmouri (Algérie, la présente étude).
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En plus, la comparaison de nos profils phytochimiques avec ceux obtenus par ces
études nous amenent a constater que la composition chimique de nos HEs différe a celles
des autres qualitativement et quantitativement. Ces auteurs ont révélé 1’absence de certains
composés qui sont identifiés dans notre échantillon, a savoir : les composés notables 1’a-epi-
bisabolol et 1’allo-cedrol, le 10-epi-cis-Dracunculifoliol, le ledol et le germacrene-B ainsi
que d’autres composés qui sont minoritaires (voir compos¢ sans le d en astérisque dans le
tableau 111.1). Inversement, dans notre étude on n’a pas identifié la présence de quelques
composés signalés majoritaires dans les autres études comme le 1,8-cineole (Tsoukatou et
al., 2000) et le y-caryophyllene (Romeo et al., 2007). D’autre part, le composé chamazulene,
responsable de la coloration bleue de ces HEs, n’a pas été signalé par les études menées par

Tsoukatou et al., (2000), Romeo et al., (2007) et Cabral et al., (2013).

D’apres les études rapportées par la littérature, les variations des rendements et de la
composition chimique des HEs peut s’expliquer par différents facteurs. Une huile essentielle
doit avant tout autre chose étre rapportée au matériel botanique d’ou elle est issue pour éviter
toutes dénominations trompeuses du matériel végétal (Bruneton, 1999). L’influence du stade
veégétatif (Garnéro, 1991; Bruneton, 1999; Stefanini et al., 2006; Aprotosoaie et al., 2010),
I’organe de la plante (Maffei & Sacco, 1987 ; Barry, 2001 ; Stefanini et al., 2006; Chowdhury
et al., 2009), les hybridations, les facteurs de mutation, la polyploidie (Garnéro, 1991;
Aprotosoaie et al., 2010) et le polymorphisme chimique «chimiotypes» (Garnéro, 1991;
Anton & Lobstein, 2005; Belyagoubi, 2006). Ainsi, les conditions environnementales telles
que la température, la quantité de lumiére, la pluviométrie et les conditions édaphiques
représentent autant de causes potentielles de variations de la composition chimique d’une
plante aromatique donnée (Bruneton, 1999). La méthode d’extraction (Bruneton, 1999;
Mohamed, 2005; Abramson et al., 2007; Silano & Delbo, 2008) et 1’¢tat du matériel végétal
(Pinto et al., 2006; Hettiarachichi, 2008) influent aussi sur la composition et le rendement
des HEs. Il faut aussi signaler que le stockage des matieres premiéres avant distillation peut

également influencer la composition et le rendement des HEs (Besombes, 2008).
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Vu la crise sanitaire mondiale COVID-19 les étudiants du Master de différentes
spécialités n’ont pas complété leurs expérimentations, de ce fait et pour combler ce manque
ont a jujé utile de discuter nos résultats phytochimique en se basant sur une large littérature

selon deux aspects : 1’aspect activités biologiques et I’aspect biosynthétique.

Aspect activités biologiques

Notre recherchebibiographiques sur les activités biologiques des HEs d’O. maritimus
a montré la présence d’une activité antibactérienne pour ces huiles. Musseli et al. (2007) ont
rapporté pour la premiéere fois a travers une étude réalisée sur cing souches bactériennes (E.
coli, S. aureus, P. aeriginosa, C. jejuni, L. innocua) la présence d’une bonne activité
antibactérienne liée a cette HE. Basile et al. (2013) ont étudié aussi I’activité antibactérienne
et pour la premiére fois I’activité antifongique de cette HE d’O. maritimus qui a exhibé lors
de cette étude une forte activité antibactérienne et antifongique. Méme résultats démontré
aussi par 1’équipe Cabral et al. (2013) qui ont rapporté en plus une bonne activité
antiinflammatoire in vitro de I’HE de cette espece.

