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Résumé

Les extraits naturels issus des végétaux contierurenvariété de composés phénoliques et
des huiles essentielles auxquelles on attribueawva@r inhibiteur des microorganismes et
des capacités antioxydantes.

Les huiles essentielles de stoechas let S. olusatrunL se sont analysées par CPG/RMN
3C. Les constituants majeurs sont Fenchone (24,8,69Q) ; 1,8 Cineole (18,9 -24,2%) ;
camphéne (17,7 — 22,5 %) pour la Lavande. Le Fuliane ; Furanoélémene (46%) pour la
partie aérienne d8myrniumavec en plus un autre composé terpénique, enrtaogable, le
furanoeremophillone (12,2%).

Différentes classes de composés phénoliques onténéfies par CCM avec les solvants :
(chloroforme / méthanol / eau) ; (acétone / edBAW avec une prépondérance d’une classe
par rapport a une autre suivant l'origine végétal'dxtrait. Dans celui dé. stoechasnous
avons identifié la rutine et I'acide ferulique. Bahextrait deC. ladaniferus nous avons
identifié le catéchol, alors que I'hydroquinoneté iéentifiee dans I'extrait d€. oxyacantha

et la rutine dan$. olusatrum

Des activités antimicrobiennes variables aveclshoides et les huiles essentielles se sont
révélées sur 11 souches de bactéries; 7 especemidissures et une souche de levQre
albicans Alors gu’aucune activité n’a été signalée susdachePseudomonas aeroginosa
(p4) etCitrobacterpour I'ensemble des extraits naturels.

In vitro les extraits méthanoliques flavonoidiques ontgmtis de fortes propriétés de piéger
les molécules du radical libre DPPH. Les EC50 damndre du pouvoir antioxydant étaitC.
oxyacantha(2,75 pg/ml) >L. stoechas(5,29 pg/ml) >S. olusatrum(9,68 pg/ml)> C.
ladaniferus(11,42 pg/ml).

Nous avons conclu aussi dans cette étude que IEs lassentielles possedent la capacité

antioxydante mais faible en comparaison avec lgsiexflavoniques.

Mots clés: plantes médicinales, huile essentielle, flavdasj pouvoir antimicrobien, DPPH,
CPG, RMN#C.



Abstract
The natural extracts resulting from the plants amnt variety of phenolic compounds and

oils essential to which we allot an inhibiting caiya of the micro-organisms and antioxidant

capacities.

Essential oils of. stoechasand S olusatrum were analyzed by CPG/RM&I?-’C. The major
components are Fenchone (24,6 — 27,6%); 1,8 GndaB,9 -24,2%); camphene (17,7 —
22,5 %) for the Lavender and Furanodiene; Furanoene (46%) for the air part of
Smyrnium with in  more, notable content another terpenic ocoumgl, the
furanoeremophillone (12,2%).

Various classes of phenolic compounds were idextifiy CCM with solvents: (chloroform /
methanol / water); (acetone / water); BAW with @&ponderance of a class compared to
another according to the origin plant of the extracthe extract ok. stoechaswe identified
rutin and the ferulic acid. In the extract@f ladaniferuswve identified the catéchol, whereas
hydroquinone was identified in the extract®f oxyacanthand rutin inS. olusatrum

Variable antimicrobial activities with the flavomtsi and essential oils appeared on 11 strains
of bacteria; 7 species of moulds and a one striyeastC. albicans Whereas no activity
was announced on the strdédseudomonas aeroginogad4) andCitrobacterfor the whole of
the natural extracts.

In vitro, the metabolic extracts presented stroraperties to scavenge the molecules of free
radical DPPH. The EC50 in the order of the anto@dcapacity were:C oxyacanthg2, 75
png/ml) >L stoechaq5b, 29 pg/ml) >S. olusatrum(9, 68 pg/ml) > C ladaniferus (11, 42
pa/ml).

In this study, we also concluded that essential lvave the antioxidant capacity but low in

comparison with the extracts flavonic.

Key words: medicinal plants, essential oil, flavonoids,imamtrobial activity, DPPH, CPG,
¥C-RMN



Abs :
ADN :
AICI3 :
ARP :
BAW :
Bu OH :
CCM:
CDC|3:
cfu:
cm:
CPG:
DL :
DMSO :
EF :
eq:
ERO:
HCI :
HE .
HIV :
HOACc :
MC :
Me .
MeOH :
MH :
MS :
NO :
PDA:
ppm :
Qté:
Rf :
RMN :
TGEA :
TMS :
ul:
uv :

% .
HO:
ul:

[]:

Liste des abréviations

Absorbance

Acide Désoxyribonucléique

Chlorure d’aluminium

Puissance Anti-Radicalaire (ou Puissam@xydante)
Butanol ; Acide Acétique ; Eau

Butanol

Chromatographie sur Couche Mince
Chloroforme deutéré

Nombre de colonie formant des unités
centimétre

Chromatographie en Phase Gazeuse
Dose Létale

Diméthyl Sulfoxyde

Extrait flavonique (= Extrait Flavonoideg Extrait Brut)
equivalent

especes réactives de I'oxygene

Acide Chlorhydrique

Huile Essentielle

Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH)
Acide Acétique

Milieu de Culture

Methyl

Méthanol

mueller Hinton

Matiere Séche

Nitric Oxide

Potatoes Dextrose Agar

partie par million

guantité

Rapport Frontal

Résonance Magnétique Nucléaire
Tryptone Glucose Extract Agar
Trimethylsilyl
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Pourcentage

Microgramme
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Glossaire
Akene : fruit sec et indéhiscent ne contenant qu'une grdigenom peut aussi s'écrire
achaine.
Allelopathie : C'est un phénomene ou de nombreuses espéces leégsyathétisent des
molécules capables d’agir sur le développemenpldedes avoisinantes.
Allopathique : I'allopathie est le nom donné par Hahnemanmaéldecine "classique”.
Alzheimer : la maladie d'Alzheimer (MA) est une démence neuwyédérative a
prédominante corticale qui touche en premier lesufbnctions cognitives et se répercute sur
le comportement et I'adaptation sociale des patient
Analgésique: antidouleur
Androcée :ensemble des étamines (piéces males) d'une fleur.
Anesthésique: substance qui provoque une anesthésie
Anthére : partie de I'étamine qui contient les grains diéep
Antidisenterique : contre la dysenterie (dysenterienfection intestinale avec diarrhée
grave).
Anti-inflammatoire : qui fait dégonfler, et diminuer [lirritation. Laglupart des anti-
inflammatoires sont aussi des antidouleurs.
Antiscorbutique : qui s'oppose au développement du scorbut.
Antispasmodique: substance qui permet de lutter contre les spasaggt généralement en
empéchant la contraction des fibres musculaird$ntiestin et des voies urinaires
Anxiolytique : tranquillisant, contre les angoisses
Arbrisseau : plante ligneuse a tiges ramifiees dés la basa général d'un metre maximum.
Arbuste : petit arbre (en général moins de 5 m a l'agéte)duaont le tronc est plutbt gréle.
Astringent : qui resserre et raffermit les tissus.
Bractées :feuille fréquemment colorée qui accompagne une feuune inflorescence. Les
bractées se trouvent souvent a la base du pédoncule
Carminatif : qui résorbe les gaz intestinaux.
Carpelle : constituant du gynécée, formé d'un ovaire, diyle et d'un stigmate
Cataracte : la cataracte est une zone sombre ou opaquddaaristallin de I'ceil. Cette zone
d'ombre provoque des troubles de la vue.
Corymbe : grappe dont les ramifications latérales songahes et étalées de sorte que toutes
les fleurs se trouvent a la méme hauteur

Diurétique : qui favorise I'élimination de I'urine.



Fébrifuge : qui enraye la fievre.

Emétique : qui provoque des vomissements.

Expectorant : qui calme la toux, favorise I'expulsion des é&ons bronchiques.

Glabre : dépourvu de toute pilosité

Immunostimulant : qui amplifie des réactions de défense de I'dsgae.

Involucre : ensemble des bractées insérées a la base wflamescence

Laxatif : qui purge Iégerement.

Narcotique : (substance) qui provogue une anesthésie génddalenarcotique est une
substance chimique capable d'induire, chez I'hnoretnehez l'animal, un état proche du
sommeil.

(Edeme : hyperhydratation extra-cellulaire provoquée par tétention de sodium et d'eau
dans les espaces interstitiels.

Ombelle: inflorescence a fleurs pédicellées, toutes #e®au méme niveau du sommet d'un
axe et disposées sur un méme plan

Pédoncule :terme désignant la tige (ou queue) d'une fleutindite de la tige de la plante.
Pétale :partie de la fleur située entre les sépales eairig@nes reproducteurs. Les pétales
composent la corolle. lls sont fixés au caliceypraonglet.

Pivotant: se dit d'une racine trés grosse par rapport auxcaides et s'enfoncant
verticalement dans le sol.

