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Résumé

Contribution a I’étude de la composition phytochimique de I'huile essentielle

des fleurs d'une plante médécinale et aomatique : Syzygium cumini (L.) Skeels.

Syzygium cumini est une plante médicinale et aromatique tropicale trés utilisée en
médecine traditionnelle. Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et
aromatiques algérienne, nous avons déterminé dans ce travail la composition chimique de
I’huile essentielle (HE) des fleurs de Syzygium cumini cultivée dans la région de Boumerdes
(Algérie). L’analyse par chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC-
MS) a permis I’identification de 32 composés représentant 97.70 % du contenu totale de
I’huile. L’HE est constituée principalement de monoterpénes hydrocarbonés (38.60%) suivi
de sesquiterpenes hydrcarbonés (33.55%) et de monoterpénes oxygénés (20.31%). Les
constituants majoritaires sont 1’a-Pinene (15.97%), (Z)-B-Ocimene (13.80%),
Caryophylléne oxide (12.65%), B-Caryophyllene (12.61%) et (Z)-B-Farnesene (10.32%).

Mots clés : Syzygium cumini, Huiles essentielles, GC-MS, Fleurs, a-Pinene.

ABSTRACT
Contribution to the study of the phytochemical composition of essential oil
from leaves of a medicinal and aromatic plant: Syzygium cumini (L.) Skeels.

Syzygium cumini is a tropical medicinal plant widely used in traditional medicine.
As part of the valorization of Algerian medicinal and aromatic plants, we determined in this
work the chemical composition of the essential oil (EO) from flowers of Syzygium cumini
cultivated in the region of Boumerdes (Algeria). Analysis by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) allowed the identification of 32 compounds representing 97, 70% of
the total oil content. EO consists mainly of hydrocarbon monoterpenes (38.60%) followed
by hydrocarbon sesquiterpenes (23.58%) and oxygenated monoterpenes (20.31%). The
major constituents are 1’a-pinene (15.97%), (Z)-B-ocimene (13.80%), caryophyllene oxide
(12.65%), B-caryophyllene (12.61%) et (Z)-p-Farnesene (10.32%).

Key words: Syzygium cumini, Essential oils, GC-MS, Flowers, a-Pinene.
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Introduction Générale

Introduction générale

Depuis I’aube de I’humanité, les plantes permettent a I’homme non seulement de se
nourrir, se Vétir, se chauffer, se parfumer mais aussi de maintenir son équilibre, soulage ses
souffrances, préserver et soigner les maladies qui nuisent a sa santé. Par ailleurs, les plantes
aromatiques et medicinales jouent un réle économique considérable dans le secteur des
industries de 1’agroalimentaire, de la parfumerie, des cosmétiques et de la pharmacie
(Brunetton, 1999).

L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu’environ 81% de I’humanité a
recours a la préparation traditionnelle a base de plantes en tant que soins de santé primaire
(Who, 2015). Les médicaments a base de plantes sont encore largement utilisés et ont une
importance considérable dans le commerce international (Penchev, 2010 ; Leblanc, 2015).
En effet, ’activité thérapeutique des plantes médicinales repose sur les principes actifs
qu’elles contiennent : alcaloides, flavonoides, hétérosides, saponozides, quinones, vitamines
...et huiles essentielles (Lafon et al., 1988 ; Salé, 1991).

De nos jours, les huiles essentielles suscitent de plus en plus I’intérét des chimistes,
biologistes et médecins en raison de leur utilisation dans le traitement de certaines maladies
infectieuses pour lesquelles les antibiotiques de synthése deviennent de moins en moins
actifs ou dans la préservation des aliments contre 1I’oxydation ou comme alternatives aux
produits chimiques (Fransworth et al., 1986; Roux et al., 2007). De plus, les huiles
essentielles constituent des produits a forte valeur ajoutée qui peuvent étre valorisés dans
différents secteurs d’activités : pharmacie, cosmétique ou agroalimentaire. Ces mélanges
complexes peuvent renfermer une centaine (et parfois plus) de constituants. La valorisation
de ces substances naturelles nécessite de passer préalablement par une étape de
caractérisation de leur composition chimique, permettant ainsi de les caractériser, d’en
contrbler la qualité et de mettre en évidence une éventuelle spécificité. Partant dans ce
constat, nous nous sommes intéressés dans le présent travail a I’étude de la composition
chimique de I’huile essentielle d’une plante médicinale et aromatique trés utilisées en
médecine traditionnelle. I s’agit de Syzygium cumini (L.) Skeels.

Syzygium cumini (L.) Skeels est une espece tropicale appartenant a la famille des
Myrtacées. Cette espece a fait I’objet de plusieurs études photochimiques qui ont rapporté
sa richesse en certains métabolites secondaire (Ayyanar & Subash-Babu., 2012 ; Mahmoud
etal., 2001, Sukmasari et al., 2018) . D’aprés nos connaissances, a ce jour il n’existe aucune

étude pyhtochimique sur S. cumini cultivée en Algérie. Afin de fournir plus d'informations
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sur la composition des métabolites secondaires de de cette espéce algérienne, nous proposons
d'étudier, pour la premiére fois, la composition chimique des fleurs de cette espéce cultivée
dans la région de Boumerdes.

Le manuscrit de ce mémoire est structuré comme suit :

-Le premier chapitre correspond a une synthese bibliographique décrivant les notions
essentielles liées au contexte global de notre travail (les plantes médicinales et aromatiques,
les huiles essentielles, utilisation traditionnelle et travaux antérieurs réalisés sur 1’espéce
étudiée).

-Le deuxieme chapitre est consacré a I’expérimentation relative a I’extraction de I’huile

essentielle et son analyse chimique.

-Le troisieme chapitre a été consacré a la présentation des résultats obtenus et leurs

discussions au regard des données bibliographiques.

Au terme de ce mémoire, nous présenterons une conclusion dans laquelle nous
rappellerons les principaux résultats obtenus, puis nous proposerons quelques

perspectives pour notre étude. Enfin, nous exposant les références bibliographiques.
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Syntheése Bibliographique

I.1. Plantes médicinales et aromatiques, phtothérapie et aromatérapie: Terminologie
#Plantes médicinales

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie
posséde des proprietés médicamenteuses. Leurs effets proviennent de leurs composes
chimiques (métabolites primaire ou secondaires) ou de la synergie entre les différents
composés présents (Sanago, 2006). Selon Sofowora (2010), les plantes médicinales sont
toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre utilisées a des fins

thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthese de drogues utiles (médicaments).

@ Plantes aromatiques

Sont définies comme des plantes dont les tissus secretent suffisamment d’essence
pour en permettre extraction et la distillation. Elles contiennent des molécules aromatiques
ou odorantes dans un ou plusieurs de leurs organes producteurs : feuilles, fleurs, fruits,
graines, racines. Toute plante parfumée n’est pas toujours une plante aromatique (Particia,

2005).

@ Phytothérapie

Est un mot d’origine grecque : « phyto » qui veut dire plante et « therapeuein » qui
veut dire soigner. Autrement dit, au sens étymologique, c’est « la thérapeutique par les
plantes » ; elle utilise les plantes ou les formes immédiatement dérivées des plantes, en
excluant les principes actifs purs issus de celles-ci. Les plantes sont consommées sous
plusieurs formes : en 1’état (infusions) ou apres transformation (extraits, médicaments a base

de plantes...) (Hmamouchi, 1999 ; Gazengel et Orecchioni, 2013).

@ Aromathérapie
Branche de la phytothérapie, elle recourt aux extraits aromatiques des plantes
(essences et huiles essentielles). Elle se différencie de la phytothérapie qui fait appel a

I’ensemble des éléments contenus dans la plante (Lorain, 2013).

1.2. Métabolites secondaires des plantes
1.2.1. Définition

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléique, lipides, protéine, acide amine et glucide) qui contribuent a la construction

et au fonctionnement de la cellule végétale (Hopkins, 2003). Ces métabolites sont aussi

4
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définis comme des molécules qui se trouvent dans toutes le cellules végétales et nécessaire
a leur croissance et a leur développement (Raven et al.,2000). Par opposition, les métabolites
secondaires ne sont pas issus directement lors de la photosynthese mais sont synthétisées a
partir des métabolismes primaires et résultent des réactions chimiques ultérieures (Croteau
et al.,2000 ; Raven et al.,2000).

Le terme « métabolite secondaire», qui a probablement été introduit par Albrecht
Kossel en 1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les
plantes, qui sont responsables des fonctions périphérique indirectement essentielles a la vie
des plantes, telles que la communication intercellulaire, la défense et la régulation des cycles
catalytiques (Guillaume, 2008).

Selon Hartmann (2007). Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les
plantes supérieures, et ayant une répartition limitée dans I'organisme de la plante, dont plus
de 200.000 structures ont été définies et sont d’une variété structurale extraordinaire mais
sont produits en faible quantité. Ces molécules marquent de maniere originale, une espéce,
une famille ou un genre de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique

Les métabolites secondaires peuvent étre trouvés dans toutes les parties des plantes,
mais ils sont distribués selon leur role défensif. Cette distribution varie d’une plante a I’autre
(Merghem, 2009). La température, I’humidité, I’intensité lumineuse, 1’eau, les sels
minéraux, et le CO> influencent tous la concentration de ces molécules dans différentes

parties de la plante (Ramakrishna et Ravishnker, 2011).

1.2.2. Classification
Les métabolites secondaires peuvent étre divises en trois grands groupes : les
composes phénoliques, les terpenes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une

trés grande diversité de composés qui possédent une trés large gamme d’activités en biologie
humaine (Krief, 2003; Haven et al.,2000).

1.2.2.1. Les composes phénoliques

Ou polyphénols Constituent le groupe de métabolites secondaire le plus nombreux et
le plus largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures
phénoliques connus (Lugasi et al., 2003). Ils 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 ; Lugasi et al., 2003). Ces composés sont présents



Syntheése Bibliographique

dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot

et al., 2006). 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).

Les composés phénoliques jouent un réle essentiel dans la structure et la protection

des plantes (Naczk et Shahidi, 2003 ; Stalikas, 2007). lls offrent eégalement, pour la santé

humaine, une protection contre certaines malades impliquant un stress oxydatif, comme les

cancers et les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives (Sun et al., 2011).