Ces découvertes ajoutent des informations significatives a I'activité pharmacologique
des HEs d'O. maritimus, en particulier a ses propriétés antibactérienne, antifongique et anti-
inflammatoire, justifiant et renforcant ainsi I'utilisation de cette plante en médecine
traditionnelle. Par conséquent, leurs effets bénéfiques et leur utilisation dans la prévention
des maladies, en particulier ceux liés aux infections fongiques et a I'inflammation, combinés
a l'odeur agréable, devraient étre explorés plus en profondeur pour une application ultérieure
dans les industries cosmétique et pharmaceutique.

De nombreuses études ont montré que les activités biologiques des extraits naturels
des plantes aromatiques et médicinales sont liées directement a leur composition chimique
et notamment aux composées majoritaires actifs. Cependant des composées minoritaires
peuvent interagir directement, ou d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un
mélange plus ou moins doté d’activité biologique.

Nos résultats ont montreé la richesse de nos huiles essentielles en composé bioactifs.
Plusieurs études ont rapporté I’'importance des composés majoritaire détectés dans la

présente étude dans les HEs des feuilles et fleurs d’O. maritimus :

L’artemisia alcohol, le yomogi alcohol et I’artemisia acétate, les composes
majoritaires de nos deux HEs, sont des monoterpénes irréguliers qui ont été isolés pour la

premiére fois chez les espéces du genre Artemisia comme Artemisia feddei, pour le yomogie
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alcohol (Hayashi et al., 1968). Généralement, ces monoterpenes irréguliers sont signalés
chez les Astéracées et ainsi que chez d’autres espéces appartenant aux familles des Apiacées
et Lamiacées. Cependant, aucune information n'a été trouvée dans la littérature disponible
sur les activités biologiques des monoterpenes irréguliers a titre pur mais souvent sont
discutés avec les terpénoides oxygenés. Il a été rapporté que les alcools terpéniques sont
particulierement actifs contre les cellules microbiennes car solubles dans les milieux aqueux
et ils provoquent d’importants dégats sur les parois cellulaires des microorganismes (Griffin
etal., 1999 ; Dorman & Deans, 2000 ; Carson et al., 2002 ; Hammer et al., 2003). Les alcools
possédent une activité microbicide plutot que microbiostatique (Cox et al., 2001 ; Inoue et
al., 2001 ; Hammer et al., 2003). Les terpénols sont plus efficaces contre les bactéries que
contre les champignons (Knobloch et al., 1989).

Les activités antimicrobiennes des extraits de plantes ont été signalées comme étant liée
spécifiqguement a la présence de composes antimicrobiens. Récemment, des tentatives ont
été faites pour identifier les composés responsables d’une telle bioactivité. Les molécules
oxygénées qui entrent dans la composition des extraits naturels sont généralement plus
actives que les molécules hydrocarbonées qui sont, par contre, connues pour leurs faibles
pouvoirs antimicrobiennes (Kalemba & Kunicka, 2003). Les effets antimicrobiens sont liés,
entre autre, a la présence de groupements hydroxyles libres qui permettent une bonne
solubilisation de ces composés dans les milieux physiologiques aqueux (Ben Arafa et al.,
2006). Notre HE de fleurs comprend d’importantes concentrations en terpénoides avec des
groupes hydroxyle libres, tels que 1’artemisia alcohol (30.5%) et le yomogi alcohol (13.2%).
De ce fait cette huile pourrait avoir une forte activité biologique a cause de la présence de
ces groupes hydroxyles libres qui jouent un réle important en tant qu'agents antimicrobiens
et antioxydants (Alma et al., 2003; Gueetat et al., 2017; EI Eshmy et al., 2019; EIl gawad et
al., 2019).

Les isocoménes sont des sesquiterpénes irréguliers qui caractérisent généralement
les Astéracées (voir plus loin aspect biosynthétique). Dobner et al. (2003) ont révélé I'activité
biologique de I'a-, B-isocomene et du silphinéne (présent dans nos huiles) comme agents
antimicrobiens contre Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae et Streptococcus pyogenes. L'a-isocomene et le B-isocoméne avec d'autres
composants présents dans les racines de Chrysanthemoides monilifera ont montré un effet
allélopathigue comme inhibiteur de la croissance des semis de la végétation associée (Ens et

al., 2008). Les sesquiterpénes silphinénes sont des agents anti-nourrissants reconnus contre
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les insectes. Ces composés ont montré une activité antifeedante significative contre
Leptinotarsa decemlineata (Doryphore de la pomme de terre) a tous les stades de vie, en
particulier au stade adulte (Gonzalez-Coloma et al., 1997; 2002).