Prébiotique : les prébiotiques sont des glucides non assitesgtar notre organisme.
Psoriasis: affection de la peau (fréquente et tenace)

Sédatif: un sédatif est une substance qui a une actipnregigive sur le systéeme nerveux
central et qui entraine un apaisement, une retaxatine réduction de l'anxiété, une
somnolence, un ralentissement de la respiratior, démarche chancelante, des troubles
jugement et une diminution des réflexes.

Sépale :chacune des pieces formant le calice d'une fleoin$/lapparents que les pétales, les
sépales sont généralement de couleur verte ou .b@mées remarque surtout quand la fleur
est en bouton.

Stomachique: qui favorise la digestion.

Styles :filament reliant I'ovaire au stigmate, au centrdadteur.

Teinture : solution obtenue en laissant une certaine quiéadé drogue desséchée au contact

d’un solvant pour un temps plus ou moins long.
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Tutnoduction

Un grand nombre de plante, aromatiques, médicindies plantes épices et autres,

possédent des propriétés biologiques tres intéressaqui trouvent application dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosrgéaol’'agriculture.

@ependant, I'évaluation des propriétés phytothéragpees comme antioxydante et

antimicrobienne, demeure une tache tres intéressanutile, en particulier pour les plantes
d’une utilisation rare ou moins fréquentes ou nonnties dans la médecine et les traditions
médicinales folklorique. Ces plantes représentaptnouvelle source de composés actifs. En
effet, les métabolites secondaires font et regibjdt de nombreuses recherches in vivo
comme in vitro, notamment la recherche de nouveamstituants naturels tels les composés
phénoliques, les saponosides et les huiles esléesntie

On a longtemps employé des remeédes traditionnelasa He plantes sans savoir a

quoi étaient dues leurs actions bénéfiques, ilerddifficile de définir les molécules
responsables de I'action bien que certains effeésmpacologiques prouveés sur I'animal aient
ete attribués a des composeés tels que les alcsleidderivés, des terpenes, stéroides et des
composeés polyphénoliqguéBahorun, 1997)

geaucoup de métabolites secondaires sont égalemmpobrtant pour notre

alimentation (goudt, couleur), alors que d’autresrpalcaloides, anthocyanines, flavonoides,
quinines, lignanes, les stéroides, et les terpasoaht une application commerciale dans les
domaines pharmaceutiques et biomédicaux et fortiepdes drogues, colorants, arébmes,
parfums et des insecticid€Beixeira da Silva, 2004)

Le continent africain est un des continents dotésed'biodiversité la plus riche dans

le monde, avec une avalanche de beaucoup de platiisées comme herbes, aliments
naturels et pour des buts thérapeutiques. C'eqramde parti di a la géographie vaste
englobant une masse de terre approximativemerzlée 634.000 hectares de secteurs
forestiers fermés. Plus de 5.000 de substanceseliatudifférentes ont été identifiées et
beaucoup d'entres elles se sont avéerées utile ldansedecine traditionnelle pour la

prophylaxie et le traitement des maladies. Malgrédture hétérogene du continent, il y a eu
peu d’efforts consacrés au développement des ageintsothérapeutiques et prophylactiques
de ces plante@-arombi, 2003)

é’est pourguoi, Nous Nous somme intéressé a étgdraines plantes, poussant a
I'état spontané dans les monts de la région de ddemet qui sont moins fréquemment
employé ou sans application par la popu
1



@e travail vise a étudier l'activité antimicrobienee antioxydante des extraits de

quatre plantes, a savoir les huiles essentielléssdtavonoides. Ces plantes sdrdvandula
stoechas L, Cistus ladaniferus L. Crataegus oxyacantha &t Smyrnium olusatrum.L

%otre travail sera donc répartit en sept chapitie#jé par une recherche

bibliographique ou nous apportons dans le premi@pitre un abrégé de I'histoire de
I'utilisation des plantes médicinales au cours degles. Le deuxiéme chapitre élucide la
composition, la biosynthése et les activités bimjogs de deux groupes important des
métabolites secondaires produits par ces plantapuiesont les huiles essentielles et les
flavonoides. Le troisieme et quatrieme chapitreintifent le stress oxydant et les
antioxydants et donnent leur relation avec lesceadi libres, ainsi le quatrieme chapitre
explique pourquoi les substances pytochimiquesiaigétent les flavonoides font I'objet

récemment de recherches trés poussées dans laineédex dernier chapitre de la partie
bibliographique expose les plantes médicinales sie®i pour I'étude du pouvoir

antimicrobien et antioxydant. La partie pratiqué ssbdivisé en deux chapitres, le premier
(6°M°chapitre) présente les méthodes et les technigilisges pour la réalisation de ce travail
a savoir :

> Extraction des huiles essentielles par hydrodigiih et entrainement a la
vapeur. Extraction des composés phénoliques paénaizmn douce par des
solutions alcooliques.

> Les analyses de la composition chimique par CPGINR®C pour les huiles
volatiles et des CCM pour les flavonoides.

» Les méthodes du test de sensibilité des bactétienyeétes vis-a-vis des
extraits naturels.

» Estimation au moyen du DPPH de la capacité demiexvégétaux a piéger
les radicaux libres.

En fin le septieme chapitre discute les résultateraus dans cette étude.

%ous rapportons aussi une étude comparative sumptepriétés antimicrobienne et
antioxydante des différents extraits obtenus aficlibisir les composés les plus efficaces.






I- Les plantes et la Médecine
[-1. Historique

Des plantes médicinales ont été employées pen@arnsidcles comme remedes pour
les maladies humaines parce qu'elles contienness cdmposants de valeur thérapeutique.
Récemment, I'acceptation de la médecine tradiébmomme forme alternative de santé et
le développement de la résistance microbienneaatibiotiques disponibles a mené des
auteurs a étudier 'activité antimicrobienne destes médicinale@Nostro et al., 2000kt en
raison d'une conscience croissante des effets daitea négatifs infligés par les drogues
modernes, beaucoup cherchent les remedes normaspeBats secondaires et bien sar colt
élevé de médecine conventionnéBehnaubelt, 1998)

Depuis toujours les plantes ont constitué la sonragure de médicaments gréace a la
richesse de ce qu'on appelleriétabolisme secondair€ependant, 'hnomme n‘a découvert les
vertus bénéfiques des plantes que par une appprogeessive, facilitée par l'organisation
des rapports sociaux, en particulier a partir dolittédque (8000 ans av. J.C.). L'observation
liée a I'expérience et la transmission des infoionatglanées au cours du temps font que
certains hommes deviennent capables de poser gnoditic, de retrouver la plante qui soigne
et finalement de guérir le malafieouché et al., 2000)

Dans les civilisations chinoise, indienne (médeapearvédique) ou aztéque, on trouve
la trace d'utilisations médicinales trés ancienmespremier livre de matiére médicale, le
Shen Nung Ben Cao jing ("Traité des plantes médiesrde I'empereur Shen Nung"), fut
rédigé vers 2900 avant J.-C. 4000 ans avant JleS.,populations babyloniennes et
sumériennes utilisaient les plantes pour se soig660 tablettes d'argiles mentionnent 1000
plantes pour leurs vertus curatives et plus de r@ddedes sont décrits par les Egyptiens
(Fouché et al., 2000)Le soin de la peau a commencé 3.000 ans avaissamce du Christ,
quand les Egyptiens ont enregistré en forme higpbgiue le soin de la peau sur des
peintures de mur de temglBweck, 2002)

Les grands médecins grecs, dont le plus célébrélippbcrate (5 siécle av. J.-C.),
utilisaient couramment les narcotiques, les lagaiii des émétiques (vomitifs). Théophraste
(370-285 av. J.-C.) classe les plantes dans soragetistoria plantarum(Fouché et al.,
2000)

A l'apogée de I'empire arabe (dont les frontieHeseat de I'Inde a I'Espagne), tous les
documents écrits furent réunis a Bagdad dans kgrande bibliotheque de I'époque (entre le
7° et & siécle).Les Arabes avaient aussi leurs spécialistes encirélet en pharmacie : Abu
Bakr al-Razi ou Rhazés (865-925), fut I'un des gramédecins de son temps et aussi le
précurseur de la psychothérapie. Il fut suivi gar $ina ou Avicenne (980-1037) qui écrivit
le "Canon de la médeciheCe livre servira de base a I'enseignement aeddecine dans les
universités de Louvain et de Montpellier jusqu'amvirons de 1650. Ibn al Baytar (1197-
1248) rédigea le tres complet Somme des Simples livee contenait une liste de 1400
préparations et plantes médicinales dont un miliarent connues des auteurs gigesiché
et al., 2000)



[-2. Domaines d’application des plantes médicinales

Les substances naturelles issues des végétauxesrintgréts multiples mis a profit
dans l'industrie : en alimentation, en cosmétolagfi@n pharmacie. Parmi ces composés on
retrouve dans une grande mesure les métabolitesdaices qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La pharmacie utilise encore uneefproportion de médicaments d’origine
végétale et la recherche trouve chez les plantesnu@écules actives nouvelles, ou des
matieres premieres pour la semi synth@&sdorun, 1997)