Tableau 1.1 : Classification des composés phénoliques (Garcia-Salas et al., 2010)

Numéro de carbone Classe

Structure de base

Cs
Cs

Cs-C1

Ce-.C2
Ce-Cs
Ce-Cs
Ce-Cs

Cs-Cs

Cs-Cs

CsCy

C6-C1-Cs

Cs-C2-Cs

C6-C2-C6
C6-C3-C6
(C6-C3)2

Phénol simple

Benzoquinones
Acide benzoique

Acétophénones
Acide phénylacétique
Acide cinnamique

Phénylpropéne

Coumarines

Chromones

Naphthoquinones

Xanthones

Stilbénes

Anthraquinones
Flavonoides

Lignanes, neolignanes

S

A
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1.2.2.2. Les Alcaloides

Un alcaloide est un composé 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 et Croteau, 1980). Plus de 12 000 alcaloides ont été décrits et environ
20% des plantes accumulent ces substances (De Luca et St. Pierre, 2000). Les alcaloides ont
des effets bénéfiques sur la plante synthétisante, ils réegulent la croissance, désintoxiquent et
transforment les substances nocives au vegétal, ils protégent la plante contre les rayons
ultraviolets et les herbivores (Mauro, 2006). Comme produits utiles a 'hnomme, les alcaloides
sont soit extraits des plantes, purifiés et utilisés sous forme thérapeutique (morphine,
codéine, vincristine, vinblastine) soit simplement présents dans les aliments (caféine et
théine) (Kutchan, 1995; Henriques et al., 1999) (Fig.l.1). 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
systeme hétérocyclique.
»Pseudo-alcaloides, présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides

vrais mais ne sont pas des dérivés des acides aminés.

cj‘_‘
- OO
o
*riz-:“':j
Berberine
Vinblastine
CH,4
|
N H
F i HyC 8
0 = o= \
HE-% M N/CH3
| <\| /g "‘N \N
o vy o
|
CH,
Scopolamine Cocaine Caffeine Nicotine

Figure 1.1. Structure de quelques alcaloides d’une importance économique (Olivoto et al.,
2017)
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1.2.2.3. Les terpenes

Ou terpénoides sont la classe la plus diversifiee de métabolites secondaires. Ils
contiennent plus de 40 000 composés (Bohlmann et Keeling, 2008). Ce sont des
hydrocarbures formés par I’assemblage de deux ou plusieurs unités isoprénique. Ce sont des
polyméres de I’isoprene (Fig.1.2) de formule brute (C5H8) n (78). Bien que de structures tres
diverses, les terpenes ont un caractere commun : ils peuvent étre virtuellement déconnectés
en unités isopréniques (Allinger et al., 1975). Ces unités isopreniques se lient entre elles le
plus souvent par des liaisons dites réguliéres de type téte-queue (Teisseire, 1991); comme
ils peuvent se lier par des liaisons dites irréguliéres type artemesyl, santolinyl, lavandulyl et
chrysanthémyl (Poulter et al., 1977). La nomenclature des terpénoides est comme illustré

par le Tableau I.2.

Figure 1.2. Formule développée et mod¢le 3D de I’unité isoprénique (CsHs)
(Wikipedia.org).

Tableau 1.2. Classification des terpénoides (Kogan et al., 2006)

Nombre de carbone Nom Exemple

Cs Hemiterpénes  Isopréne, prenol, Acide isovalerique
Cio Monoterpenes  Limonene, eucalyptol, pinene

Cis Sesquiterpénes  ABA (acide abscicique)

Cao Diterpénes Gibberellin

Cao Triterpénes Brassinosteroide, squalen, lanostérole
Cao Tetraterpénes  Caroténoides, lycopene

C>40 Polyterpenes Vitamine E

La famille des terpénes comprend des hormones (Gibbeérellines et acide abscissique),
des pigments caroténoides (Caroténe et xanthophylle), des stérols (Ergosterol, sitostérol,
cholestérol), des dérivés de stérols (Hétérosides digitaliques), le latex (qui est a la base du
caoutchouc naturel) ainsi qu’une grande partie des huiles essentielles qui conférent aux

plantes aromatiques leur parfum ou leur gout (Hopkins, 2003).
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Notre travail s’orientera vers I’étude des huiles essentielles, pour cela c’est ce type

de métabolites secondaires qui sera détaillé dans ce chapitre.

1.3. Les huiles essentielles
1.3.1. Définition

Les HEs, également appelés essences, huiles volatiles ou parfums sont des substances
odorantes, volatiles, de consistance huileuse, tres concentrées, avec une forte concentration
en principes actifs. L’obtention d’un millilitre d’HE nécessite une grande quantité de matiere

vegetale séchée (Nogaret-Ehrhat, 2008).

Selon la pharmacopée européenne, une HE « est un produit odorent, généralement
de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premiére végeétale botaniquement
définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou par un
procéde mécanique approprie sans chauffage. L huile est le plus souvent sépare de la phase
aqueuse par un procéde physique n’entrainant pas de changement significatif de sa
composition ».

Selon Hurabielle (1981), ce sont des produit généralement odorants, obtenus soit par
entrainement a la vapeur d’eau de végétaux ou de parties de végétaux, soit par d’autres

procédés d’extraction.

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
(optiquement active) (Bruneton, 1999; Charpentier et al., 2008 ; Desmares 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).
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Les huiles essentielles sont solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants
organiques mais sont peu solubles dans 1’eau (Bruneton, 1999). Entrainables a la vapeur
d’eau, elles se retrouvent dans le protoplasme sous forme d’émulsion plus ou moins stable
qui tende a se collecter en gouttelettes de grosse taille (Martini et Seiller, 1999). Elles sont

¢galement trés altérables et s’oxydent au contact de I’air et de la lumiére (Bruneton, 1993).

1.3.3. Role des huiles essentielles chez les plantes

Les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur caractéristique des plantes
aromatiques qui est important pour attirer les insectes pollinisateurs et favoriser ainsi la
polinisation (Bruneton, 1999 ; Guignard, 2000). En plus, les HEs jouent un role défensif
contre les prédateurs et les maladies (De Sousa, 2015). Ce réle est lié a leur activité
antibactérienne, antifongique et antiviral assurant alors une protection des plantes (Croteau,
1992 ; bakkali et al., 2008).

1.3.4. Secteur d’application

Les huiles essentielles constituent une matiére premiere destinée a divers secteurs
d’activités :
1.3.4.1. Secteur de cosmétologie et parfumerie

En raison de leurs propriétés odoriférantes, les HEs sont recherchées dans I’industrie
des parfums et des cosmétiques. L’industrie des cosmétiques, savonneries et parfumeries

constituent le plus gros consommateur d’huiles essentielles (Balandrin et al., 1985; Shahi et
al., 2009).

1.3.4.2. Secteur alimentaire

Les huiles essentielles et leurs composants, sont employés comme arbmes
alimentaires. Elles sont aussi utilisées pour la conservation des aliments grace aux effets
antimicrobiens et antioxydants de certains de leurs constituants (Burt, 2004 ; Shan et al.,
2005). L’HE du thym et du romarin est utilisée pour la conservation du smen par exemple
(Teissedre et waterhouse, 2000). 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).

10
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1.3.4.3. Secteur médicinal

Les HEs 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 matiéres premieres pour la synthése de principes actifs (Bessah et
Benyoussef, 2015). L’utilisation des HES dans différentes pathologies (digestive,
infecticuse...) fait appel a leurs propriétés: anti-infectieuse, antalgique, antiinflammatoire,
sédative, antimicrobien, antispasmodique, antioxydants et cytotoxiques (Steflitsch et
Steflitsch, 2008; Bardeau, 2009; Le Hir et al., 2009).

1.3.5. Répartition botanique

A priori toutes les plantes possedent la faculté de produire des composés volatils mais
seulement a I’état de traces le plus souvent. Parmi les espéces végétales, 10% seulement sont
dites « aromatiques » (Bruneton, 1999). La capacité a accumuler I’HE est cependant la
propriété de certaines familles de plantes réparties au sein de 1’ensemble du regne 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 HEs peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux, végétatifs et
reproducteurs, en particulier les sommités fleuries ( lavande, menthe, bergamotier,
tubéreuse) mais aussi les feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier) et bien que cela soit moins
habituel, dans les écorces (cannelier), les bois (bois de rose, santal, camphrier), les racines
(vetiver), les rhizomes (curcuma, gingembre), les fruit (tout épices, anis, badiane), les
graines (muscade) et les boutons floraux (clou de girofle) (Belaiche, 1970 ; Paris et
Hurabielle, 1981).

11
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La synthése et ’accumulation des HEs sont fréquemment liées a la présence de structures
histologiques spécialisees, qui se trouvent souvent sur ou a proximité de la surface de la
plante (Bruneton, 1999 ; Baser et Buchbauer, 2010). Ces structures peuvent étre (Belaiche,
1979; Paris et Hurabielle, 1981; Bruneton, 1999) :

» des cellules sécrétrices isolées (Lauracées, Magnoliacées et Pipéracées):

» des organes sécréteurs, regroupant: les poches sécrétrices des Myrtacées et

Aurantiacées; les canaux sécréteurs des Apiacées et des Coniféres et les poils

sécréteurs des Lamiacées et Astéracées.

1.3.7. Composition chimique

La composition chimique des HEs est extrémement compliquée de deux points de
vue : d’une part, en raison du grand nombre de constituants présents et d’autre part, en raison
de la grande diversité de leurs structures. Plus de 60 molécules différentes peuvent entrer
dans la composition chimique d’une huile essentielle. Les composés majoritaires peuvent
représenter, a eux seuls, plus de 85% de I’huile alors que d’autres composés ne sont présents
qu’al’état de traces (Senatore, 1996). En effet, les HEs sont un mélange de molécules variées
qui se répartissent en deux grands groupes en fonction de leur voie de biosynthése : les
terpenoides (ou composeés terpéniques) et les phenylpropanoides (composés aromatiques
dérivés du phénylpropane) (Buchanan et al., 2000). D’autres composés entrent dans la
constitution de certaines HEs en faible proportion (acides organiques, esters et autres)
(Bruneton, 1997).

1.3.7.1. Les terpénes
Déja defini dans la section 1.2.2.3., les monoterpénes 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 monoterpenes linéaires (acyclique): (myrcene, ocimenes),
les monoterpénes avec un cycle unique (monocycliques) : (a- et y-terpinéne, p-cymeéne) et
ceux avec deux cycles (bicycliques) : (pinénes, A3-caréne, camphéne, sabinene) (Allen et
al., 1977).

@ Les sesquiterpenes comportent trois unités d’isoprene, leur formule est C15H24 soit une
fois et demie (sesqui) la molécule des terpenes (Belaiche, 1979). Les sesquiterpénes peuvent

12
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étre également, comme les monoterpénes, acycliques (farnésol), monocycliques (humulene,
a-zingibéréne) ou polycycliques (matricine, artéannuine, B-artémisinine) (Bruneton, 1999;
Laouer, 2004). A titre indicatif, quelques structures de monoterpenes et de sesquiterpénes

sont représentées sur les figures 1.3 et 1.4

= OH
H_OH
CH,OH |
N

Géraniol Citronellol Linalol Carvone

2 & & &

v-Terpinéne a—Pinéne Bornéol Camphre

Figure 1.3. Exemples de monoterpenes (acycliques et cycliques) rencontrés dans les huiles

essentielles. (Wikipedia.org).