Le camphor est un produit naturel dérivé du bois des lauriers camphrés
(Cinnamomum camphora) par distillation a la vapeur et purification par sublimation; les
arbres utilisés doivent avoir au moins 50 ans. Le camphor (Zuccarini, 2009). (1,7,7-
triméthylbicyclo [2.2.1] heptan-2-one), est un produit naturel utilisé depuis I'antiquité dans
un large éventail d'applications, comme dans les ardbmes alimentaires, les fumigations, les
parfums, les cosmétiques, les nettoyants ménagers et les analgésiques a application locale
(Chen et al., 2013). Ainsi, Le camphre est utilisé depuis longtemps comme antiseptique,
antiprurigineux, contre-irritant et rubéfiant (Liebelt & Shannon, 1993 ; Ellenhorn &
barceloux, 1998). Le comphor, détecté dans notre étude entant que troisiéme composé
majoritaire des HEs des fleurs, est connu dans le domaine de la chimie médicale comme une
substance naturelle possédant une gamme d'activités biologiques utiles, étant un agent
antiviral, antimicrobien, antitussif et analgésique (Sokolova et al., 2013). Santoyo et al.
(2005) ont démontré une activité antibactérienne envers Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et en particulier envers Staphylococcus aureus. Egalement, le camphor est un
composant majeur des liniments pour le soulagement de la fibrosite, de la névralgie et des
conditions similaires. 1l peut étre utilisé comme expectorant doux; lorsqu'il est ingéré, le
camphre a des propriétés irritantes et carminatives (Zuccarini, 2009).

D'un autre coté, le camphre est présent dans plusieurs produits en vente libre, son
utilisation comme reméde familier est communément acceptée, mais un certain manque
d'informations persiste chez les consommateurs. Les cas d'intoxication au camphre chez
I'nomme, en particulier chez les enfants, sont relativement fréquents, principalement en
raison d'une ingestion accidentelle (Siegel & Wason, 1986). Plus de 100000 cas d'exposition
par ingestion a des produits contenant du camphre ont été enregistrés entre 1990 et 2003
(Manoguerra et al., 2006), provoguant une gamme de symptémes comprenant convulsions,
Iéthargie, ataxie, nausées séveres, vomissements et coma (Koppel et al., 1988; Manoguerra
et al., 2006).
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L'a-bisabolol, le cinquiéme constituant majoritaire dans I’HE des feuilles dans la
présente étude est un composant important de nombreux produits commerciaux (ex.
cosmétiques). Biosynthétiquement il est I’unique précurseur de la hernandulcine (Attia et
al., 2012). 1l a été démontré que I'nernandulcine est 1000 fois plus sucrée (édulcorant) que
le saccharose sans effets mutagenes ou cancérigénes durant les expériences de laboratoire
contrairement aux autres edulcorants synthétique (Compadre et al., 1985; 1988). La
principale application de 1'a-bisabolol dans le secteur pharmaceutique est liée a ses propriétés
anti-inflammatoires, antispasmodiques, antibactériennes, sedatives, anti-allergique,

antiseptiques et vermifuges (Isaac & Thiemer, 1975; Sell, 1999; De Souza et al., 2008).

Le chrysanthénone, le quatriéme constituant majoritaire de I’HE des fleurs dans la
présente étude, est une cétone monoterpénique bicyclique rare avec un aréme floral
Iégerement huileux adapté a l'industrie aromatique (Lawrence, 1992). On ne le trouve que
chez les membres de la famille des astéracées, comme Dyssodia acerosa (Tellez et al., 1997),
Artemisia herba-alba (Salido et al., 2004) Achillea biebersteini (Sokmen et al., 2004). Pour
cette raison, ce composé peut étre considéré comme un marqueur chimiotaxonomique de la
famille des astéracées. Cependant, aucune information n'a été trouvée dans la littérature

disponible sur les activités biologiques de la chrysanthénone.