'y a eu donc un réveil vers un intérptogressif dans I'utilisation des plantes
médicinales dans les pays développés comme dapsayssn voie de développement, parce
que les herbes fines guérissent sans effet secendé@iavorable. Ainsi, une recherche de
nouvelles drogues est un choix norrt@tientific Correspondence, 2003)

+ Ultilisation en médecinesn tant que médicament pour ’homme ; exemple :

» en urologie, dermatologie, gastrites aigues, toulceres d’estomac, laxatifs,
sommeil et désordres nerve®voboda et Hampson, 1999)

» systémes cardiovasculaires, ex : Flavoce est uricar@dnt constitué par la flavone
non substitué en combinaison avec la rutine etueaggtine est utile dans le
traitement de I'athérosclérogidarayana et al., 2001)

» drogues immunostimulantes, antispasmodiques etirdl@immatoires elaleuca
alternifolia, Echinacea angustifolia Chrysantenum partheniym Achillea
millefolium...etc.) (Svoboda et Hampson, 1999 ; Pedneault et al., 200Amjad
Hossain, 2005)

» contre le diabeteAzadirachta indica(Amjad Hossain, 2005)

> les maladies du stress, des activités antioxydarteds le thé noir, le thé vert et le
cacao sont riches en composé phénoliques, parqudestheaflavine, le resveratrol,
le gallate et epigallocathechine procyanidine, éteslié en raison de leur réle en tant
gu'agent chemopreventifs basés sur leurs capacité®oxydantes(Lee et al.,
2003)D’excellentes capacités a inhiber les réactiongdatives ont été mises en
evidence pour les huiles essentielles de romaaiiges, thym, origan, sarriette, clou de
girofle, gingembre et curcun{@uvelier et al., 1990, 1992,1996)

» Activité antimicrobienne, antivirale, antipatasie: Les produits naturels
des plantes depuis des périodes tres ancientgeugnun réle important dans la
découverte de nouveaux agents thérapeutiques egquitene obtenue a partir du
quinquina Cinchond a été avec succes employée pour traiter le lmgRastidar et
al., 2004) I'arbre de thé Nlelaleuca alternifolia est renommé pour ses propriétés :
antibactériennes, anti-infectieux, antifongiquestivarales (Svoboda et Hampson,
1999) aussi comme antiviral Agadirachta indica Aloe vera Andrographis
paniculatg Withania somniferaAstragalus membranaceu€urcuma longa.etc.)
(Amjad Hossain, 2005; Lyons et Nambiar, 2005nais aucune plante n’est aussi
efficace que les médicaments antirétroviraux powéter la réplication du VIH
(Lyons et Nambiar, 2005) antibacterienneAizadirachta indica ), antifongiques
(Adenocalyma alleaceuyrmhllium ampeloprasumAllium ramosum Allium sativum,
Tulbaghia violacea Capsicum annuumCapsicum chinenseCapsicum frutescehs
(Wilson et al., 1997)




< En Agriculture exemple : l'arbréAzadirachta indicagui se développe dans
tout le subcontinent indien, est une des plantediagiméales les plus importantes au
Bangladesh, de 12 a 18 meétres de hauteur avpérunétre atteignant jusqu'a 1,8 a
2,4 métres. Les huiles de cet arbre ont des uidiss dans [l'agriculture dans le
contrdle de divers insectes et nématodes (verasippes)Amjad Hossain, 2005)

« En alimentation

assaisonnements, des boissons, des colgi@wnbdoda et Hampson, 1999; Porter,
2001) et des composés aromatiqué€dmallfield, 2001)Les épices et les herbes
aromatiques utilisées dans l'alimentation sont pmg bonne part responsables des
plaisirs de la tabl@Delaveau, 1987)considérées comme condiments et aromates.
La popularité des épices et herbes aromatiques$é aeté reste trés liée a leurs
propriétés organoleptiques. La notion de flaveas @pices et aromates recouvre
I'ensemble des perceptions olfacto-gustatives. farseptions résultent de stimuli
géneérés par une multitude de composés organiqgoes adrtains sont volatils et
constituent ce qu’on appelle en général I'huilseasielle, les autres non volatils,
sont plus particulierement responsables de lausaee de la couleu(Richard et
Multon, 1992; Takeoka, 1998; Belitz et Grosch, 1%9.

« En cosmétique
des produits de beauté, parfums et articles dettmjl produits d'hygieneP6rter,
2001).

« Des suppléments diététigugamallfield, 2007).




II- les substances actives (huiles essentielleslatonoides)
[I-1. Les huiles essentielles
[I-1-1. Définition

Les huiles essentielles sont des meélanges de cém@wematiques des plantes, qui
sont extraites par distillation par la vapeur os slelvantgSmallfield, 2001)
Pour la 8 édition de la pharmacopée francaise (1965), ldesessentielles (= essences =
huiles volatiles) sont: «des produits de compmsitgénéralement assez complexe
renfermant les principes volatils contenu danyéggetaux et plus ou moins modifiés au cours
de la préparation. Bruneton, 1993)

[I-1-2. Réle physiologique

Beaucoup de plantes produisent les huiles esdestieh tant que métabolites
secondaires, mais leur role exact dans les prosekesua vie de la plante est incor(Rai et
al., 2003)

Il'y a beaucoup de spéculation au sujet du " rétéhliles essentielles des plantes.
Certainement plusieurs effets apparent " utilesit'@é décrits: réduction de la compétition
des autres especes de plante (allélopathie) pasition chimique de la germination des
graines, et protection contre la flore microbiemfectieuse par les propriétés fongicides et
bactéricides, et contre les herbivores par goeéfffets défavorables sur le systeme nerveux
(Porter, 2001)

Certains auteurs pensent que la plante utiliseil€ pour repousser ou attirer les
insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser linigation. D’autres considérent I'huile
comme source énergétique, facilitant certainesisrecchimiques, conservent I’humidité des
plantes dans les climats désertiq(Bslaiche, 1979)

[1-1-3. Méthodes d’extraction

(Alkire et Simon, 1992;Bruneton, 1993 Parfum — L’expo, 2002;Sousa et al., 2002 ;
Adio, 2005)

+ Enfleurage et Macération

Cette technique, la plus ancienne, tres colteusgeetemployée aujourdhui. On

'emploie pour des fleurs sensibles, ne suppontest un chauffage trop élevé, comme par
exemple le jasmin, la violette et la rose. Lesresont mises a macérer dans des graisses ou
des huiles et chauffées (bain-marie ou soleil) tetéés sur des chassis en bois pendant
plusieurs jours. Une fois gorgés de parfum, lepsgras sont filtrés au travers de tissus de
lin ou de coton. Les huiles sont ensuite lavééal@obl pur, filtrées et évaporees.

< Expression
C’est une technique simple ou les écorces des agrisunt pressées a froid pour
extraire leurs huiles essentielles.



« Distillation : Hydrodistillation
La distillation est la méthode la plus employéermiraire les huiles essentielles.

Les extraits végétaux sont chauffés jusqu’a élmljtI’huile essentielle s'évapore alors avec
les vapeurs dégagées, puis est condensée (elleiamidéquide lorsqu’on la refroidit) et
séparée de l'eau.
« L'entrainement a la vapeur séche

Pour éviter certains phénomerikydrolyse sur des composants de I'huile esskntiel
ou des réactions chimique®uvant altérer les résultats, le procédél'elstrainement a la
vapeur seche a été mis au point. La masse végéabse sur ungrille vers laquelle la
vapeur seéche est pulsée. Les cellules se disteretldasparticules d’huile se liberent. Ces
derniéres sont alors vaporisées@bdensées dans un serpentin réfrigéré. La rédigréde
I'huile essentielle esh méme que dans le cas de I'hydrodistillation.

« L'extraction aux solvants volatils

Cette technique est elle aussi utilisée avec @essfine supportant pas la chaleur, la
distillation ne convient que pour les végeétaux dentrendement en huile essentielle est
suffisamment important, les solvants tres volapiesr exemple I'éther, et L'hexane qui
s'évaporent rapidement sont employées. Le soleaetlh matiére premiere qui subira aprés
décantation et concentration, une distillationiple. Ce solvant volatil est alors séparé de la
"concrete” par filtrage, puis glacage de —12°C &°€l La précieuse substance ainsi obtenue
est a nouveau filtrée et concentrée a faible prassi

+» L'extraction au C@supercritique

Il s'agit du procédé le plus récent d’extractidincéd des matieres premieres vegétales
utilisant le gaz carbonique : le GCBous pression et a température supérieure a EYaz
carbonique se trouve dans un état "supercritiglee"matiere végétale est chargée dans
I'extracteur puis le CQest introduit sous pression et réfrigéré. Le ngdaest recueilli dans
un vase d'expansion. La pression y étant rédwete&;Q reprend sa forme gazeuse et est
complétement éliminé. L'extrait végétal est istdS, matieres premieres ainsi obtenues sont
proches du produit naturel d'origine sans traceluéie de solvant.