Farneésol Cadineéne p-Bisabolol
p-Caryophylléne B-sélinéne B-Elémeéne

Figure 1.4. Exemples de sesquiterpenes rencontrés dans les huiles essentielles.
(Wikipedia.org).

1.3.7.2. Les composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du
phénylpropane C6-C3. lls peuvent comprendre des phénols (chavicol, eugénol), des
aldéhydes (cinnamaldéhyde), des alcools (alcool cinnamique), des dérivés méthoxy (anéthol,
estragol) ou méthylene dioxy (myristicine, safrole) (Bakkali et al., 2008). La structure de

quelques molécules est représentée dans la Figure 1.5.

13
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Figure 1.5. Structure de quelques composés aromatiques C6-C3 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.6), 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).

-0 N
S0
OCH; NH,
OH
Vanilfine Anthrandare de methyle

Figure 1.6. Exemples de composes aromatiques C6-C1 rencontrés dans les huiles

essentielles (Bruneton, 1999).

1.3.8. Notion de chémotype

La composition chimique de I'HE peut au sein d’une méme espéce de plante
présenter des profils chimiques ou chémotypes (chimiotypes) différents. Le chémotype est
une référence spécifique qui indique le composant biochimique majoritaire ou distinctif,
retrouvée dans I’HE. C’est la caractéristique qui permet de distinguer des HEs extraites
d’une méme variété botanique mais, avec des compositions biochimiques différentes. Cette
classification permet de choisir les bonnes huiles pour une utilisation plus précise, plus sure
et plus efficace. Il est important de noter que les HEs a chémotype différents présentent non

seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres variables (Pibiri, 2005).
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Ce polymorphisme chimique existe chez certaines espéces de plusieurs familles.
L’un des exemples le plus démonstratif qu’on peut citer est celui du thym (thymus vulgaris
L). Cette espéce a six chémotype différents. Cette différence est due a la nature du
monoterpéne majoritaire qui peut étre soit le géraniol, le linalol, terpinéol, le 4-thuyanol, le

carvacrol ou le thymol (Thompson et al., 2003).

1.3.9. Facteurs influencant la composition chimique des HEs

Les huiles essentielles présentent une trés 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 huiles essentielles peuvent étre
trés différentes (Garnéro, 1991 ; Bruneton, 1999). Cette variabilité¢ peut s’expliquer par
différents facteurs d’origine intrinséque, spécifiques du bagage génétique de la plante ou
extrinséque, liés aux conditions de croissance et de développement de la plante (Morin et
Richard, 1985).

1.3.9.1. Facteurs intrinséques
L’espéce

La composition chimique d’une huile essentielle, varie selon 1’espéce productrice
(Padrini et Lucheroni, 1996). Il est donc nécessaire de s’assurer de 1’identité de la plante que

I’on veut extraire en précisant le genre, I’espece et la sous espéce.

L’organe

La composition et le rendement d’une huile essentielle varient selon la partie de la

plante a partir de laquelle est extraite (Roulier, 2000).

Le chémotype

Le premier parametre influengant la composition chimique d’une plante est sa
biosynthése et donc son profil génétique. C’est la raison pour laquelle, une méme espéce
peut présenter plusieurs chémotypes de profils chimiques différents. Il existe de nombreux
exemples d’un tel phénomeéne, notamment chez le thym, la sauge...etc (Thompson et al,
2003; Fellah et al, 2006).
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Le cycle végétatif

La constitution d’une huile essentielle, peut varier tout au long du développement de
la plante d’origine. Des variations parfois trés importantes sont couramment observées dans
certaines espéces. C’est le cas de I’He de basilic Ocimum gratissimum, qui contient 90%
d’Eugénol quand la plante est jeune, contre une majorité de Thymol et de monoterpenes a
maturité (Cortial, 2005). De ce fait, le choix d’une date de récolte s’impose (récolte avant,

pendant ou apres la floraison).

1.3.9.2. Facteurs extrinseques

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant affecter la composition chimique de
I’HE. La température, le taux d’humidité, la durée d’ensoleillement, la pluviométrie, les
conditions édaphiques (composition du sol), ainsi que la technique d’extraction, représentent
autant de causes potentielles de variation de la composition chimique de I’HE (Bruneton,
1999).

Selon Fluck (1963), le climat et le sol sont les deux facteurs écologiques les plus
importants. Chez la Mentha piperita par exemple, les nuits froides favorisent la formation
de menthol alors que les nuits tempérées favorisent celle du menthofuranne. Lorsque la
température est élevée les Citrus ont une teneur en HESs plus fort (Bruneton, 1999). Les fleurs
de Chrysanthemum coronarium ont une teneur en HE plus élevée en raison de I’effet
fertilisant (Alvarez et al., 2003).

1.3.10. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des HEs. En général, le
choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel végétal a traiter (graines,
feuilles,...), du rendement en I’huile et de la fragilité de certains constituants des huiles aux

températures élevées (Crespo et al., 1991 ; Hellal, 2011).

1.3.10.1. La distillation
L’hydro-distillation

L’hydro-distillation (Fig.l.7) est la méthode la plus simple dans son principe et ne
nécessite pas un appareillage couteux. Elle consiste a mettre en contact la matiére végétale
avec une quantit¢ d’eau. Le tout est porté a ébullition. L’¢élévation de la température
provoque 1’éclatement des cellules végétales et la libération des composeés volatils. La vapeur

émise composé d’un mélange d’HE et de vapeur d’eau va ensuite passer dans le réfrigérant.
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Le distillat refroidi, est composé de deux phases, une phase huileuse et une phase aqueuse
(eau florale). L’huile essentielle se sépare de I’hydrolat par simple différence de densité.
Cependant, I’hydro-distillation posséde des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop
puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Bruneton, 1999;
Lucchesi, 2005).

A T’échelle de laboratoire, 1’hydro-distillation est réalisée en utilisant un montage

appelé le Clevenger

e

Feuillss  poudes,
tiges

tisues deplanwes

Pietres
ponces + eau

3) | b :
7 | b 4—{eprouvette
: Distillat : ezu +
huile essentielle

Figure 1.7. Montage d’extraction par d’hydro-distillation (Bruneton, 1999).

Entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systeme d’extraction (Fig 1.8), le matériel végétal ne macere pas directement
dans I’eau, il est placé sur une grillé perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau.
Cette derniére endommage la structure des cellules végétales et libere ainsi les molécules
volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une
amélioration de la qualité de I’huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques ;
le matériel végétal ne baignant pas directement dans 1’eau bouillante (Franchomme et al.,
1990 ; Richard, 1992 ; Lucchesi, 2005).
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Figure 1.8. Montage d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau (Lucchesi, 2005).

L’hydrodiffusion

Elle consiste a pulvériser de la vapeur d’eau a travers la masse végétale, du haut vers
le bas (Fig.1.9). 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, 1’économie de temps, de vapeur et d’énergie (Bassereau et al., 2007).

arrivée de
vapeur d'eau

- 2% 2% <> =
<% % =% 2%
== = > == B
maténel
5= wvegétal s
< <> == <&
= = = = ==
“c’(- —~— ::0 e,
& =1 < G
< comndenseur
b T e _ <
= C.A - — AoA O
huile essenueclle

Figure 1.9. Montage d’extraction par_hydrodiffusion (Wikipedia.org).
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1.3.10.2. Extraction par les solvants organiques

Il s'agit d'extraits de plantes obtenus au moyen de solvants non aqueux. Les plus
utilisés sont I’hexane, le cyclohexane et I’éthanol, moins fréquemment, le dichlorométhane
et I’acétone (Dapkevicius et al., 1998 ; Kim et Lee, 2002 ; Hernandez- Ochoa, 2005). Ces
solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que l'eau si bien que les extraits ne
contiennent pas uniquement des composés volatils mais également bon nombre de composés
non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres (Richard, 1992
; Robert, 2000). Les plantes sont immergées totalement dans le solvant a froid sauf pour les
grains et les racines ou I’extraction est réalisée a chaud. Le temps de contact est environ 30
minutes, aprés quoi le solvant initial est soutiré et remplacé par une deuxiéme charge puis
une troisieme a leurs tours soutirées. La plus grande partie du solvant est évaporée et
recyclée. On recueille une solution concentrée distillée sous vide. Il reste une pate, liquide,
a chaud appelée concrete. L'extraction a l'aide de solvants organiques pose un probléme de
toxicité des solvants résiduels ce qui n'est pas négligeable lorsque I'extrait est destiné aux

industries pharmaceutique et agroalimentaire (Bruneton, 2009).

1.3.10.3. Extraction par CO:2 supercritique

Cette méthode consiste a traiter une matiere premiere aromatique végétale et
naturelle avec du CO; a 1’état supercritique. Le COz est supercritique lorsqu’il atteinte une
température et une pression spécifique (T=31.1 et P=73,8bras) grace a cette propriété le co2
permet I’extraction dans le domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine
gazeux. Le CO. supercritique entraine les molécules odorantes dans un separateur. La
pression est ensuite abaissée afin de séparer le CO> de I’extrait. L’extrait devient insoluble
dans le CO; et précipite au fond de I’enceinte. Le co2 est ensuite liquéfié et peut étre a
nouveau utilisé. L’extrait récupéré ne contient aucune trace de solvant résiduel qui est
facilement éliminé sous forme gazeuse, le CO: est ensuite recyclé et ramené a 1’état
supercritique (Fernande, 2012).

Le CO> supercritique est un solvant idéal puisqu’il est naturel, inerte chimiquement,
ininflammable, non toxique, sélectif, aisément disponible et peu couteux. Outre ces
avantages, le principal point fort est la qualité irréprochable de 1’extrait puisqu’aucun
réarrangement ne s’opeére lors du processus. Son unique point faible est le cout tres élevé de

son installation (Pellerin, 2001).
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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 1’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

Dans ce procédé, la matiére végétale est chauffée par micro-onde (Fig.1.10) dans une
enceinte close dans laquelle la pression est réduit d’une maniéré séquentielle. Les composés
volatils sont entrainés par la vapeur d’eau formé a partir de la plante. Ils sont ensuite
récupérés a I’aide des procédés classiques condensateur, refroidissement, et décantation. Des
études démontrent que cette technique posséde plusieurs avantages tels que le gain de temps
d’extraction, utilisation de petites quantités de solvant, et un rendement d’extraction élevé

(Hemwimon et al., 2007).
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Figure 1.10. Montage d’extraction assistée par micro-onde. (Luchesi et al., 2004)
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1.3.10.6. Expression a froid

L’expression a froid est une extraction sans chauffage réservée aux fruits
d’hespéridés ou d’agrumes. Le principe de ce procédé mécanique (abrasion, compression,
incision, perforation, ...) est basé sur la rupture des péricarpes riches en cellules sécrétrices.
L’HE ainsi libérée est entrainée par un flux d’eau. Une émulsion constituée d’eau et
d’essence se forme. L’essence est alors isolée par décantation ou centrifugation (Richard,
1992).