Le chamazulene, détecté dans les HEs des feuilles (2.7%) et des fleurs (2.9%) d’O.
maritimus lors de cette étude, a été suggéré possédant une activité anti-inflammatoire (Isaac,
1979; Jakovlev et al., 1983; Safayhi et al., 1994) et est impliqué dans I'activité de piégeage
des radicaux (Rekka et al., 1996; Capuzzo et al., 2014) et dans l'activité antioxydante
générale (Safayhi et al., 1994; Sizova, 2012; Capuzzo et al., 2014).

D’autres constituants detectés ici avec des pourcentages élevés comme le B-
caryophyllene (3,9%), I’ p-eudesmol (3,4%) ont été rapporté pour leurs activités
biologiques auparavant. Le B-eudesmol est connu pour son activité anti-tumorale et anti-
angiogénique (Long et al., 2008). Le B-caryophyllene, un sesquiterpene majeur de diverses
HEs de plantes, est signalée pour plusieurs activités pharmacologiques importantes,
notamment les activités antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, cardioprotectrice,
hépatoprotectrice, gastroprotectrice, néphroprotectrice, antimicrobienne et
immunomodulatrice (Machado et al., 2018). Il possede également un effet neuroprotecteur
(Hernandez-Leon et al., 2020).
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Aspect biosynthétique

Les composés majoritaires des HEs d'O. maritimus assurent de nombreuses

interactions écologiques et sont importantes sur le plan industriel. Nous réesumons ici les
connaissances disponibles sur la biosynthése de ces constituants et leur pertinence pour les
Astéracées afin de fournir une base pour les études écologiques et génétiques de la diversite
chimique.
Il 'y a plusieurs étapes dans les voies de biosynthése des terpenes qui ont le potentiel
d'influencer le rendement, le profil et la composition des huiles dans le régne végeétal. Les
étapes biochimiques qui influencent le rendement en huile entre les différents organes d'O.
maritimus se produisent probablement dans les étapes de la voie menant a la synthése du
squelette terpénique. Les différences qualitatives dans les profils des huiles sont plus
susceptibles d'étre dues a la variation des terpenes synthases et des enzymes de modification
des terpénes. La plupart des informations sur la variation moléculaire dans la biosynthéese
des terpenes sont basées sur I'analyse de mutants artificiellement dérivés.

Nous discutons ici dans la mesure dans laquelle nous pouvons nous attendre a des
corrélations entre les données chimiques et les processus génétiques, sur la base d'études sur
d'autres especes, et identifions les éléments moléculaires a étudier afin de comprendre les
variations phytochimique qui ont été décrites ici entre nos deux HEs de O. maritimus et avec
les autres HEs d’O. maritimus du bassin méditerranéen.

La figure 111.5 montre les branches individuelles des voies de la biosynthese des
terpenes qui correspondent aux différentes classes de terpenes. Toutes les classes nécessitent
différents substrats et enzymes pour leur biosynthese. L'isopentényl diphosphate (IDP, Fig.
I11.5) est le précurseur commun le plus simple dédié a la biosynthése des terpenes et, de
maniere surprenante, il s'est avéré synthétisé en paralléle via deux voies indépendantes et
séparées par compartiments (Eisenreich et al. 1998). La voie du mévalonate (MVA)
localisée dans le cytoplasme et la voie du phosphate de désoxyxylulose (DXP) localisée dans
le plaste. Les génes des voies MV A et DXP fournissent des candidats appropriés pour I'étude
des variations quantitatives majeures de la concentration en terpéne. Les deux voies MVA
et DXP conduisent a la production d'IDP et de son isomere diméthyl-allyl diphosphate
(DMADP), qui a leur tour, sont nécessaires a la synthese de prényl diphosphate. Les prényl
diphosphates produits sont le géranyl diphosphate (GDP), utilisé pour la synthese de

monoterpenes; le farnésyl diphosphate (FDP), utilisé dans la biosynthése des sesqui- et
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triterpenes; et le géranylgéranyle diphosphate (GGDP), utilisé dans la biosynthése des di- et
tétraterpenes.
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Figure 111.5. Biosynthese terpénique dans la cellule végétale, a partir de la premiére
étape dediee dans les voies cytosolique et plastidique
Les métabolites primaires sont mis en évidence, les enzymes et les groupes enzymatiques sont
encerclés. Les majeurs terpénes (mono- et sesquiterpénes) composant les HES sont encadrés