[I-1-4. Composition chimique des huiles essentiele

Les huiles volatiles sont les mélanges tres conegleXes constituants sont
principalement des monoterpénes et des sesquitsme formule générale ds) n. les
composés oxygenés dérivés de ces hydrocarbureenmales alcools, des aldéhydes, des
esters, des éthers, des cétones, des phénols exyltes. On estime qu'il y a plus de 1000
monoterpénes et 3000 de structures sesquiterper@autres composés incluent des
phenylpropanes et des composés spécifiques comténasoufre ou l'azotéSvoboda et
Hampson, 1999)La figure 01 présente la structure de quelques composantsuivésalans
I'huile essentielle.



[I-1-5. Localisation et lieu de synthese

Les huiles essentielles peuvent étre stockéestdandes organes végétaux : feuilles,
fleurs, écorces, bois, racines, des rhizomes, sfr@t des graines. La synthése et
'accumulation sont généralement associées a lsepog@ de structures histologiques
spécialiséesfifg. 02 et fig. 03, souvent localisées sur ou a proximité de ldaserde la
plante : cellules a I'huile essentielles des Laga&cou des Zingiberaceae, poils sécréteurs des
Lamiacées, des poches sécrétrices des MyrtacealkeURutaceae, canaux sécréteurs des
Apiaceae ou des Asteracefél@runeton, 1993) Plusieurs catégories de tissus sécréteurs
peuvent coexister simultanément chez une méme @speice dans un méme orgafk@hn,

1979 Fahn, 1988)
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Fig. 01: Structure de quelques substances
rencontrées dans les huiles essentielles.



Les trichomes glandulaires sont les sites priesaide la biosynthese d'huile
essentielle, et les plantes qui manquent de tsliesctures spécialisées synthétisent et
amassent seulement des traces de monoterpenes.orisgquence, la dynamique du
développement de ces structures ainsi que le gg(g)esécréteur d'huile et le mécanisme(s)
ont une incidence directe avec la production tieilé/ le potentiel du systeme producteur
(Sharma et al., 200R
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Fig. 02 : Glande simple, entiére ment e
Chargée d'huik et en forme de déme Figﬂ]:hspuikqﬂmmw mrhca]me
(800 x}  (Sharma etal, 2003} d'vme fleur d'un origan (Portex, 2001).

[I-1-6. Biosynthése

Les huiles essentielles produits du métabolismerskaire des plantes, se composent
généralement de:
1. Les matériaux volatils synthétisés via le préeurssopentenyl pyrophophosphate (IPP),
consistent en des mélanges complexes se compagaisono-sesquiterpene hydrocarbones
et des matériaux oxygénés dérivé d'eux.
2. phényl Propanoides de la voie acide shikimiquéws produits de biotransformation.
(Hatanaka et al., 1987)

Les terpénes constituent une famille de composéenzent répandus dans le regne
végetal. Leur particularité structurale la plus artpnte est la présence dans leur squelette
d'une unité isoprénique a 5 atomes de carbogdgfGeconnue par Wallach des 1887. Cet
isoprene (I) est a la base du concept de la "igégf@enique” énoncée en 1953 par Ruzicka et
complétée par Lynen et al. (1958) et Bloch etE50). Cette regle considére le diphosphate
d'isopentényle (Il), désigné sous le nom d'isoprid, comme le véritable précurseur de la
molécule terpénique ; d'ou le nom d'isoprénoidas squel on les désigne également.

CHs
| O
CHo N s
— —
HchC\C/ 0 -~
| HoC C. OPP
H 7N
H H

(= méthylbutadiéne |

bl b R e L T diphosphate d'iscpentényle



La voie la plus couramment admise pour la syntdésa molécule d'IPP consiste a la
condensation de deux molécules d'acétyl CoA poundo de I'acétoacétyl CoAid. 04).
Cette réaction est d'abord catalysée par une aeédybaCoA thiolase, couplée a une
Fe(2)quinone. Puis 'HMG CoA synthétase catalysdidation d'une troisieme molécule
d'acétyl CoA qui donne If-hydroxy- B-méthylglutaryl coenzyme A (HMG CoA). L'HMG
CoA est aussi un substrat pour 2 autres enzymetfigpés, I'HMG CoA lyase (HMGL) et la
3-méthylglutaconyl CoA hydratase (MGH). Cette firatd'un acétyl CoA sur un groupement
carbonyle est semblable a la réaction permettantréde de l'acétyl CoA dans le cycle de
Krebs par condensation sur l'acide oxaloacétigaeréduction de la fonction acide (engagée
dans une liaison thioester) en alcool est catalpséd’HMG CoA réductase et donne l'acide
mévalonique.

Un groupement diphosphate va ensuite étre fixélasdonction alcool primaire de
I'acide mévalonigue. Le mévalonate 5-diphosphaitsi &rmé va réagir avec une troisieme
molécule d'ATP ; cette réaction fournit un compistable qui se décompose spontanément
en perdant la fonction alcool tertiaire et le grengnt carbonyle libre. Ainsi est élaboré un
dérivé a 5 atomes de carbone, le diphosphate disépyle (IPP), qui est la forme
biologiquement active de la molécule isoprénique.

L'IPP est l'intermédiaire clé dans la formatiols demposés terpéniqudsy( 05). La
premiere étape de la formation des diphosphateprdeyles est l'isomérisation de I'lPP en
diphosphate de diméthylallyle (DMAPP). Cette réattiest catalysée par une enzyme
hydrosoluble, l'isopentényl diphosphate isomérasenarti et al., 1994; Dudareva et al.,
2005)

Les terpenoides sont classés selon le nombre té&umsopréne en une série de
structures homologues : hemiterpénes C5 (1 undpréme), monoterpenes C10 (2 unités
isoprenes), sesquiterpénes C15 (3 unités isoprendigprpenes C20 (4 unités isoprenes),
triterpenes C30 (6 unités isopréne), tetratergef@ (8 unités isopréne), polyterpénes (C5)n
ou n peut étre 9-30 000.

La biosynthése des terpenoides implique I'addititen 'unité isopréne avec son
isomeére pour former le geranyl diphosphate (GPR)Cdondensé avec une autre unité IPP
forment le diphosphate de farnesyl (FPP, C15)rgitwe des sesquiterpénes.

Les précurseurs parentaux compte tenu de la matidic structurale par I'oxydation, la
réduction, l'isomérisation, I'hydratation, la aaggison et/ou d'autres transformations donnent
une variété de terpénoid@ubey et al., 2003)

Les systemes enzymatiques: les systemes hydrosslables systemes membranaires
permettent |'élongation de la chaine isopréniquedaizant a tout I'éventail des composeés
terpéniques a 10, 15, 20 et 30 atomes de carbdige®%). Les enzymes impliquées sont,
d'une part, une isomérase et, d'autre part, unplugieurs prenyltransféras¢Bruneton,
1993)

Les monoterpénes sont volatils, entrainables aaleewr d'eau, d'odeur souvent
agréable et représentent la majorité des constwhas huiles essentiell@runeton, 1993)
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-
3 oP acide 5-phosphomévalonique
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ATP
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Hgm\)r\/_ opp  acide 5-diphosphomévalonique
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ATP
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X (IPP)
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Fig. 04 : Principales étapes de la biosynthese diptiosphate
d'isopentényle a partir de l'acétyl CoA
(Lamarti et al., 1994).

1 : acétoacétyl CoA thiolase 4 : mévalonate lénas
2 : HMG CoA synthétase 5 : mévalonate 5-phospkiatese
3 : HMG CoA réductase 6 : mévalonate 5-diphospdétarboxylase



[zotneraze
[sopenteryl dipho sphate g—nuo—p Dimethydallyd diphosplate
(PP Cs) (DIMAPP ; Cs)

‘ ‘ Herrmiterpenes
PrEnes)

GPP syrihasze i
Iletabolites prémylesex Cytoldn nes)

CGeranyl diphosplate . IMonotérpenes
(GFR, Cio)

Plertosterols Huile
FPP symtlase —* Essentielle
Tritérpennids + PR
2% ¥
Arualene a— Famasyl dipho sphate —mSesquitérpenes |
l (FFF; Ci5

GGPP synthaze

Saporines +FF)

L 3

Germnylgeraryl dipho sphate —— Ditérpenes
(GGPP ; Cag)

l (+ FFin

Polyterpenes

Fig. 5 : Synthese de differentes classes terpeniques chez les plantes
{Dbheyet al.,2003).

[I-1-7. Facteurs influencant la composition

La composition chimique et le rendement en huilesestielles varient suivant
diverses conditions : L'environnement, le génotypggine géographique, la période de
récolte, le séchage, lieu de séchage, la températuwturée de séchage, les parasites, les virus
et mauvaises herbgSvoboda et Hampson, 1999; Smallfield, 2001 C’est ainsi que
I'action des huiles est le résultat de I'effet cangbde leurs composés actifs et inactifs, ces
composeés inactifs pourraient influencer la dispibitgbbiologique des composeés actifs et
plusieurs composants actifs pourraient avoir umte$fynergique(Svoboda et Hampson,
1999)

Ajouter a la complexité d'huiles volatile§Svoboda et Hampson, 1999)les
proportions des différents constituants d’'une égksentielle peuvent varier de facon
importante tout au long du développement, ausstHaniotypes ou races chimiques sont tres
fréquents chez les plantes aromatiques exemplepompte pourThymus vulgaris espéce
morphologiquement homogene sept chimiotypes dift&(@runeton, 1993)
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[1-1-8.