L’expression a froid permet de limiter 1’oxydation en conservant les antioxydants
naturels présents dans la fraction non volatile de ’essence. Le produit obtenu porte le nom

d’essence car il n’a subi aucune modification chimique (Ferhat et Meklati, 2007).

Moteur
Aiguille

Collecteur

Figure 1.11. Méthode d’extraction par expression a froid (Wikipedia.org).

1.3.11. Les méthodes d’analyses des huiles essentielles
1.3.11.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse par
séparation qui s’applique aux composes gazeux ou susceptibles d’étre vaporiser par
chauffage sans décomposition. La CPG est la technique usuelle dans I’analyse des huiles
essentielles. Elle permet d’opérer la séparation de composes volatils de mélanges trés
complexes et une analyse quantitative des résultats a partir d’un volume d’injection réduit
(Arpino et al., 1995).

Pour chacun des composés, deux indices de rétention, polaire et apolaire, peuvent
étre obtenus. Ils sont calculés a partir de temps de rétention d’une gamme étalon d’alcanes
ou plu rarement d’esters méthyliques linéaires, a température constante (Indice de kovats)

(Kovats, 1965) ou en programmation de température (Indice de Rétention) (Van Den Dool
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& Kratz, 1963). lls sont ensuite comparés avec ceux de produits de référence (mesurés au
laboratoire ou décrits dans la littérature). Toutefois, il est fréquent d’observer des variations,
parfois importantes, lorsque 1’on compare les indices de rétention obtenus au laboratoire et

ceux de la littérature.

1.3.11.2. Chromatographie en phase gazeuse couplé avec la spectrométrie de masse
(CPG/SM)

D’un point de vue analytique, d’importants progreés ont ét¢ réalisés en couplant la
CPG avec des appareils tels que le spectromeétre de masse (SM). La CPG couplée a la SM
est la technique de routine la plus utilisée pour 1’analyse des huiles essentielles. Le principe
de la spectrométrie de masse consiste a bombarder a I’aide d’électrons une molécule qui sera
fragmentée ; les différents fragments obtenus, chargés positivement, constituent le spectre
de masse de cette molécule. Trés souvent, le spectre de masse est caractéristique d’une
molécule donnée et, en théorie, il est donc possible d’identifier un composé en comparant
son spectre a ceux de composes de référence, contenu dans des bibliothéques de spectres
informatisées commerciales (Adams, 2001).

Dans la pratique, 1’utilisation conjointe de la spectrométrie de masse (utilisation
conjointe de banques laboratoire et littérature) et des indices de rétention calculés sur deux
colonnes de polarité différente en CPG, permet, en général I’identification d’un grand
nombre de constituants dans les mélanges complexes tels que les huiles essentielles (Lianga
et al., 2004; Senatore et al., 2004).

1.3.12. Activités biologiques des huiles essentielles
1.3.12.1. Activité antimicrobienne

Les HEs sont parmi les métabolites secondaires les plus actifs vis—-a-vis des
microorganismes (Fig. 1.12). Ces substances volatiles possédent un large spectre d’activité
antimicrobienne contre non seulement les bactéries, y compris les espéces multi résistantes,
mais aussi vis—a—vis des champignons et les virus (Burt, 2004; Edris, 2007). Toutefois, il
existe une disparité dans 1’activité antimicrobienne des HEs, car elle est plus dirigée envers
les champignons que les bactéries et beaucoup plus actives contre les bactéries a Gram positif

que les bactéries a Gram négatif (Burt,2004).
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Figure 1.12. Cellules d’E. faecalis aprés l'exposition (a) pas d’HE, (b) HE d’orange a 2 %,
(c) vapeur a 15 mg/l d’HE d’orange, (d) exemple de lyse cellulaire (Fisher & Phillips,
2009).

a) Activité antibactérienne

Les HEs sont connus pour avoir un effet antibactérien (Deans et Ritchie, 1987 ;
Carson et al., 1995), et ceci sur les deux groupes de bactéries gram-positif et gram-négatif,
qui ont démontrées une importante sensibilité in vitro (Inoue, 2001 ; Carson et Hammer,
2011). Une activité antibactérienne a été démontrée contre un large spectre de souches
bactériennes telles que Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Salmonella typhimurium,
Echerichia coli, Shigella dysenteria, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus (Hulin et al.,
1998). Rahman et al., (2016) ont montré que I’HE de Premna integrifolia possede une
activité antibactérienne contre un ensemble de souches patogénes et cela peut étre due a la
présence de mono et sesquiterpénes. D’autres HEs ont aussi présenté un effet antibactérien
sur les enthéropathogénes zoonotiques Yy compris Salmonella sp, Echerichia coli 0157 :
H7, Camphilobacter jejunii, Clostridium perfringens. Bharti et al., (2012) ont montré que
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plusieurs HEs sont avérées actives sur un ensemble de bactérie et principalement I'HE de
Tymus vulgaris et Melaleuca alternifoli qui ont inhibé la croissance de plusieurs souches
principalement de staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
hoinis, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumonia. Une étude expérimentale menée
par Kelly (1998) a prouvé que treize HES parmi seize testées ont inhibé la croissance
d’Helicobator pylori qui est associé aux gastrites.

Plusieurs travaux ont étudié 1’effet antibactérien des composants des HES. Parmi les
composants des HES qui présentent un effet contre Helicobactor pylori se sont surtout le
carvacrol, I’isoeuginol, le nérol, le citral et le sabinéne (O’Gara et al., 2000). Les composés
majeurs de I’HE de thym et d’origan, qui sont le thymol et le carvacrol ont montré un effet
inhibiteur sur les bactéries pathogenes telles que Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium (Burt, 2004). L’eugenol, le terpenen-4-ol et le carvacrol ont inhibé
la croissance de quatre souches d’Echerichia coli O157 : H7 et de Listeria monocytogenes
(Santoyo et al., 2006).

Il est important aussi de signalé que les mélanges de différentes HEs ont montré un
important effet antibactérien notamment contre Bacillus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Echerichia coli O157: H7 et Listeria monocytogenes (Gutierrez et al., 2008). La
combinaison d'huiles essentielles de clou de girofle et de romarin a produit un effet additif
contre les bactéries Gram-positive et les bactéries a Gram négatif, a savoir Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus vulgaris et
(Fu et al., 2007). L'HE de Thymus vulgaris ou I'HE de Pimpinella anisum utilisée seule
contre Pseudomonas aeruginosa n'étaient pas actifs a la concentration utilisée la plus élevée
(500,0 g/ml) alors que leur combinaison (1:1) a inhibé la croissance de cette bactérie (Al-
Bayati, 2008).

Le mode d’action des HEs sur les bactéries

Lorsque I’on parle d’activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d’effets. Un
effet bactericide (bactericidie) : exercant une activité mortelle, et un effet bactériostatique
(bactériostase) : entrainant une inhibition de la croissance. Ces actions des huiles essentielles
sur la cellule bactérienne demeure encore insuffisamment élucidée (Saad et al..2013). Cette
ambiguité est attribuée a plusieurs facteurs, notamment la variété des composés actifs
existants au sein d’une HE donnée, avec la possibilité de synergie ou antagonisme entre ces

molécules. En revanche, ce qui est slir selon pas mal d’études, la cible d’action de la plupart

24



Syntheése Bibliographique

des HEs est focalisée envers les membranes cytoplasmiques des microorganismes (Kalemba
et Kunicka, 2003; Burt, 2004).

Les terpénes ainsi que les flavonoides peuvent pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne et induire sa rupture. Le contenu
cytoplasmique est déchargé a I’extérieur de la cellule impliquant sa destruction (Wendakoon
& Sakaguchi, 1995 ; Tsuchiya, 1996). Egalement, une perturbation chémo-osmotique et une
fuite de potassium intra-cytoplasmique peuvent subvenir, suivi de la libération d’acides
nucléiques, de L’ATP, et du phosphate inorganique (Tsuchiya et al., 1996 ; Daroui-
Mokaddem, 2011).

D’une maniere générale, I’action des huiles essentielles se déroule en trois phases
(Fig.1.13) :
» Attaque de la paroi bactérienne par 1’huile essentielle, provoquant une augmentation
de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
» Acidification de l’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie
cellulaire et la synthése des composants de structure.

» Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
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Figure 1.13. Sites d’action des HEs sur la cellule bactérienne (Burt, 2004).
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Par ailleurs, le mode d’action de certains composés volatils est bien étudié, Le
Thymol et le Carvacrol agissent sur la perturbation de la fraction lipidique de la membrane
plasmique des bactéries, ce qui entraine des modifications létales dans leurs propriétés
physiologiques, notamment la perméabilité membranaire (Cristani et al., 2007). En outre,
d’apres une étude portée sur I’évaluation de 1’activité antimicrobienne du Carvacrol envers
Bacillus cereus, les auteurs ont constaté que ce phénol induit I’inhibition de la synthése

d’ATP ala conséquence d’une fuite de protons intracellulaire (Ultee et Smid, 2001).

Selon la littérature, le cinnamaldéhyde est parmi les molécules volatiles les plus
actives envers les microorganismes connus actuellement. Son mode d’action envers les
bactéries est similaire a celui des phénols, ou il provoque 1’inhibition de leur production
d’ATP intracellulaire (Gill et Holley, 2004). En revanche, d’autres auteurs supposent que
I’aldéhyde cinnamique agit d’une facon plus compliquée sur les bactéries. Des observations
sous microscopie électronique a balayage ont montré que le cinnamaldéhyde cause des
modifications morphologiques graves au niveau des bactéries cibles. Chez Bacillus cereus,
cet aldéhyde empéche la formation compléte des septa de division et du coup, il entraine des
déformations cellulaires (Kwon et al., 2003). Tandis que chez S. aureus le cinnamaldéhyde
provoque des pertes du contenu cellulaire en raison des dommages au niveau de la membrane

cytoplasmique (Carson et al., 2002).

En raison de son activité antimicrobienne trés effective envers les bactéries a Gram
positif et & Gram négatif, le mode d’action du terpinéne—4—ol (composé majoritaire de I’'HE
de Melaleuca alternifolia) a été bien étudié. Aussi semblable aux phénols, le terpinene—4—
ol cause le disfonctionnement de la membrane cytoplasmique des bactéries, ce qui conduit
a la vidange des cellules de son contenu et la formation des structures qui ressemblent aux
lysosomes (Fig.1.14) (Carson et al., 2002).
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Figure 1.14. Micrographies en microscopie a transmission des cellules de Staphylococcus
aureus. (A) : sans traitement x11,500 (B) : apreés traitement avec 0,3% du terpinéne-4-ol
x14,200 (Carson et al., 2002).