Tous les processus décrits précédemment, incorporant différents composes, compartiments
et voies de biosynthése, aboutissent finalement a la synthése d'un squelette terpénique. Cette
étape est catalysée par une seule famille d'enzymes, les terpenes synthases (TPS), quel que
soit le substrat spécifique utilisé ou la localisation compartimentale de la réaction. Les
terpenes synthases ont été attribuées a des sous-familles par Bohlmann et al. (1998a, 1998b)
basé sur un critére de 40% d'identité de séquence d'acides aminés.

Le mode d’action des terpeénes synthases inclut la création des intermédiaires de carbocation
stables par déprotonation ou par addition d’eau couplé a la déprotonation qui peuvent
conduire a la synthese de plusieurs produits par une seule enzyme. Une seule terpéne
synthase peut étre capable de catalyser la conversion de GDP en 10 produits individuels.
Cependant, les terpenes synthases qui sont strictement spécifiques au produit unique sont

également connues.

Un certain nombre de monoterpenes ne correspondent pas biosynthétiquement a la
"régle de l'isopréne" et sont appelés monoterpénes irréguliers. Nos deux HEs d’O. maritimus
ont présentées une composition monoterpénique irréguliére importante par la présence de 4

monoterpenes irréguliers (Santolina triene, yomogi alcohol, artemisia alcohol et artemisia
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acetate) avec un taux globale entre 13.9 et 51.5% dans I’HE de feuilles et de fleurs,
respectivement (Tableau I11.1).

Il existe quatre principaux types structuraux de monoterpénes irréguliers : les squelettes
chrysanthemyl, artemisyl, santolinyl et lavandulyl (Fig. 111.6) (Epstein & Poulter, 1973). Les
3 premiers squelettes des monoterpenes irréguliers sont génétiqguement liés puisque ne sont
signalés que dans la tribu des Anthemidées des Astéracées (ils sont particulierement bien
connus chez le genre Artemisia). La classe Lavandulyl se trouve dans les plantes qui sont en

dehors des Astéracées, chez les Apiacées et les Lamiacées (Poulter, 1990).

Artemlsyl " Santotinyl Chrysanthemy! Lavandulyl

Fig. 111.6. Principaux groupes squelettiques des monoterpénes irreguliers

La figure I11.7, modifiée depuis Epstein & Poulter (1973), résume les principales voies
bisynthétiques des quatre squelettes des monoterpénes irréguliers. Les monoterpenes
irreguliers sont issus du couplage du pyrophosphate de chrysanthémyle, lequel provient du
couplage de deux molécules de DMAPP. L’existence des terpenes irréguliers s’expliquerait
par un mécanisme impliquant la rupture des liaisons du cycle cyclopropanique du
chrysanthémane.

L'étape initiale nécessite la dimérisation de deux molécules de pyrophosphate de
diméthylallyle (DMAPP) pour donner un intermédiaire activé, le pyrophosphate de
chrysanthémyle. Il été suggéré que les voies vers l'artémisia et santolina et leurs dérivés
procede par I’ionisation du pyrophosphate de chrysanthémyle hautement réactif. Les
chercheurs soutiennent que les alcools d'artemisia et de yomogi sont également dérivés
directement du cation par des hydroxylations appropriées. Pour tenir compte de la
configuration absolue présumée de l'alcool d'artemisia et de l'acétate d'artemisia, nous
proposons que le cation cyclopropylcarbinyle se réorganise en un cation allylique qui est

ensuite attaqué de maniere stéréospécifique pour donner de l'alcool d’artemisia.
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Figure I11.7. Biosynthése proposée des monoterpénes irréguliers (Epstein &
Poulter, 1973)