Les conditions principales requis pour une productientable en huile essentielle
sont: bon matériel végétal, variété de la plalesol, équipement de distillation, le
climat, (Smallfield, 2001)

Activités biologiques

les huiles sont employées pour leur saveur et ogeundustrie des produits naturels
et en industrie des parfur(@mallfield, 2001)

ont des propriétés antiseptiques pour les poumansalyptuy, dépuratives ou
cicatrisantes (Lavande)Caillard, 2003), activité analgésique (Origan, Thym)
(Schwammle et al., 2001)

Activité antimicrobienne et antiparasitaire : tarpg ou terpénoides ont des effets
contre les bactéries, les mycétes, les virus girg®zoaires.En 1977 a été signalé
que 60% des dérivés des huile essentielle exaruega‘au 1999 sont inhibiteurs de
mycetes tandis que 30% inhibent les bactériesritezgénoide, I'acide betulinique est
de juste un de plusieurs terpenoides qui ont r@sntune action inhibitrice envers
HIV. Le mécanisme de l'action des terpénes n'est patierement compris mais on
pense qu'il s’agit de la rupture de la membrasel@s composeés lipophilé€owan,
1999)

Le carvacrol, thymol posséde une activité antidyéenne, activité antifongique
contre les mycetes phytopathogéi@chwammle et al., 2001) également I'huile
essentielle de la Menthe pouliot dont le composgoritaire est la R (+) Pulégone
(82%) est dotée d'un fort pouvoir antifongique trenPénicillium et Mucor
(Belghazi et al., 2002)

Le nérolidol, un sesquiterpene actif de la plamhel’ AmazonViola surinamensis
posseéde une activité antimalaria, prouvé par fedeé delopes et al. (1999)dont
I'huile essentielle cause l'inhibition a 100% d#&veloppement de l'agent infectieux,
cette activité est liée a l'inhibition de la biogyese des glycoprotéines.

ChezlInula helenium(Elecampangen anglais), I'alantolactone et son isomére sont
les constituants majeurs de I'huile essentiell®rdt des propriétés antibactériennes
notamment contr®ycobacterium tuberculosignti-protozoaires contr&ntamoeba
histolyticg qui cause des amibiases et antifongiques coese dpathogenes
opportunistes comme certains dermatophf¢fesineault et al., 2001)

Activité antioxydante : la capacité antioxydanéel'tiuile volatile est étroitement liée
a tout le contenu phén(dtefanovits-Banyai et al., 2003)
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Le carvacrol est un des composants principauxhdées essentielles de certaines
labiaceae (lamiaceae), comme l'origan, thym denteneur peut atteindre jusqu'a
86%. L’activité antioxydante de ces herbes estid(carvacrol, thymol et un autre
phénol (Schwammle et al., 2001)Ceci a été confirmé par un certain nombre de
travaux. Juki¢ et MiloS (2005) ont montrés dans une étude portant sur l'huile
essentielle deThymus (Thymus vulgaraelL.), que les chemotypes phénoliques
(thymol et carvacrol) et non phénoliques (linaJasdnt capable de réduire le radical
2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl, avec un effet pluélevé enregistré pour les
chemotypes phénoliques. Ces observation, l'onicesplpar la concentration éleve
de thymol et carvacrol dans ces derniers.

L'activité de quelques substances rencontrées dasshuiles essentielles est
résumée dans tableau 01

Tableau 01 : Bioactivité de quelques principes dduliles essentielles.

Le composé Bioactivités Référence

Acetate de bornyl antibactérien; antispasmodique; antiviral; expestgr
saveur; insectifuge; myorelaxant; pesticide; sédati

A\1”4

Camphre Allelopathique; analgésique; anesthésique; antiacng
antidiarrhetique; antidysenterique; antioxydant;
antiseptique; antispasmodique; stimulant- CNS; eanc
préventif; carminatif; produit de beauté; expeant;
fongicide; herbicide; insectifuge; nematicide; tprde;
stimule la respiration; vibriocide Teixeira da
Silva (2004)
Carvone antiacetylcholinesterase; antiseptique; CNS-siami)l
cancer-préventif; carminatif; saveur; insecticide;
insectifuge; nématicide; parfumerie; pesticidetad;
trichomonicide; vermicide

Sabinene Parfumerie
a - thujone Antibactérienne ; insecticide ; larvicide ; pestei
1,8- cineole Antimicrobienne Svoboda et
Anethol/estragole Antispasmodique Hampson
Linalool Antimicrobienne, hypnotique, hypothermique (1999)
Beta asarone Sédatif, hypnotique
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[I-2. Les composeés phénoliques
[I-2-1. Généralités

Les polyphénols constituent un des groupe le pamshreux et largement distribué
des substances dans le royaume des végétaux, paede 8000 structures phénoliques
connues. Les polyphénols sont des produits du roktate secondaire des végétaux et
présents dans tous les organes de la plante.édldtent biogénétiquement de deux voies
synthétiques principales: la voie shikimate etateéLugasi et al., 2003)

Les polyphénolsfig. 06) possedent plusieurs groupement phénoliques, avyatwn
d’autres fonctions (OH alcoolique, carboxyle,...). nBacette catégorie, on trouve de
nombreuses substances : les noyaux simplese¢ety €t G-Cs, les noyaux dérivant de
I'extension du phényl propane, eg-C;-Cs (Dubois et al., 1977)

Selon Harborne (1989) les polyphénols peuvent étre divisés en au maihs classes
différentes selon leur structure chimique de b&mvent s'étendre de molécules simples,
telles que les acides phénoliques, aux compostsnfent polymérisés, tels que des tannins
(Lugasi et al., 2003)

Les composés phénoliques (acides phénoliques, nitdsles simples et
proanthocyanidins) forment le groupe des compo$ésophimiques le plus important des
plantes(Beta et al., 2005)

Les acides phénoliquesont contenus dans un certain nombre de plantekg et
médicinales(Psotova et al., 2003) Comme exemple d’acide phénolique, on cite : acide
chlorogenique, acide caffeique, acide protocatemhigcide vanillique, acide ferulique, acide
sinapique et acide galliqelale, 2003)

lIs sont considérés comme substances phytochimiguec des effets prebiotique,
antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire.ut.@oxicité est faible et considéré non
toxique. Pharmacologiquement, le mieux caract@®é’acide caféique (RA)Psotova et
al., 2003) Cet acide et I'acide féruligue empéchent la faromadu cancer des poumons chez
les souris, I'acide gallique inhibe la formation dancer oesophagien chez les r@isle,
2003)

Les anthocyanidinessont des dérivés du flavylium ou 2-phényl- benzgiym
(fig. 07), lls portent des fonctions phénols libres, étlerglycosidegHadi, 2004)

Les tanninssont des polyphénols polaires d’origines végét@esthod et al., 1999)
existent dans presque chaque partie de la pladerce, bois, feuilles, fruits et racines, leurs
poids moléculaires s’étendent de 500 a 3 @@6wan, 1999) Il est difficile de les séparer
dans un extrait végétal, parce que de nombreuxdsss avec une base moléculaire tres
semblable coexistefBerthod et al., 1999)
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lIs sont divisés en deux groupes, tannins hydatlss et condensés, ils peuvent étre
constitués par la condensation des dérivés rilagai ont été transportés aux tissus du bois
des plantes. Alternativement, des tannins peuveet @énstitués par polymérisation des

unités de quinonéCowan, 1999)

OH
{(+)-catechine
0

OH

OH
HO Acide gallique

HO COOH
1
3
HO '

HO

4
+ OH
HO 0 ‘
3
3 Anthocyanidines/
Anthocyanines
pelargonidine: 3'=H, 4'=0H, 5'=H, 3=0H, 5=0H
cyanidine:  3'=H, 4'=0H, 5=CH, 3=0H, >=0H
delphinidine: 3'=0H, 4'=0H, 5=CH, 3=0CH, 5=CH
peonidine:  3=0CHs, 4=CH, 3=0CHs, 3=0H, >=0H
malvidine:

pour 3-glucoside: 3= gluceside
pour 3,5 — diglucesides: 3= glucoside, 5= glucoside

HOOC

: > @\ )L
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& '
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3 kaempferol - 3'=H, 5'=H, 3=CH
cuercetine:  3'=CH, 5'=H, 3=0H
myriceting:  3'=0H, 3'=0H, 3=0H
ratine:; 3'=0H, 5'=H, =rutinoze
pour 3-glucoside - 3 = glucoside

7 0

isoflavones

8}

daidzeine: 5=H, &=H, 7=0H
daidzine: 5=H, &=H, 7=glucose
gemisteine: 5=0H, 6=H, 7=0H
genistine: 5=0H, 6=H, T=glucose

Fig. 06 : Structure de quelques composés phénoligaie
(Wang et Mazza, 2002).