Méthodes d’évaluation de P’activité antibactérienne

Les méthodes utilisées pour évaluer cette activité sont souvent des techniques de
diffusion ou de bio autographie (Rios et al., 1988). La technique de diffusion est souvent
celle des disques ou de puits, tandis que les techniques de dilution en milieu liquide ou solide
servent a déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB)
(Kalema et Kunica, 2003; Burt, 2004; Lahlou, 2004; Holley et Patel, 2005; Wilkinson,
2006).

b) Activité antifongique

Un large spectre de pathogénes fongiques humains, animaux et agricoles ont montré
une importance sensibilité aux HEs in vitro, ce qui accroit I’intérét pour leur application
thérapeutiques ou industrielle. Parmi les pathogénes humains et animaux ciblés, les levures
du genre Candida et les dermatophytes comme Epidermophyton, Microsporoum et
Trichophyton qui ont attiré le plus grand intérét (Hammer et al., 1996; Hammer et al., 1999;
Yu et al., 2004; Preuss et al., 2005). Un effet antifongique important a été démontré contre
les champignons responsables de la détérioration des aliments notamment sur plusieurs
especes d’Aspergillus, Microsporum, Mucor, Penicillium, Eurotium, Debaryomyces,
Pichia, Zygosaccharomces et Candida (Cosentino et al., 2003; Holley et al., 2005).

Parmi les composants des HEs responsables de 1’activité antifongiques, le carvacrol

et le thymol qui ont prouvé une action sur des espéces fongiques responsables de 1’altération

27



Syntheése Bibliographique

des aliments telles qu’Aspergillus niger, Asperillus flavus et Aspergillus parasticus
(Razzaghi-Abyaneh et al., 2009).

Comme pour I’activité antibactérienne, le pouvoir antifongique est attribué¢ a la
présence de certaines fonctions chimiques dans la composition des HEs. En effet, les
composés terpéniques des HEs est plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que
les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la
membrane plasmique des levures (Knobloch et al., 1989). Selon cox et al. (2000), I’action
antifongique de ces composées est due a une augmentation de la perméabilité de la
membrane plasmique suivie d’une rupture de celle-Ci entrainant une fuite du contenu

cytoplasmique est donc la mort de la levure.

¢) Activité antivirale

Les HEs des different familles botaniques présente des actions antivirales, mais le
degré d’efficacité varie selon la souche et la structure virale. C’est en raison de structures
moléculaire particulaires trouves dans chaque type viral, que les HEs pénetrent dans les
entités a des degrés divers (Davidson et al.,2005). Les recherches ont découvert qu’un
certain nombre d’HE ont une activité antivirale contre certaine souche virale de la grippe,
les adénovirus, les souches de la fievre glandulaire, de I’entérite virale, de I’entérocolite

virale et le VIH-1 (Schnitzler et al., 2001).

Des chercheurs ont montré que certains composes spécifiques des HEs, testes
séparément, possedent une activité antivirale remarquable. Il s’agit de I’acétate d’anéthol,
carvone, beta-caryophyllée, citral, eugénol, limonéne, linalol et linalyle (Belaiche, 1979).

Les virus sont tres sensibles aux molécules aromatiques et certaines infections virales
graves peuvent montrer une grande amélioration par la phytothérapie (Hayahi et al.,1994).
La synergie entre les composes d’huile tels que cinéole—monoterpénol a été utilisée pour
traiter des infections virales des voies respiratoires ; cétones et composes cryptones des HES
ont montré une capacité de lutte contre le virus nu (Bhaskara-reddy et al.,1998).

Plusieurs méthodes d’action antivirales ont été proposées pour les huiles essentielles
bien que pour leurs composes. Certaines huiles interferent avec la glycoprotéine de surface
dans I’enveloppe virale, empéchant ainsi I’attachement du virus avec la cellule héte. On croit
que les autres huiles attaquent le virus dans la cellule héte, possiblement au niveau de la

membrane cellulaire (Belaiche, 1979).
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1.3.12.2. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est connue pour &tre associées a certaines maladies, y compris
I’hypertension, le cancer et les accidents vasculaires cérébraux (Schmid-Scheonbein, 2006).
Les médicaments les plus couramment utilisés pour la gestion d’affections inflammatoires
sont les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), qui ont plusieurs effets indésirables en
particulier I’irritation gastrique conduisant a la formation d’ulcéres gastriques (Bennett,
2005 ; Tripathi, 2008).

Les HEs ont une place particulierement intéressante dans le traitement des maladies
inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou I'arthrite (Maruyama et al., 2005).
Elles constituent une alternative aux traitements allopathique classiques de type AINS (Anti-
inflammatoire non stéroidiens) qui sont connus pour leur effet secondaire digestif au long
court. L’huile essentielle de Gaulthérie odorante est trés utilisée dans les douleurs
musculaires, les tendinites... (Millet, 2015). Il a été prouvé que 1’inhalation des vapeurs des

huiles a un effet anti-inflamatoire et réduit 1’asthme (Inouye et al., 2001).

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, l'a-terpinéol (Hart et al., 2000).
Un autre exemple, 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 oedémes
de pattes de souris induits par le carraghénane. L’Aloe vera et I’un des meilleures plantes
connues par leur activité anti-inflammatoire (Volger et Ernst, 1999). L’HE d’Aloe vera
présentait la plus grande activité inhibitrice de la lipoxygénase (96%), suivie de I’'HE de
thym (86%) et 14HE de bergamote (85%) a une concentration de 0,5 pg/mL. L’HE de
camomille a montré une forte activité induisant la lipoxygénase a 5 pg/mL (Wei et
Shibamoto, 2010).

Il a été reporté que les familles biochimiques a action anti-inflammatoire et/ou
antalgique qui constituent les composés de différentes huiles essentielles sont : les
Aldehydes monoterpéniques, les Esters terpeniques, les Sesquiterpénes et les Monoterpenes,
I’Eugénol (phénol aromatique), I’Eucalyptol (oxyde terpénique) ou 1,8 cinéole, Alcools
terpéniques (Sesquiterpénols, Monoterpénols), les Cétones terpéniques, les Phénol méthyl-
éthers (Spinola, 2016).
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1.3.12.3. Activité antioxydante

Un antioxydant est défini comme étant tout substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003). Ce sont des composés capables de
minimiser efficacement les rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur
les propriétés sensorielle et nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien

de la qualité et d’augmenter la durée de conservation du produit.

Diverses études ont montré que les huiles essentielles sont des sources naturelles
idéales d'antioxydants (Mantle et al., 1998 ; Karioti et al., 2006; Aazza et al., 2011; Sudipta
etal., 2017; Dib et al., 2017).

Certains constituants des huiles essentielles présentent un pouvoir antioxydant tres
marqué et sont aujourd’hui commercialisés, c’est le cas de 1’eugénol (Ogata et al., 2000;
Barclay et al., 2006), le thymol (Luna et al., 2017; Razavi et al., 2017) et le carvacrol
(Zareiyan et al., 2017; Baranauskaite et al., 2017).

Ruberto et Baratta (2000), qui avaient étudié Dactivité antioxydante de 98
composants pure de I’huile essentielle de Teucrium marum, représentant les principales
classes des composes typiques des huiles essentielles, ont montré que les hydrocarbures
sesquiterpéniques exercaient un effet antioxydant faible, alors que les hydrocarbures
monoterpéniques ont montré un effet antioxydant significatif, avec plusieurs variantes en
raison des différents groupes fonctionnels. Teixeira et al., (2013) ont décrit Iactivité
antioxydante ¢élevée de 1’huile essentielle du clou de girofle indienne est ont rapporté que
cette activité est due & son composé majoritaire 1’eugénol qui est un phénylpropanoide,

connu comme un puissant antioxydant.

1.3.12.4. Activité anti-cancéreuse

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 Nigellasativa (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 et Singh,2008). L’HE d’Elsholtzia cilita a montré une activité
antiproliférative in vitro contre les cellules du cancer de pancréas et de sein (Pudziuvelyte et
al., 2017).
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De nombreux isoprénoides présents dans les HEs inhibent la prolifération des lignées
cellulaires cancéreuses in vitro, notamment le carvacrol, le citral, le p-cymeéne, le farnésol,
le géraniol, limonéne, le nérolidol, I’alcool périllylique, le pinéne, le terpinéol, le thymol, le

verbénone et la a-ionone (Elson et al., 1999; Joo et Jetten, 2009).

1.3.12.5. Activité insecticide

La conservation des denrées entreposées est généeralement assurée par des
insecticides synthétiques qui peuvent étre le moyen le plus efficace et le moins couteux pour
controler les insectes. Cependant 1’utilisation abusive des insecticides chimiques a des effets
nocifs (Guarrera, 1999), ce qui oriente les travaux actuels vers la recherche des substances
extraites des végétaux qui présentent une activité insecticide, répulsive ou anti-appétant a
I’égard des insectes (Barkire, 1996). 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 et Murray, 2015; Castillo et al., 2017).

Les principaux constituant des HES comme les monoterpenes, sont intéressants pour
les marchés industriels en raison de leurs activités biologiques puissantes en plus de leur
toxicité pour les insectes (Lee et al., 2001). Un exemple et celui de I’HE de romarin et de
Zanthoxylum monophyllum qui ont montré une importante activité insecticide contre le
Charoncon du riz (Lee et al., 2001; Prieto et al., 2011).

1.3.13. La toxicité des HEs

Les HEs sont des substances puissantes et tres actives. Elles représentent une source
inépuisable de remedes naturels. Néanmoins, il est important de souligner que
I’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 néfaste dans I’organisme (allergies, coma, épilepsie...)
principalement chez les populations sensibles (enfants, femmes enceints et allaitantes,
personnes agées ou allergiques) (Degryse et al., 2008). Les effets secondaires des HEs
varient en fonction de leur nature chimique (Traoré, 2006), certaines sont toxiques par voie
cutanée en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergene
(huiles riches en cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000) ou phototoxique (huile de citrus

contenant des furocoumarines (Naganuma et al., 1985). D’autre HEs ont un effet
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neurotoxique, notamment celles riches en cétones comme a-thujone (Franchomme et al.,
1990).

1.4. Apercu sur la famille Myrtaceées
La Famille des myrtacées est une famille de plantes dicotylédones qui comprend
environ 3000 especes réparties en plus de 100 genres (Heywood, 1993 ; Paiva, 1997). Les
principaux genres sont :
- Eucalyptus (prés de 600 especes) ;
- Eugenia (400 espéces) ;
- Syzygium (300 espéces d’Australie et d’Asie) ;
- Myrcia (prés de 300 espéces surtout d’ Amérique tropicale) ;
- Melaleuca (environ 200 espéces d’Australie et d’Indo-Malaisie) ;
- Psidium (une centaine d’espéces d’ Amérique tropicale) ;

- Calyptranthes (100 espéces).

Ce sont des arbustes a feuilles entiéres et opposees ; fleurs axillaires hermaphrodites;
5-mere. Calice cupuliforme. Etamines tres nombreuses, insérées avec les pétales au sommet
du tube calycinal. Gynécée infére ou semi-inféere a 5 carpelles uniloculaires, a ovules
nombreux, a placentation axile. Fruit bacciforme bleuatre, globuleux, de 5-8mm de diametre
(Quezel et Santa, 1963).