Dans la composition de notre HE des feuilles d'O. maritimus, un taux important d'a-
isocoméne (syn. Berkheyaradulene) (11.2%) a été observé, ainsi que son isomére [-
isocomeéne (5.1%). Les composes isocomenes sont des sesquiterpénes angulaires inhabituels
de type triquinane (sesquiterpénes irréguliers) (Fig. I11.3), initialement isolés a partir
d'Isocoma wrightii (Zalkow et al., 1977) et de Berkheya radula (Bohlmann et al., 1977).
Depuis lors, ces sesquiterpenes irréguliers ont été identifiés comme constituants majeurs
dans les extraits ou les HEs presque exclusivement dans les racines ou les rhizomes de
plusieurs plantes Astéracées telles que les especes Silphium (Kowalski & Wolski, 2005;
Kowalski & Kedzia, 2007; Kowalski, 2008a; 2008b), Stevia rebaudiana (Vermaetal., 2011)
et Vernonia brasiliana (Martins et al., 2015). Ainsi, comme constituants traces toujours dans
les racines ou les rhizomes d'autres espéces d'Astéracées comme, Achillea ptarmica
(Kuropka et al., 1991), Artemisia vulgaris (Blagojevic et al., 2006) et Echinops kebericho
(Tariku et al., 2011).

De plus, ces sesquiterpénes irréguliers étaient auparavant également trouvés dans les parties
aériennes d'autres espéces d'Asteraceae comme Conyza bonariensis (Maia et al., 2002),

Artemisia monosperma (Khana et al., 2012) et Matricaria chamomilla (Stanojevic et al.,
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2016). Ces données de la littérature montrent que les sesquiterpénes tricycliques irréguliers
se trouvent exclusivement dans les genres Astéracées en tant que composants spécifiques

des Astéracees (composant chimiotaxonomique).

Outre les a- et B-isocomenes, notre HE des feuilles d'O. maritimus présentaient d'autres
sesquiterpéniques irréguliers liés biosynthétiguement aux isocomenes ; le silphinéne, le
silphiperfol-5-en-3-ol A et le modhephene (Tab. I11.1). Irmish et al. (2012) ont identifié a
partir des racines de Matricari recutita une o-isocoméne synthase responsable de la
biosynthése de 'a-isocoméne comme composé principal en paralléle avec le B-isocomene,
le silphinéne, le B-caryophylléne, 1'a-humulene et le modephéne comme composants
secondaires (Fig. 111.8). Egalement, le B-caryophylléne et I'a-humuléne ont été identifiés
dans cette HE qui nous a conduit a suggéré la présence d'une enzyme active homologue a
cette synthase dans les feuilles de notre O. maritimus algérienne. Contrairement, au niveau
des fleurs cette possible synthase est inactive ou complétement absente vue que tous ses

produits n’ont pas été identifiés sauf pour 1’a-isocoméne qui est détecté avec un taux trés

faible (0.6%, Tab. I11.1).
S
+ =

p-caryophyllens c-humulens
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o-isocomene B-isocomene

Gk 52

silphinens modeph-2-ene
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synthase

Figure 111.8. Mécanismes de réaction conduisant a la formation des sesquiterpenes
irréguliers liés a I’a-isocomene identifiés dans I’HE des feuilles d’O. maritimus
(modifier depuis Irmish et al., 2012).

La structure encadrée en gras (o-isocomene) représente le constituant principal de la a-isocomene
synthase et également de I’HE des feuilles d’O. maritimus. FPP= fanesyl pyrophosphate.
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A partir de I'homogénat de jeunes feuilles de Sauge officinale (Salvia officinalis,
Lamiacées), 2 enzymes ont été partiellement purifiées (Croteau & Karp, 1976; Croteau &
Karp, 1977; Croteau et al., 1978). La bornéol synthétase convertit le diphosphate de bornyle
en bornéol dont I'oxydation est catalysée par la bornéol déshydrogénase conduisant au
camphor.