Fig. 07 : Structure du flavylium.
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Les 4-0x0 -Flavonoidessont les flavonoides vrais appelés dérivés flapms ou
flavonoides, sont des dérivés du noyau Flavone-Bhehyl Chromone, portant des fonctions
phénols libres, éthers ou glycosides.

L'intérét nutritionnel des flavonoides date dedaaliverte de la vitamine C, a la suite
des travaux de Szent Gyorgyi en 1938. Le scogkpérimental cede a l'ingestion de jus
d'agrumes mais résiste a la seatininistration d'acide ascorbique. Plus pratiquénies
symptomes hémorragiques du scorbut liés drdgilité des vaisseaux sont guéris par
des extraits de Paprika et du jus de citron aloes tjacide ascorbique seul est inefficace.
Les analyses chimiques ont montré que la fractativea était de nature flavonoiqeadi,
2004).

[I-2-2. Role physiologique des composés phénoliques

Les flavonoides et d'autres polyphénols sont gllmtnent responsables des qualités
sensorielles et alimentaires des aliments végétdastringence et I'amertume des nourritures
et des boissons dépendent de la teneur des palyistieugasi et al., 2003)

L'astringence est due aux tannins catéchétiqueprguipitent les protéines salivaires,
entrainant avec elles leur "cortege" de moléculeaudqui lubrifiaient alors la muqueuse
buccale(Vergé et al., 1999) Les tannins sont a l'origine de la sensation tdiagence des
fruits non mdrs, les flavanones sont responsalddsachertume des Citrus et peuvent donner
naissance, par transformation chimique, a des dileyxhicones a saveur suci@ubois et
al., 1977)

Des travaux plus ancierdlitsch et Nitsch, 1961; Alibert et al., 1977pnt montré
que les phénols seraient associés a de nombrewessies physiologiques : croissance
cellulaire, différenciation, organogenese, dormateebourgeons, floraison et tubérisation.

Les flavonoides sont des pigments responsables amloration des fleurs, des fruits
et des feuilles. lls sont universellement pnésedans la cuticule foliaire et dans les
cellules épidermiques des feuilles, et sorgceptibles d’assurer la protection des tissus
contre les effets nocifs du rayonnement ((hadi, 2004).

Les pigments responsables de la coloration dessfleprésentent des signaux visuels
qui attirent des animaux pollinisateurs. La plumhatces pigments sont des anthocyanes, des
aurones et des chalcones. D’autres polyphénolsoiresotels que des flavonols et flavanones
interagissent avec des anthocyanes pour alténecogpigmentation, la couleur des fleurs et
fruits (Brouillard et al., 1997).

Les cellules végétales répondent au stimuli enwiemnental en synthétisant les
métabolites secondaires qui peuvent les protéyare les agents de I'agressiMisirli et
al., 2001) lorsque la plante est soumise a des blessuresnigéea, des composés
phénoliques et phénols simples sont synthétisé'adivité peroxydasique caractéristique
des tissus en voie de lignification est stimulées @actions aboutissent a la formation au
niveau de la blessure d'un tissu cicatriciel résistaux infectiongFleuriet et Macheix,
1977)
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L'attaque de microbe pathogene telle que le viasshactéries ou les mycetes induit
une cascade de réactions qui peuvent mener &istarice étant exprimée a I'emplacement de
I'infection ou dans d'autres parties non infectdeda plante. Cette résistance systémique
implique I'existence d'un signal endogéne transtird'emplacement d'infection a d'autres
parties de la plante. On pense que la premiepe &a mécanisme de la défense comporte
une accumulation rapide des phénols a lI'emplacemdimfection, qui fonctionnent pour
ralentir la croissance du microbe pathog@sirli et al., 2001).

La capacité d’'une espece veégetale a résister @adisg des insectes et des micro-
organismes est souvent corrélée avec la teneunrapasés phénoliguéRees et Harborne,
1985) Les mécanismes de l'action et de linteractidn, les produits chimiques qu'ils
contiennent demeurent dans la plupart indéterminBgs chercheurs deviennent
graduellement intéressés dans l'identificationmegxipes actifs dans les extraits avec I'étude
complémentaire intensive de leurs mécanismesalg@&un et al., 2002)

Les flavonoides jouent un réle important danséiattion symbiotique entre bactéries
de la famille des Rhizobiaceae et leurs plantegshde la famille des légumineuses. Les
bactéries reconnaissent des flavonoides et d’am@écules sécrétées par la plante, ces
molécules induisent la production de facteurs Nad les Rhizobia qui déclenchent le
programme de nodogenése chez la plante (Mgegaert et al., 2001) En effet, les travaux
de recherche sur les composés inducteurs de genssddlation impliqués dans la symbiose
entreVicia fabaet Rhizobium leguminosarunont démontré que les composés phénoliques
sont responsables. Les composeés identifies darx$eslats racinaires chez le cultivar Alfred
sont la tricetine et la naringenine, alors queitnelsicteurs identifiés dans les hydrolysats de
racines sont : le Me-8riodictyol et I'ériodictyol(Bekkara, 1999)

I1-2-3. Les flavonoides
[1-2-3-1. Structure des flavonoides

Les flavonoides ont une origine biosynthétique camenet par conséquent, possedent
tous un méme squelette de base a quinze atomearbenes, constitué de deux unités
aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliésyra chaine en CFig. 08 (Bruneton,

1999)

Fig. 08 : Squelette de base des flavonoides.

Il'y a six classes des flavonoides, qui differeat peur structure chimique : flavanols,
flavones, flavonols, flavanones, isoflavones ehaayanidinegMedié-Sari¢ et al., 2004)
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[I-2-3-2. Biosynthése des flavonoides

Se fait a partir d'un précurseur commun, la 4, £’ .6 — tétrahydroxychalcone
(fig. 09). Cette chalcone métabolisée sous l'action d’ergyfa chalcone isomérase, en
naringenine (1).sur cette derniere agit la flavegpethase pour donner : apigénine (2) ou le
dihydroflavonol (3).

Le dihydroflavonol, en présence de la flavonol bgse, se métabolise en
kaempférol(4) ou en leucoanthocyanidol. Ce derseenble étre le précurseur des flavan-3,4-
ols (6) et anthocyanidols (7), ce dernier soustibac de la 3-O-glycosyltransférase, se
transforme en anthocyanoside (Bjarfak , 2003)

42" 4' 6 -té trahydroxy chalcone

chalcone-iscmerase

flavone-synthase

(1) flavanone: naringénine

(28)-flavanone-3-hydroxylase
OH
HO 0. . ﬁ\©/
) flavonol-synthase
OH

OH a
(3) dihydroflavonol: (2R, 3R }-dihydrokae mpférol

J dihyvdroflavonol-4-réductase
o)

©/DH
T

HO.

(7) anthocyanidol: pélargonidol (8) anthocyanoside: pélargonidol-3-O-glucoside
Fig. 9 : Biosynthés des flavonoides (Bruneton, 199).
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[1-2-3-3. Localisation des flavonoides

Les flavonoides sont des membres d'une classe degposés naturels avec
l'occurrence répandue dans le régne des végétangerment distribué dans les feuilles, les
graines, I'écorce et les fleurs des plantdedié-Sarié et al., 2003) abondant dans les
légumes feuillegMarfak, 2003), présents dans les aliments de nature végétajaniis,
céreales, légumineuses, fruits,....etc.) et boissamscidre, biere, thé, cacao, etc.). Cette
présence est en grande partie influencée par atgeufs génétiques et des conditions
environnementales.

D'autres facteurs tels que la germination, le éegrmaturité, la variété, le traitement,
et le stockage ont également une influence sanlaur des composés phénoliques des plantes
(Lugasi et al., 2003)

La plupart des flavonoides diététiques dans lesealis sont des 30 glycosides et
des polyméres, mais peuvent également exister deaiformes aglyconédedié-Sarié et
al., 2003) On estimé que la prise moyenne des flavonoides’hamme s'étend de 25 mg/
jours a 1 g/ joursfWang et Mazza, 2002) Le Tableau 02 regroupe la distribution
nutritionnelle de certains flavonoides.

Tableau 02 : Sources alimentaires des flavonoid@darfak, 2003).

Flavonoides Aliments
Flavanones
naringénine Fruits du genre citrus
Flavones
chrysine Peau des fruits
apigénine Persil, thym, romarin, céleri
lutéoline Persil, céleri
Flavonols
kaempférol Radis, brocoli, thé noir
quercétine Oignon, pomme, olive, vin rouge, tomate
myricétine Canneberge, vin rouge
flavan-3-ols
épicatéchine Thé vert, thé noir
catéchine Thé vert, thé noir

épigallocathéchine

Anthocyanidols

Vin rouge

cyanidol Cassis, myrtilles
malvidol Raisins, fraises, cassis
apigénidol Framboises, fraises
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La teneur en flavonol et en flavone des alimentgetaux est fortement influencée par
des facteurs tels que la variation du type etdéssance, la saison, le climat, et le degré de
maturité (Lugasi et al., 2003) Ces derniers ont étudié la composition en flaide® de
guelques fruits et légumemleau 03.