Beaucoup de plantes de cette famille sont utiles dans divers domaines : Comme bois
d’oeuvre, certains fruits sont comestibles, certaines plantes sont aromatiques, avec une
abondance en huile essentielle d’ou I'usage condimentaire ou médicinal. Certaines plantes
de cette famille sont traditionnellement utilisées pour la conservation des denrées post-

récolte dans les pays en voie de développement (Ho et al., 1994 ; Tapondjou et al., 2000).

La majorité des études phytochimiques effectuées sur un nombre important d’especes
de la famille des myrtacées a montré leur richesse en métabolites secondaires tels que : les
flavonoides (Haron at al., 1992 ; Souza-Moreira et al., 2018), les huiles essentielles
(Henriques et al., 1993 ; Ogunwande et al., 2005 ; Stefanello et al., 2011 ; Medeiros et al.,
2018), et les terpénoides (Michael & Santhwell, 2003 ; Tatsuya et al., 2008 ; Padovan et al.,
2014 ; Bustos-Segura et al., 2017).

32



Syntheése Bibliographique

1.5. Syzyguim Cumuni (L.) Skeels
Syzygium cumini (L.) Skeels est une espece tropicale appartenant a la famille des
Myrtacées. Elle est connu populairement sous plusieurs noms comme : jamun en Inde, prune

noire, jamblon ou jambolan en Europe et jamboldo au Brésil (Corréa, 1974).

1.5.1. Classification Botanique
Selon Mortan (1987), la position systématique de S. cumini est comme suit :
Régne : Plantae
Sous Regne : Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Embranchement : Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)
Famille : Myrtaceae
Genre : Syzygium Gaertn.
Espéce : Syzygium cumini (L.) Skeels

En botanique, Syzygium cumini a plusieurs synonymes :
- Syzygium jambolanum DC.

- Eugenia cumini Druce

- Eugenia. jambolana Lam.

- Eugenia. djouat Perr.

- Myrtus cumini L.

- Calyptranthes jambolana Willd.

1.5.2. Description botanique (Morton 1987, Orwa et al., 2009)

Syzygium cumini (Fig. 1.15) est un arbre de taille moyenne de 10 a 30 m de haut. Il
atteint sa hauteur maximale en 40 ans. Le diamétre de son tronc est compris entre 0,6m a
0,9m. L'écorce de la partie basse du tronc s'écaille, est décolorée et rugueuse tandis que la
partie haute est lisse et gris clair. Les feuilles (Fig. 1.15) sont coriaces, rosées lorsqu'elles
sont jeunes puis deviennent vertes olive a maturité. Elles possedent I'odeur caractéristique
de la térébenthine. Elles sont opposées, pétiolées, oblongues mesurant de 5 a 20cm de longs
pour 2,5 cm de large. La partie inférieure de la feuille est d'un vert plus clair. 1l y a de
nombreuses nervures. Les fleurs (Fig. 1.15) petites, blanches et odorantes, apparaissent sur
des branches dépourvues de feuilles et sont regroupées en cymes. Elles possédent une

centaine d'etamines blanchatres, les anthéres sont de couleur jaune péle. Les pétales sont
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soudés et tombent rapidement lors de I'épanouissement des fleurs, de sorte que celles-ci ne

sont alors plus composées que d'un calice en forme d'entonnoir et de nombreuses étamines.

Les fruits (Fig. 1.15) sont des baies oblongues, noires violacées a maturité avec une
peau fine et luisante. lls sont comestibles lorsqu'ils se détachent de leurs pédoncules. La
pulpe pourpre est molle, astringente, lorsque le fruit n'est pas mdr. Elle renferme de
I'anthocyanine qui bleuit la bouche. Elle contient une graine unique qui est allongée et
arrondie ou deux a cing graines qui sont comprimées et qui donnent ainsi l'aspect d'une seule

graine. Cette fructification est importante de mars a mai.

Figure 1.15. Syzygium cumuni (L.) Skeels

A : Feuilles (photo original), B : fleurs (https://fr.wikipedia.org), C : fruits (photo original).
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1.5.3. Répartition géographique

S. cumini est un grand arbre originaire du sous-continent indien, mais largement
cultivée dans de nombreux pays d'Asie, d'Afrique et d’Amérique du Sud (Srivastava et
Chandra, 2013) (Fig. 1.16).

D Mative range
% Exotic range

Figure 1.16. Carte géographique de la répartition de S. cumini

» D'origine de (native)
Inde, Malaisie, Myanmar, Philippines, Thailande et Sri Lanka.

5 Les régions exotiques

Algérie, Antigua-et-Barbuda, Australie, Bahamas, Barbade, Colombie, Cuba,
Dominique, République Dominicaine, Ghana, Grenade, Guadeloupe, Guatemala, Guyana,
Haiti, Honduras, Indonésie, Jamaique, Kenya, Martinique, Mexique, Montserrat, Népal,
Antilles néerlandaise, Nicaragua, Panama, Afrique du Sud, Sainte-Lucie , Saint -Kittes et -
Nevis, Soudan , Tanzanie, Ouganda, Etats Unis, , iles vierges américaines, Zambie ,
Zimbabwe (Orwa et al.,2009)

1.5.4. Utilisation thérapeutique de S. cumini

En médecine traditionnelle S. cumini est connu pour posséder une large gamme de
propriétés médicinales, qui ont été attribuées a la présence de composés bioactifs dans
différentes parties de la plante. Les feuilles sont utilisées dans les dermopathies, les
gastroraphies, la constipation, la leucorrhée et le diabéte. Les fruits sont utilisés dans le
traitement de la pharyngite et des maladies spléniques ; tandis que les écorces sont utilisées
comme astringentes, anthelminthiques et carminatives. De plus, les graines sont utilisées
comme astringentes, diurétiques et surtout dans le traitement du diabete (Warrier, 1997 ;
Helmstadter, 2008 ; Baliga et al., 2011).
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Des études pharmacologiques ont élargi les activités biologiques de S. cumini, qui
comprennent antihyperglycémiant, anti-inflammatoire, antibactérien, cardioprotecteur et
antioxydant (Kumar et al., 2008a ; Rekha et al., 2008 ; Sharma et al., 2008b ; 2011 ; Mastan
etal., 2009 ; Arun et al., 2011 ; Tanwar et al. , 2011).

1.5.5. Travaux antérieurs sur S. cumini
Le genre Syzygium et en particulier Syzygium cumini a fait I’objet de plusieurs études
phytochimiques, Des études remarquables menées sur les propriétés pharmacologiques, les
constituants phytochimiques et la valeur nutritive de S. cumini ont été publiées au cours de
la derniere décennie (Helmstadter, 2008 ; Ayyanar & Subash-Babu., 2012 ; Baliga et al.,
2013 ; Srivastava et Chandra, 2013).
Divers meétabolites secondaires ont été signalés dans différentes parties de S. cumini.
Les feuilles de cette espéce contiennent des niveaux élevés de flavonoides, en particulier la
quercétine, la myricétine, myricitrine, le kaempférol et leurs dérivés glucosidiques, en plus
des acides phénoliques comme l'acide férulique, l'acide chlorogénique et I’acide gallique
(Mahmoud et al., 2001; Timbola et al., 2002; Ruan et al., 2008). L’huile essentiel des feuilles
est dominé par les terpénes tels que l'a-pinene, le B-pinéne, l'a-limoneéne, 1'a-cadinol, le
pinocarvone, le pinocarveol (Shafi et al., 2002; et al., 2013). Les graines sont la partie la plus
étudiée de la plante, Les études de Modi et al.( 2010) et Kumar et al. (2009) ont montré la

présence d'alcaloides, de composés phénoliques,

36



[
tve
le\aplt , S
t M
’V'fel e eth
N’at@ Ode



Matériel et Méthodes

Les travaux d’expérimentation de ce mémoire ont été réalisés dans le laboratoire
pédagogique d’immunologie du département de Biologie, Faculté¢ des Sciences, Université
M’Hamed Bougara de Boumerdes. Les injections pour les analyses de I’HE par
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse ont été réalisées au laboratoire
Biotechnologies Végétales appliquées aux plantes Aromatiques et Médicinales (BVpam),
Faculté des Sciences et Techniques, Université Jean Monnet de Saint Etienne, France.

11.1. Matériel végeétal

Les fleurs de S. cumini cultivée dans un jardin privé dans la région de Boumerdes
(36°46' 00" N, 3° 28’ 00" E, 10 m d’altitude, 45 km d’Alger) (Fig 11.1) ont été collectées au
maximum de la floraison (Juin 2019).

L'authentification botanique de l'espece a été réalisée a I'herbier national du
Département de botanique, a I'Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie (ENSA), d'Alger,
ou des spécimens ont été déposés.
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Boumerdes
(Site de récolte)

Figure 11.1. Site géographique de la récolte de S. cumini utilisée dans cette étude

(Google map)
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11.2. Extraction des huiles essentielles
Les fleurs de S. cumini utilisées pour I’extraction de I’HE ont €té séchées a I’ombre

a température ambiante dans un endroit aéré, puis rendu en poudre par broyeur.

11.2.1. Hydrodistillation

Dans le montage a hydrodistillation (type Clevenger, (Fig. 11.2), utilisé a I’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 a 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

analyseée.

Ballon : eau distillée + plante broyée

|
Chauffe ballon

Figure 11.2. Montage Clevenger d’hydrodistillation
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11.3. Analyse de I’huile essentielle de S. cumini par chromatographie gazeuse
11.3.1. Analyse de I’huile essentielle par couplage chromatographie gazeuse-
spectrophotométrie de masse (GC-MS)

Les spectres de masses des composés volatils de I’HE 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 résumées dans le
Tableau I1.1.

Tableau I1.1. Conditions opératoires GC-MS utilisées pour 1’analyse de I’'HE de

S. cumini
Composant Particularité et température
GC
Agilent HP 6850
Injecteur 250 °C
VVolume injecté 2 ul 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

11.3.2. 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) analyse dans les
mémes conditions chromatographiques (Van Den Dool et Kratz, 1963) selon
I’équationsuivante :

IR = 100 x Z + 100 X n [(tRS - tRZ)/(tR(Z+n) - tRZ)]
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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 I’alcane a (Z+n) atomes de carbone qui suit le soluté;

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

11.3.3. Quantification des composés volatils
Les pourcentages relatifs des composés volatils séparés ont été calculés a partir de

données des aires des pics en GC/MS genérées par une intégration électronique.