La bornyl diphosphate synthase, la premiere étape enzymatique de la biosynthese du
camphor, n'a été clonée qu'une seule fois depuis 1998 chez Salvia officinalis (Wise et al.,
1998) et récement par Despinasse et al., (2017) chez Lavandula angustifolia. Cette synthase
inhabituel est une enzyme multi-produits donnant a la fois plusieurs monoterpenes (o-
pinene, camphene, B-pinene, myrcene, limonene, terpinolene, linalool, a-terpineol) en tant
que composés mineurs et le bornyl diphosphate en tant que prényl diphosphate majeur qui
sera ensuite déphosphorylé, conduisant au monoterpene bornéol (Fig. 111.9). Le bornéol est
ensuite oxydé en camphor par une bornéol déshydrogénase (Lukman et al., 2012). Ainsi, sur
la figure 111.9 est représenté d’autres voies biosynthétiques de quelques monoterpenes
réguliers identifiés dans les deux HEs d’O. maritimus en paralléle avec d’autres

monoterpenes.
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Figure 111.9. Mécanismes de réaction conduisant a la formation des monoterpenes
réguliers trouvés dans les HEs d’O. maritimus et d'autres monoterpenes apparentés
(modifier depuis Keszei et al., 2008)

La structure encadrée en gras (camphor) est le constituant majoritaire et les autres sont encadrés en

normale.
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Contrairement a d'autres études sur les HEs d’O. maritimus, I'HE de notre O.
maritimus algérienne est exceptionnellement renferme et riche en a-epi-bisabolol (4.3-
8.7%). Le compose a-bisabolol était un sesquiterpéne alcool monocyclique qui a été isolé
pour la premiere fois a partir des fleurs de Matricaria chamomilla et il a depuis été établi
qu'il peut exister naturellement sous quatre stéréoisomeres possibles, (-)-a-bisabolol, (+)-a-
bisabolol, (-)-a-epi-bisabolol et (+)-a-epi-bisabolol (Flaskamp et al., 1981; Brunke &
Hammaerschmidt, 1985).

La biosynthése de 1’a-epi-bisabolol a partir du farnésyl pyrophosphate est supposée étre
catalysée par une sesquiterpéne synthase unique, a-epi-bisabolol synthase, chez Lippia
dulcis (Attia et al., 2012). Des analyses chimiques détaillées de I' a-bisabolol biosynthétisé
chez cette espéce ont confirmées sa configuration en a-epi-bisabolol. D'autre part, I’a-epi-
bisabolol est I'unique et unique précurseur de la hernandulcine qui pourrait étre développé
comme édulcorant puissant hypocalorique (Attia et al., 2012). La figure 111.10 représente les
voies de la biosynthése de la majorité des sesquiterpénes identifiés lors de ce travail dans les

deux HEs d’O. maritimus ainsi que d’autres sesquiterpénes.
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Figure 111.10. Mécanismes de réaction conduisant a la formation des sesquiterpenes
trouvés dans les HEs d’O. maritimus ainsi que d'autres sesquiterpenes apparentés
(modifier depuis Keszei et al., 2008).

La structure encadrée en gras (a-epi-bisabolol) est le constituant majoritaire et les autres sont
encadrés en normale.
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Il convient de souligner que le chamazuléne (pseudo-sesquiterpene bicyclique) a été
signalé ici comme constituant notable dans les deux HEs d’O. maritimus algérienne comme
précédemment rapporté dans cette espece (Tab. II1.1 et 111.2). Il est connu que le
chamazulene est responsable de la coloration bleue des HEs et est un dérivé thermique de la
matricine (prochamazuléne sesquiterpéne-lactone) pendant le traitement d'hydrodistillation
des HEs (Fig. 111.11) (Stahl, 1954). De ce fait, le chamazuléne n’est pas une substance
naturelle biosynthétique mais il s’agit de la transformation thermique d’un sesquiterpene-

lactone, la matricine.

germacrene A
oxidase
—-

\ MrTPS3

Sy

PR

germacrene A acid
pyrophosphate l costunclide

farmesyl

synthase

Go-hydroxy
germacrene A acid

matricine CHJCOOH (+)-costunoclide

chamazulens

chamazulene carboxylic acid

Figure 111.11. Voie de biosynthése proposée pour la matricine et sa transformation
thermique en chamazuléne (regroupé depuis Irmish et al., 2012 & Stahl, 1954)