Tableau 03 : Contenu en flavonoides dans quelquelnaents végétaux
(Poids a I'état frais en mg/kg) (Lugasi et al., 2(K).

Echantillon végétal Total des flavonoides

légumes

Brocoli 46.2
Chou blanc 17.7
Oignon rouge 124.1
Oignon pourpre 195.6
poivre 20.1
épinards 338.6
Persil feuilles 80.8
Céleri feuilles 402.8
Céleri racine 25.9
fruits

pasteque 18.4
cassis 52.8
fraises 1003
raisin 38.7
Nnoix 4565
Kiwi 22.3
Banane 22.8
pomme 65.3
poire 24.7
prune 23.3
Abricot 11.5
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[I-2-4. Intérét biologique des flavonoides et coms®s phénoliques

Plusieurs flavonoides ont montré des activitésoagtiantes, anti-inflammatoires,
inhibitrices d’enzymes, et prévention des maladiasdiovasculaireqWang et Mazza,
2002)lls ont montrén vivo commein vitro un certain nombre d’activitésapleau 04).

Particulierement les aglycones sont pharmacologigu¢ efficaces. Plusieurs d'entre
elles exercent des effets hepatoprotecteur, diued, effet de vasodilatation, antibactériens
et chemoprotective: effets anti-inflammatoires, idiabétiques, antiallergique et autres,
exemple de la Morine (3, 3 ', 5, 5 ', 7—-pentahygilavone) est la substance active de
Morus tinctoria L. Elle appartient au groupe de flavonols dont le bxtee de base est
substitué par cinq groupes d'hydroxyle, les essa@svitro ont prouvé son activité
chemoprotectrice, antimutagéne, antivirale ebagtlante(BartoSikova et al., 2003)

Nakagawa et al. (2000pnt évalué I'efficacité antioxydante de la queretians les
fractions lysosomales hépatiques des sourisdel@di générateur radical hydrophile AAPH
(2,2 azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride) et lendgéteur radical lipophile
AMVN(2,2'-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile). La quercétinecmpéché la peroxydation de
lipide dans les fractions lysosomales, a inhilaelidération des enzymes lysosomales plus
evidemment contre AAPH que contre AMVN. La rutine glycoside de quercétine, était
moins efficace. Ces auteurs suggérent que la é@tirsecpourrait avoir l'activité antioxydante
efficace dans les espaces entre la phase aquelselease lipidique dans les systéemes
biologiques di a la localisation dans des membranes

La plante de la chineGinkgo biloba, posséde un complexe de molécules appelé
Ginkgolide. Cette plante est excellente pour laucdn de l'oedeme, possédant des
propriétés antiradicalairédBweck, 2002)

Les flavonoides montre aussi une activité antini@o exemple des travaux de
Harikrishna et al. (2004) ont démontré le pouvoir antimicrobien d’un flawise glycoside "
prunine-6"-O-p-coumarate" contre deux souches dg#éhias gram+ Bacillus subtilis et
Staphylococcus albugt deux bactéries grantgcherichia coletProteus vulgaris

Les flavonoides montrent plusieurs effets biologgjtels que des effets anti-ulcéreux,
anti-inflammatoire et anti-hépatotoxique. lls s@galement inhibiteurs des enzymes telles
que l'aldose réductase et xanthine oxydase. Ce demitantioxydants efficaces, ayant la
capacité de piéger les radicaux libres. Beauootigles actions antiallergiques et antivirales
et certains fournissent une protection contreriatadies cardiovasculairds. vitro, chez les
animaux de laboratoire, ils ont montré une inhaoitde la croissance de diverses variétés de
lignées de cellules cancéreugdarayana et al., 2001)

En régle générale, les mécanismes de I'action dhtioxydant peuvent comprendre :

» Le piégeage direct des ERO.

» La protection des systemes de défense antioxydants.

» L’inhibition des enzymes et la chélation des tranealliques responsables de la
production de ER@Halliwell, 1994).
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Tableau 04: Activités biologiques des composés pphenoliques.

Polyphenols

Activités

Auteurs

Acides Phénols
(cinnamiques et
benzoiques)
Coumarines

Flavonoides

Anthocyanes

Proanthocyanidines

Tannins galliques et
catéchiques

Antibactériens
Antifongiques
Antioxydants

vasoprotectrices et
antioedémateuses

Antitumorales
Anticarcinogenes
Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et
diurétiques
Antioxydants

(Didry et al., 1982)
(Ravn et al., 1984)
(Hayase et Kato, 1984)

(Mabry et Ulubelen,
1980)

(Stavric et Matula, 1992)
(Das et al., 1994)

(Bidet et al., 1987)
(Bruneton, 1993)

(Aruoma et al., 1995)

Protection des veines et (Bruneton, 1993)

capillaires

Effets stabilisants sur le (Masquelier et al., 1979)

collagene
Antioxydants
Antitumorales
Antifongiques
Anti-inflammatoires

Antioxydants

(Bahorun et al., 1996)
(De Oliveira et al., 1972)
(Brownlee et al., 1992)
(Kreofsky et al., 1992)

(Okuda et al., 1983)
(Okamura et al., 1993)
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[ll- Le stress oxydatif
[1I-1. Définition

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre laégdtion des ERO et la capacité du
corps a les neutraliser et a réparer les dommagekatifs (Boyd et al., 2003)Il correspond
a une perturbation du statut oxydatif intracelld@Morel et Barouki, 1999)

[1I-2. Origine du stress

Les radicaux libres sont produits par divers méraas physiologiques car ils sont
utiles pour l'organisme a dose raisonnable. Cetidyttion physiologique est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense. Dansdessti@mnces normales, on dit que la balance
antioxydants / prooxydants est en équilibre. Sntest pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d'une surproduction éeatenradicaux, l'exces de ces radicaux est
appelé «stress oxydan{kavier, 2003)

I11-3. Les radicaux libres
[11-3-1. Définition

Un radical libre est une molécule ou un atome aysnbu plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement regetinsant, 2004) L'ensemble des radicaux libres
et de leurs précurseurs est souvent apegp@ces réactives de I'oxygdffig. 10) (Favier,
2003).

L’appellation “ dérivés réactifs de I'oxygene ” stepas restrictive. Elle inclut les
radicaux libres de I'oxygene proprement dit , maissi certains dérivés oxygéneés réactifs
non radicalaires dont la toxicité est importanté teperoxyde d’hydrogene @),
peroxynitrite (ONOQO) (Novelli, 1997).

[11-3-2. Principaux radicaux libres

- l'anion superoxydela molécule d'oxygéne, mise en présencmed'quantité d’énergie
suffisante, peut acquérir un électron supplémentat former ainsi I'anion superoxydeet
anion intervient comme facteur oxydant dans de meuses réactions.

O, + e— 0O
- le radical hydroxyle OH" . Il est trés réactif vis-a-vis des structuresamigues et joue un
réle initiateur dans l'auto-oxydation lipidique.
- le radical peroxydeROO
- l'oxygene singulet O, forme « excitée » de l'oxygéne moléculaireé sesvent assimilé

a un radical libre en raison de sa forte réactivité
(Hadi, 2004)
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[11-3-3. Origine des radicaux

lls sont produits par divers mécanismes physiologgdfig. 10) afin de détruire des
bactéries au sein des cellules phagocytaires (phages, polynucléaires) ou pour réguler
des fonctions cellulaires létales telle la mortludalre programmée ou apoptogeavier,
2003).

Toutefois, au contact entre l'oxygene et certaipestéines du systeme de la
respiration, une production d'anions superoxydegreduit lors du fonctionnement de la
chaine respiratoire mitochondriale.

L'inflammation est par ailleurs une source impaedatie radicaux oxygénés produits
directement par les cellules phagocytaires activiesnonoxyde d'azote, est produit par les
systemes enzymatiques que sont les différentesyNthases, a des fins de médiation par les
neurones, les cellules endothéliales ou les maaggsiFavier, 2003).

Des sources importantes de radicaux libres soninbsanismes de cycles redgue
produit dans I'organisme I'oxydation de moléculesme les quinones. Ce cycle redox a lieu
soit spontanément, soit surtout lors de I'oxydatlerces composés au niveau du cytochrome
P450. Les rayonnemergsnt capables de générer des radicaux libres paléisules inhalées
(amiante, silice) sont aussi des sources de raxlidaes (Favier, 2003).

L'ingestion d'alcool est suivie de la formation dmdicaux libres selon divers
mécanismes, également des antibiotiques, des aodicux (Hadi, 2004). L'infection au
VIH a pour effet d’accroitre la production de radig libres dans I'organism@osein et
Lytle, 2001)

[lI-4. Les conséguences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provadpgelésions directes de molécules
biologiques : oxydation de 'ADN, des protéiness tigides et des glucides.