I1. 4. Analyse statistique cluster hiérarchique
L'analyse typologique (distance euclidienne de Pearson) pour mettre en évidence
l'existence d’une éventuelle variabilité compositionnelle ou chémotypique, a été réalisée

avec le logiciel = version 2021.3.1 (Addinsoft, Paris, France) sur les données

quantitatives (composition en pourcentage déterminé par GC/MS) des constituants
majoritaires (>5%) des HEs de 7 échantillons issues de 5 populations, algérienne,

égyptienne, brésilienne et indienne, de S. cumini.
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Résultats et Discussion

I11. Caractérisation phytochimique de I’huile essentielle de fleurs de S. cumini
I11.1. Résultats

L’analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectrophotométrie de masse
(GC/MS) entreprise ici a eu pour but d’identifier et de reconnaitre la composition
phytochimique, et la classe chemotypique de I’'HE des fleurs de S. cumini cultivée dans la
région de Boumerdes.

L’HE des fleurs de S. cumini cultivée en Algérie, a été soumis a une analyse
chromatographique et spectrale détaillée par couplage GC/MS. La figure 111.1 représente le
chromatogramme ionique total de I’HE étudiée. L’identification des constituants a été
réalisée par I'utilisation des indices de rétention (IR) sur la colonne apolaire DB-5, I’analyse
des spectres de masse des composes constitutifs et par la comparaison de ces données a celles
de la base de données électroniques, WILEY275 et la base bibliographique Adams (2007).
Les constituants identifiés sont listés dans le Tableau 111.1 selon leur ordre d'élution sur la
colonne DB-5. Leurs indices de rétention et leurs pourcentages relatifs sont également
répertoriées dans ce tableau I11.1.

Cette analyse chimique par GC/MS a conduit a I’identification de 32 constituants. Ces
composés détectés et identifiés ont une aire cumulée qui correspond a un total
d’identification de 97.70% (Tab. I11.1). Parmi les 32 composés identifiés (Tab. 111.1). Au
meilleur de notre connaissance, 7 des composés identifiés sont détecté ici pour la premiere
fois dans I’HE de fleurs de S. cumini (voir les composants indiqués par d en exposant dans
le (Tab. I11.1). En revanche, d'autres composés précédemment trouvés dans les HE de S.
cumini de différentes origines n'ont pas été détectés dans notre HE, par exemple le 8-

cadinene, a-caryophyllene, bornyl acetate, camphene, muurolene, globulol, viridiflorol etc.
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Figure I11.1. Chromatogramme ionique total (GC/MS) de I’huile essentielle des

fleurs de Syzygium cumini algérienne avec le spectre de masse du constituant

majoritaire (I’encadrement au-dessus)
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Tableau I11.1. Composition chimique de 1’huile essentielle des fleurs de

S. cumini cultivée en Algérie

Composition Meéthode

Constituant? IRC® IRAC (%) Lidentification
a-Pinene 927 932 15.97 IR, SM
S-Pinene 971 974 0.70 IR, SM
Myrcene 980 988 2.31 IR, SM
p-Cymene 1018 1020 0.75 IR, SM
Limonene 1022 1024 1.26 IR, SM

(2)-p-Ocimene 1028 1032 13.80 IR, SM
(E)-p-Ocimene 1038 1044 3.81 IR, SM
(52)-Octenol® 1065 1065 0.31 IR, SM
Linalool 1092 1095 0.75 IR, SM
endo-Borneol 1163 1165 0.43 IR, SM
Terpineol-4 1172 1174 0.31 IR, SM
Methy! salicylate? 1183 1190 0.60 IR, SM
a-Terpineol 1187 1186 1.48 IR, SM
cis-4-Caranone? 1200 1200 0.44 IR, SM
a-Copaene 1364 1374 1.15 IR, SM
p-Caryophyllene 1407 1417 12.61 IR, SM
trans-a-Bergamotene? 1421 1432 0.33 IR, SM
(2)-p-Farnesene 1442 1440 10.32 IR, SM
4.5-di-epi-Aristolochene 1457 1471 3.52 IR, SM
Eremophilene 1475  1486! 3.55 IR, SM
a-Selinene 1483 1498 0.54 IR, SM
p-Bisabolene® 1496 1505 0.69 IR, SM
o-Cadinene 1505 1513 0.83 IR, SM
(E)-Nerolidol 1549 1561 0.41 IR, SM
Caryophyllene oxide 1568 1582 12.65 IR, SM
Himachalene epoxide? 1578 1578 0.49 IR, SM
Humulene epoxide I1 1594 1608 1.06 IR, SM
Caryophylla-4(12)8(13)-dien-5(8)-ol 1622 1639 0.61 IR, SM
o-Eudesmol 1639 1652 4,72 IR, SM
Selin-11-en-4-a-ol 1643 1658 0.37 IR, SM
#-dodecalactoned 1663 1676 0.52 IR, SM
Hexadecanoic acid 1952 1959 0.40 IR, SM
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Tableau I11.1. (Suite)

Constituant 82;np05|tlon
Monoterpénes hydrocarbonés 38.60
Monoterpénes oxygénés 3.41
Monoterpénes 42.01
Sesquiterpenes Hydrocarbonés 33.55
Sesquiterpenes oxygénés 20.31
Sesquiterpénes 53.85
Autres 1.84
Total identifié 97.70
Nombre de composés identifies 32

) 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 * Pino et al. (2005). ¢) Composants identifiés
pour la premiére fois dans une huile produite par S. cumini. IR = identification par comparaison
avec I’indice de rétention. SM = identification par comparaison avec le spectre de masse. Les
composeés et classes majoritaires sont en gras.

Les Figures I11.2et 111.3 exposent respectivement des histogrammes représentants
les classes chimiques et les constituants majoritaires avec leurs structures développées de

I’HE des fleurs de S.cumini.
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a-Pinene {2)-p-Dcimene p-Caryophyllene (Z)-B-Farnesene Caryophyllene oxide

Composés majoritaires

Figure 111.4. Teneurs et structures chimiques développées des constituants majoritaires de
I’HE des fleurs de S. cumini

D’apres les résultats cités dans le Tableau II1.1 et la Figure 111.2, ’HE des fleurs de
S.cumini Algérienne est constituée principalement de trois classes phytochimiques :
monoterpenes hydrocarbonés (38.60%), les sesquiterpenes hydrocarbonés (33.55%) et les
sesquiterpénes oygénes (20.31%). Par contre les monoterpénes oxygénés sont détectés a une
teneur tres faible (3.41 %). En outre, cette HE se caractérise par 1’absence totale des

phénylpropanoides souvent détectés dans les HEs.

La Figure 111.3 illustre un histogramme représentant les constituants majoritaires de
I’HE desfleurs de S. cumini et leurs structures développées. L’a-pinene (15.97%), le (2)-B-
ocimene (13.80%), le caryophllene oxide (12.65%), le -caryophyllene (12.61%) et le (Z2)-
R-farnescene (10.32%) sont les constituants majoritaires de I’HE étudiée. (Tab. 111.1 et Fig.
111.3). De ce fait notre HE des fleurs de S. cumini cultivée en Algérie présente le chémtype
a-pinene (15.97%), le (Z)-R-ocimene (13.80%).
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111.1.2. Discussion

On rappelle qu’’aucune étude phytochimique n’a été faite sur cette espéce cultivée
en Algérie. A notre connaissance et selon la recherche bibiographique réalisée lors de ce
travail toutes les études antérieures sur I’analyse chimique des HEs de S. cumini ont été faite
sur les feuilles, seules deux études étaient focalisés sur les les fruits (Craveiro et al., 1983 ;
Nishandini et al., 2015), une seule seule sur les tiges (Craveiro et al., 1983) et une seule aussi
sur les graine (Scharef et al., 2016). La composition chimique des fleurs n’a jamais été

étudiée auparavant (Tab. 111.2).

Le présent travail a mis en évidence la présence de L’a-pinene (15.97%), le (Z)-B-
ocimene (13.80%), le caryophllene oxide (12.65%), le 3-caryophyllene (12.61%) et le (2)-

R-farnescene (10.32%) sont les constituants majoritaires de I’HE étudiée.

Nos résultats concernant la composition chimique de I’HE des fleurs de S. cumini
sont cohérents avec les études précédentes sur les HES de cette espece. La plupart des études
faites sur les HEs extraite des feuilles de S. cumini d'Egypte, du Brésil et d'Inde ont signalé
I’a-pinene comme premier composé majoritaire (Abdelhady et al., 2012 ; EI Anssary et al.,
2012 ; Mohamed et al., 2013 ; Badawy et Abdelgaleil, 2014 ; Craveiro et al., 2013 ; Dias et
al., 2013 ; Siani et al., 2013 ; Sbral-Souza et al., 2014, Pereira et al., 2017, Nishandini et al.,
2015, Saroj et al., 2015, Evrton, 2020 ; Hanif et al., 2020, Reis et al., 2021) (Tab 1. 2). De
méme, les huiles essentielles obtenues a partir de tiges et de fruits de S. cumini du Brésil et
d’inde étaient dominées par le -pinene (Craveiro et al., 1983 ; Nishandini et al., 2015)(Tab.11I
2). En revanche d’autres études ont signalé d’autres composés comme premier constituant
majoritaire, il s’agit du métyl eugénol (Abdelhadi et al., 2012 ; a-cayophyllene (Machado et
al. 2013), B-cayophylléne (Reis et al.,2021), Pinocarvéol (Jirovetz et al., 1999), a-humuléne
(Khumar et al.,, 2004), cardinol (Nishandini et al. 2015 ;Sarma et al., 2020 ),
isocaryophyllene (Everton et al., 2020) et le fenshol (Hanif et al., 2020).

Le (Z2)-p-ocimene, notre deuiéme constituant majoritaire a été aussi rapporté comme
consituant majoritaire dans I’HE de S. cumini par d’autres études antérieures (Craveiro et
al., 1983 ;Siani et al, 2013 ; Dias et al., 2013 ; Nishandini et al., 2015, Saroj et al., 2015).
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Il est a noter que le Cayophylléne oxide, notre troisiéme constituant majoritaire n’a
été détecté comme produit majoritaire dans I’HE de S. cumini que dans une seule étude ; la
seule étude réalisée sur les graines par Scharef et al., (2016). Concernant d’autres espéces
du genre Syzygium, nos resultats sont cohérents avec ceux de Rameshkumar et al., (2015).
Ces auteurs dans leur etude sur six éspéces du genre Syzygium (S. arnottianum, S.
caryophyllatum, S. hemisphericum, S. laetum, S. lanceolatum and S. zeylanicum var.
zeylanicum) du sud de I’Inde ont rapporté la prédominance des sesquiterpénes avec la
présence de caryophylléne et caryophylléne oide dans I’HE de toutes ces éspeces etudiées a
leception de S. laetum.

Il est important de noter aussi que Le (Z)-p-farneséne ; notre cingieme constituant
majoritaire n’a été détécté comme constituant majoritaire de I’HE de S. cumini dans aucune
étude antérieure (Tab I11. 2). En plus il est intéressant de souligner que certains composés
déja signalé comme constituants majoritaire del’HE de S. cumini dans les études antérieures
(Tab 111.2) comme le B-pinene, limonéne, le (z-)-Cadinol ont été absents ou détecté avec un
taux faible dans note HE.