En fin les composés organiques volatils des HEs ont également été largement utilisés
comme caractéres taxonomiques chez les plantes (ex. monoterpenes irréguliers chez les
Astéracées). Le polymorphisme chimique n'est utile a des fins taxonomiques que s'il
correspond clairement a une différence génétique. Les études moléculaires sur la biosynthese
des composés organiques volatils sont essentielles pour établir le lien entre la variation
chimique et génétiqgue. Une meilleure connaissance des déterminants génétiques et
environnementaux de la variation chimique contribuerait a réduire I'effort actuellement

consacre a la sélection, au raffinage et a la séparation.
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Conclusion et Perspectives
Dans le présent travail, on a tenté de contribuer a la valorisation d’une plante
maritime aromatique Otanthus maritimus d’une large distribution, utilisée en médecine
traditionnelle méditerranéenne pour ses vertus thérapeutiques. Cette étude rapporte pour la
premiére fois les profils chimiques des huiles essentielles des feuilles et fleurs d’Otanthus
maritimus poussant a 1’état sauvage sur les dunes maritimes dans la région Zemmouri de la

wilaya de Boumerdes, 60 Km vers 1’est d’Alger, Algérie.

Nous avons, dans un premier temps, procédé a I’extraction par hydrodistillation-
Clevenger des HEs des feuilles et fleurs de cette espéce. Ensuite, nous avons analysé la
composition phytochimique des composés volatils organiques constituants ces HEs. Les
huiles essentielles extraites de ces organes possedent des propriétés organoleptiques tres
appréciées et seront trés convoitées en aromathérapie. Nos résultats ont montrés une

variation considérable dans la teneur et la composition des HESs de ces deux organes.

Les extractions réalisées a partir des différents organes d’O. maritimus ont fourni de
bon rendement en huile essentielle pour les fleurs (0.47%) et un rendement relativement
faible pour les feuilles (0.13%).

L’analyse phytochimique des composés volatils organiques des HEs d’O. maritimus
a été effectuée par le couplage GC/MS. Selon cette analyse, ces HES sont caractérisée par
une bonne biodiversité phytochimique qui affecte les constituants majeurs et mineurs en
paralléle avec une variabilité chémotypique. En effet 40 composés sont détectés dans les
HEs de cette espéce : 28 (82.2%) dans I’HE des feuilles et 27 (94.6%) dans I’HE des fleurs.
Vingt-deux des composés identifiés sont détectés ici pour la premiére fois dans I’'HE d’O.
maritimus notamment 1’a-epi-bisabolene (8.7%) dans I’HE des fleurs. L’a-isocomene, le -
isocomene et I’artemisia acetate étaient les constituants majoritaires de I’HE des feuilles.
Alors que celle des fleurs était dominée par I’artemisia alcohol, le yomogi alcohol, le
camphor et le chrysanthenone. L’interprétation de ces résultats soutenu par I’analyse cluster
hiérarchique nous a permis la mise en évidence pour la premiere fois la présence de deux
nouveau chémotypes pour les HEs d’O. maritimus : le chémotype a-isocomene (HE des
feuilles) et le chémotype artemisia alcohol (HE des fleurs).

Toutes ces données ont montré que différentes voies métaboliques conduisant a des

mono ou sesquiterpénes distincts ont lieu dans les feuilles et les fleurs de cette espece. De
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tels résultats peuvent s'expliquer soit par I'expression de plusieurs génes paralogues n‘ayant
pas obéi a des facteurs de transcription communs, soit par des réseaux transcriptionnels
différents dans les différents organes de la plante. Dans tous les cas, ces données font d’O.
maritimus un bon candidat pour étudier la régulation biosynthétique de composés spécialisés

en relation avec des contraintes biotiques et/ou abiotiques.

Sur la base de la composition phytochimique, la diversité et la variabilité
chémotypique des HEs d’O. maritimus algérienne, nous pouvons affirmer que les différents
organes de cette plante pourraient étre considérés comme une bonne source d'HEs bioactifs
et de biomolécules susceptibles d'étre utilisées dans plusieurs industries, pharmaceutique,
cosmétique, agroalimentaire etc. Cependant, des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour évaluer les pouvoirs biologiques (antimicrobien, antioxydant, anti-

inflammatoire, etc.) de ces huiles essentielles et d’autres métabolites secondaires.
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