Ces différences de composition des HES de S. cumini peuvent étre attribuées aux
facteurs biotiques et abiotiques incontr6lés ou aux différences génétiques inhérentes comme
précédemment décrit pour d'autres plantes productrices d’HE (Putievsky et al. 1986 ;
Figueiredo et al. 1997).
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Tableau 111.2. Rendement et composition chimique majeure des huiles essentielles de S.

cumuni dans la littérature

Origine/partie

Rendement

Utilisée (%) Nombre/Composés majoritaires (%6) Réference
. 25/Methyl eugenol (22.5), limonene (14.43), Abdelhady et
Egypte/fruits 12 terpineol (12.04) al., 2012
Egypte/feuilles 0.125 29/a-Pinene (17.53), a-terpineol (16.67), alloocimene Elansary et
' (13.55), a-bornyl acetate (6.37) al., 2012
49/a-Pinene (32.32), p-pinene (12.44), trans- Mohamed et
i caryophyllene (11.19), 1,3,6-octatriene (8.41) al., 2013
-la-Pinene (17.26), p-pinene (11.28) and a-terpineol iz((llja\;vy&
- (13.89) elgaleil,
2014
8/o-Pinene (30), B-pinene (20), trans-ocimene (9.5), Craveiro et
i cis-ocimene (9) al., 1983
0.52 11/a-Pinene (31.85), p-(Z)-ocimene (28.98), p-(E)- Diasetal.,
' ocimene (11.71) 2013
i 12/a-Caryophllene (25.24), p-caryophyllene (16), a- Machado et
Brezil/feuilles terpineol (9.08) al., 2013
0.05 39/a-Pinene  (22.2), cis-ocimene (10.2), p- Scianietal.,
' caryophyllene (9.45), limonene (7.31) 2013
0.08 14/a-Pinene (30.04), trans-p-ocimene (26.85), f- Sobral-Souza
' ocimene (11.13), p-fenchyl alcohol (7.27) etal., 2014
26/a-Pinene (48.09), nerolidol (8.73), nerol (7.15), Pereiraetal.,
i nonalol (6.76) 2017
I 14/a-Pinene (18.56), cis-ocimene (14.83), S-pinene
Brezil/tiges i (12.61), trans-ocimene (12.24) Craveiro et
Brezil/fruits i 10/a-Pinene (30.13), cis-ocimene (18.50), trans- al., 1983
ocimene (12.10), p-pinene (10.81)
0.04 -/Pinocarveol (15.1), a-terpeneol (8.9), myrtenol (8.3), Jirovetz et
' eucarvone (6.6), muurolol (6.4) al., 1999
-la-Humulene (12.30), p-caryophyllene (6.34), cis- Khumar et
Inde/fevilles i farnesol (5.04) al., 2004
66/a-Pinene (21.5), a-terpinene (9.5), d-cadinene Nishandhini
i (8.3), trans-ocimene (6.8) etal., 2015
61/0-Pinene (17.2), p-(Z)-ocimene (10.9), S-pinene Saroj et al.,
i (8.6) 2015
. 34/a-Cadinol (25.8), a-pinene (12.4), myrcene (8.4), Nishandhini
Inde/fruits i p-pinene (8) etal., 2015
S-Caryophyllene (12.3-42.5), caryophyllene oxide Scharf et al
Inde/grains 0.05-0.11 (28.9-37.3), a-humulene (9.5-22.2), humulene 2016 N
epoxide Il (13.1-17.1).
32/ oa-pinene  (15.97), (Z)-p-ocimene (13.8), Présente
Algérie/fleurs 0.05 Caryophyllene oxide (12.65), p-caryophyllene stude

(12.61), cis-p-farnesene (10.32)
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D’aprés les résultats présentés dans le tableau III.1, et le regroupement bibliographique de la
composition phytochimique de toutes les HEs des organes de reproductions de toutes les
populations de S. cumini a travers le monde étudiées a ce jour (données représentées en partie
sur le tableau 111.2) les HEs de S. cumini présentent une tres importante diversité phytochimique
qualitative et quantitative. Bien qu’utilisé briévement ici, I’analyse statistique est un outil
puissant permettant de compléter les méthodes purement analytiques. Cette analyse statistique
permet notamment dans notre cas, de comparer les différents jeux de données phytochimiques
obtenus sur des HEs de fleurs (uniqguement la présente étude puisque bibliographique aucune
étude n’a été réalisée sur les fleurs de cette espéce), fruits et graines (organes de reproductions)
de différentes populations afin d'estimer la nature de I’homogénété ou de la variabilité de la
composition phytochimique de ces HEs. Bien que bibliographiquement la plus part des études
sont réalisées sur les HEs de feuilles de cette espece. Le choix des organes de reproductions
pour cette analyse statistique est fondé sur les liens physiologiques entre les fleurs, les fruits et
les graines. Pour cela nous avons réalisé une analyse de classification hiérarchique comparative
entre les HEs des organes de reproduction disponible dans la bibliographie. Cette analyse
statistique est basée sur une matrice de la composition (%) des HEs incluant uniqguement 18
composés majoritaires qui présentent une teneur >5%. Ces composés unis représentent une

proportion de 69 % jusqu’a 83.32 % du contenu total de ces HEs.

La figure 111.4 illustre le dendrogramme de la classification hiérarchique des HEs de
fleurs, de fruits et de graines de 5 populations et représentées par 7 échantillons HE de S. cumini
a travers 4 pays (Algérie, Egypte, Brasil et Inde) ou cette espéce est cultivée ou spontanée.
L'analyse du cluster hiérarchique a divisé les HES de ces populations de S. cumini étudiées a ce
jour en deux grands groupes | et 11. Le premier groupe (1) une seule HE de fruits de cette espece
d’origine égyptienne, EG_FR, qui est une HE distincte des HEs des autres populations par le
chémotype méthyl eugenol et aussi avec la détection unique de 1,8-cineol, linalyl propanate et
spathulenol.
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Dendrogramme
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Figure 111.4. Dendrogramme de 1’analyse du cluster hiérarchique des HEs des organes de
reproductions de plusieurs populations de S. cumini d’origine algérienne, brésilienne, indienne
et égyptienne

Cette classification est basée sur les teneurs (%) de 18 constituants majoritaires (>5%) des
HEs de ces populations (données issues de la littérature et de la présente étude). L’HE de la présente
étude sont mentionné par DZ. BR_GR-1, BR_GR-2, BR_GR-3 = HEs de graines d’une population
brésilienne (Scharf et al., 2016) ; IN_FR, = HE de fruits d’une population indienne (Nishandhini et
al., 2015) ; EG_FR = HE de fruits d’une population égyptienne (Abdelhady et al., 2012) ; BR_FR =
HE de graines d’une population brésilienne (Craveiro et al., 1983) ; DZ_FL = HE de fleurs de la
population algérienne de Boumerdes de la présente étude.

Au sein du groupe 1l toutes les autres HES sont groupées avec la distinction de 4 chémotypes.
Le chémotype B-caryophyllene pour I’HE des graines d’une population brésilienne (BR_GR-
1), le chémotype caryophyllene oxide pour les HEs des graines de la méme derniere population
brésilienne (BR_GR-2 et BR_GR-3), le chémotype a-cadinol pour I’HE des fruits d’une
population indienne (IN_FR) et enfin le chémotype a-pinene (le plus abondant des HEs des
feuilles) pour les fruits d’une populations brésilienne (BR_FR) et les fleurs de notre population
algérienne de cette étude. Les HEs de ce groupe (Il) se distinguent par la présence de f-
caryophyllene (0.4-42.5%) et I’absence totale de méthyl eugenol, de 1,8-cineol, de linalyl
propanate et de spathulenol contrairement au profil de I’HE de la population du groupe I. A
noter aussi, la distinction de plusieurs chémotypes dans le groupe 11 est expliqué par la présence

ou I’absence de tel composé ou de tel jeu de composé. Dans ce groupe (1) est bien claire la
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ségrégation du groupe (11B) qui rassemble les HEs de graines de S. cumini d’origine brésilienne
(BR_GR-1, BR_GR-2 et BR_GR-3) et le groupe (11A) qui réunis les HEs des fruits et fleurs de
cette espece d’origine indienne, brésilienne et algérienne (IN_FR, BR FR et DZ FL). Cette
séparation est expliqué par 1’absence du (Z)-p-ocimene dans le premier groupe (I1B) et sa
présence dans le deuxiéme groupe (l1A, 0.6-18.5%).

I1 est intéressant de signaler que d’apres cette analyse statistique (Fig. 111.4), le facteur organe
n’a aucune influence sur le chémotype de I’HE puisque les HEs des graines ont présentées 2
différents chémotypes et pour celles des fruits ont présentées 3 différents chémotypes. Au
contraire, cette analyse a prouvé que les HEs de S. cumuni représentent une extraordinaire

biodiversité en relation principalement avec les conditions géographiques et génétiques.

53



54



Références Bibliographie

Conclusion et Perspectives

Le présent travail, nous a permis d’apporter une contribution a la valorisation d’une
plante tropicale tres utilisée en médecine traditionnelle pour ses vertus thérapeutiques mais
non connu en Algérie. Cette étude rapporte pour la premiere fois la composition chimique des
fleurs de Syzygium cumini cultivée dans la région de Boumerdes.

Nous avons, dans un premier temps, procédé a I’extraction par hydrodistillation-
Clevenger de I’HE des fleurs de S. cumini. Ensuite, nous avons analysé la composition chimique
des composés volatils constituants cet HE.

L’analyse chimique des composés volatils de I’HE de S. cumini a été effectuée par le
couplage GC/MS. Selon cette analyse, cet HE est dominé par les monoterpénes hydrocarbonés
(38, 60%), les sesquiterpénes hydrocarbonés (33.55%) et les sesquiterpenes oygénés (20,
31%).Donc notre HE a un caractére sesquiterpéniques (53, 85%). 32 composé ont été détécté
dans cet HE avec la dominance de 1’a-pinene (15,97%), le (Z)-B-ocimene (13,80%), le
caryophllene oxide (12,65%), le 3-caryophyllene (12.61%) et le (Z)-R-farnescene (10,32%).
De ce fait ’'HE de S. cumini cultivée en Algérie présente le chéotype a-pinene, ce qui est

cohérent avec plusieurs études antérieurs sur S. cumini de diférentes origines.

Vu I’importance que jouent les plantes aromatiques et médicinales pour notre santé et
dans notre vie quotidienne, et en tenant compte des résultats obtenus dans cette étude, des études
complémentaires pourront étre envisagées dans plusieurs domaines.

+ || serait trés intéressant de compléter I’analyse de la composition chimique de I’'HE de S.
cumini par d’autres techniques telle que le couplage GC/MS avec une colonne polaire et
I’RMN.

+ L’étude des activités bilogiques de cet HE comme [I’activité antimicrobienne,

antioxidantes et antiinflamatoire.
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