Les lipides et principalement leurs acides gragipsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle, réaction appgléroxydation lipidiquel.es conséquences
seront différentes : I'attaque des lipides circtdaboutissant a la formation de LDL oxydées
qui, captées par des macrophages, formeront let digffique de la plaque d'athérome des
maladies cardiovasculaires, l'attaque des phogptdes membranaires modifiant la fluidité
de la membrane et donc le fonctionnement de nombrécepteurs et transporteurs et la
transduction des signauikavier, 2003).

Les radicaux libres peuvent induire des effetsag@nes ou I'arrét des réplications de
I'ADN. lls agissent en provoquant des altératioashdses, des pontages ADN-protéines ou
des ruptures de brindiadi, 2004).lls inhibent la sécrétion d’'insuling<rippeit-Drews et
al., 1994) modifient les structures primaire, secondairéedtiaire des protéinggincemail
et al., 1999)

Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans dedittons physiologiques, en présence
de traces métalliques, en libérant des cétoaldéhy#i©®, et OHe, qui entraineront la coupure
de protéines ou leur glycation par attachementidoatdéhyde.
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Ce phénomeéne de glycosoxydation est tres impoctaet les diabétiques et contribue
a la fragilité de leurs parois vasculaires et de tétine(Favier, 2003).

Le stress oxydant, principale cause initiale desiplurs maladies : cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de dé&tnespiratoire aigu, oedeme pulmonaire,
vieillissement accéléré, le diabete, la maladidatidgimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculairegFavier, 2003),maladie de Parkinson, les inflammations gastrestmale,
ulcéres(Atawodi, 2005) les oedemes et vieillissement prématuré de la f@aorgetti et
al., 2003)

Lmite UV ey OKYOASC3
lO:d—O,—r

Oxygine singules Oxypine dlpdrogines
Cycles redox dismmtases myéloperoxidase
NADPH ax
mitochondrie Fe*" a
NO' 0 HOCl
Monoxyde d'azote Arion superozyde Bet
Y Y
ONOO » | OH'

Radical kydroxyle

AT

Nitration des  Activation Oxydation  Peroxydation Oxydationde

protéines descascades  desprotéines  lipidigue I'ADN
de kingses

Fig. 10: Origine des différents radicaux libres oxgénés et
especes réactives de I'oxygene impliqué en biologieavier, 2003).

26



IV- Les antioxydants
IV-1. Définition

Un antioxydant est défini comme étant toute sulogtajui peut retarder ou empécher
I'oxydation des substrats biologiqu@oyd et al., 2003)se sont des composés qui réagissent
avec les radicaux libres et les rendent ainsi erddifs(Vansant, 2004)

La raison pour laquelle les antioxydants sont irtgous vient du fait que I'oxygéne est
un élément potentiellement toxique puisqu'il péue transformé en formes plus réactives
telles que le superoxide, le peroxyde d'’hydrogdiaygene singulet et les radicaux
hydroxyle, collectivement connu sous le nom d'oxygectif(Boyd et al., 2003)

lls agissent en formant des produits finis nonaawtk, d’autres en interrompant la
réaction en chaine de peroxydation, en réagissqdament avec un radical d’acide gras
avant que celui-ci ne puisse réagir avec un noasiele gras, tandis que d’autres antioxydants
absorbent I'énergie excédentaire de I'oxygene singbur la transformer en chaleur. D’'une
maniére générale, un antioxydant peut empécheydation d’'un autre substrat en s’'oxydant
lui-méme plus rapidement que celui-ci. En méme w&rigs antioxydants arrétent la réaction,
la plupart du temps parce que la structure desxytants est relativement stalfiéansant,
2004)

D'un point de vue biologique les composés antlaxys peuvent protéger les
systémes cellulaires des effets des processust@iiEment nocifs qui causent |'oxydation
excessive, ils sont la stratégie préventive la s pwometteuse contre la formation des
cataractegHale, 2003)

IV-2. Les antioxydants endogenes
Les défenses antioxydantes de I'organisme peueetitviser en :

% Un systeme de défense primaimomposé d’enzymes et de substances antioxydantes
» la superoxyde dismutase (SOD): diminue la durée viae de I'anion
superoxyde @
» La catalase : transforme le peroxyde d’hydrogéi®4) en simple molécule
d’eau
» La glutathion peroxydase (GPx): détruit le peraxyd’hydrogene et les
>

peroxydes lipidiques
Les molécules piégeurs : le glutathion (GSH), Hacurique, les protéines a
groupement thiols, ubiquinone, ....etc.

s Un systeme de défense secondaireomposé d’enzymes protéolytiqgues, des
phospholipases, des ADN endonuclease et ligasendesxyprotéinasgdincemail
et al., 1998)
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IV-3. Les antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'adimks in vivo ont été propose.
Elles incluent le béta caroténe, l'albumine, l'aaidique, les oestrogénes, les polyamines, les
flavonoides, l'acide ascorbique, les composésgingmes, la vitamine E...etc. Elles peuvent
stabiliser les membranes en diminuant leur peritigabt elles ont également une capacité
de lier les acides gras libré&Svoboda et Hampson, 1999)

La vitamine E est un antioxydant important qui protége les tedlucontre les
dommages associés aux radicaux limepar conséquent, prolonge la vie cellulaire &ut
ralentissant le processus de VvieilissemgMaydani, 2000} et la diminution de
I'athéroscléroséMaydani, 20005. La vitamine E joue un rdle important dans l'agriégatle
la B-amyloide (A3), d'ailleurs, les données cliniques ont prouvé lgaepatients d'Alzheimer
obtiennent des avantages remarquables au traitgraefd vitamine EPieroni et al., 2002)

Il a été déterminé que la vitamine E naturellenisle étre deux fois plus biodisponible que la
vitamine E synthétiquéBurton et al., 1998) La vitamine E est rencontrée surtout dans les
huiles végétales, les noix et les germes de disans@negVansant, 2004)

Les Caroténoidessont une classe de composés phytochimiques trpsrtamte,
trouvés dans les légumes et fruits, également denkit, empéchent les dommages
génetiques, protégent contre les dommages oxydamtaugmentant le métabolisme de
désintoxication, empéchent I'expression des oncegienaugmentent [I'activité de
communication des gap jonctions.

Les exemples de caroténoides, incluent l'alphatene, béta caroténe, lycopéne,
phytofluene, phytoene, Iutéine, neoxanthine, vitdkane, anthéraxanthine, alpha
cryptoxanthine et béta cryptoxanthine. Leur strectpolyene leur permet d’absorber la
lumiére et de neutraliser 'oxygene singulet. Cetiaine polyéne, par mécanisme d’addition,
permet l'incorporation des espéces réactives oicaad libres et de ce fait ralentir leur
propagation. Les caroténoides sont impliqués danprévention de nombreux types de
cancer ; cancer de la prostate ; cancer du poyhiale, 2003)

La vitamine C est largement répandue dans les frQitansant, 2004) L'influence
sur les dégats protéiques a été examinée dans tddsséd’apports de suppléments,
principalement sur des modeéles de rats et il y gumliques essais chez I'homme. De fagon
intéressante, de supplémenter des volontaires paimdant 5 semaines avec de la vitamine C
n'a aucun effet. Cependant, apres 10 et 15 semdaésitement, les taux de carbonyles ont
été significativement abaisséGarty et al., 2000) Ceci suggere que les autres études, qui
n'ont pas reussi a trouver une influence de I'apper suppléments antioxydants, devraient
étre prolongées sur une plus longue durée. L'app®mrsuppléments de vitamine C prévient
eégalement des dégats oxydatifs sur les protéirmestipar la fumée de cigarett@zanda et
al., 1999) Des études animales avec [ghearotene(Sarkar et al., 1995)et de l'acidea-
lipoique (Cakatay et al., 2000pnt aussi démontré gu’ils empéchaient les dégatsigues.

L'acide alpha-lipoique; lorsqu’il fut isolé il y a cinquante ans, I'aci@éphalipoique
fut identifié comme vitamine. Il a depuis été resé comme antioxydant et peut piéger les
radicaux libres aux niveaux intracellulaire et eg#llulaire. Du fait qu’il est aussi bien
liposoluble qu’hydrosoluble, il peut accéder a ésutes parties de nos cellul@®acker,
1995) L’acide lipoique réduit la glycation et favorise tl@nsfert du glucose sanguin aux
cellules en stimulant I'activité insuliniq&ahler et al., 1993)

28



La prise decomposés phénoliquea été largement rapportée pour protéger contre le
développement de maladies coronariennes. De nos#gsqueuves existent montrant que les
composes phénoliques peuvent prévenir I'oxydatemldL (Meyer et al., 1997)

Des flavanols (catéchine, flavan-3-ols), un groupportant de polyphenols de thé,
en une grande partie existent sous forme d'estirgyallate, sont considérés par beaucoup
comme responsable des effets anticarcinogeniqu@éwert dont les principaux sont, (-)-
epigallocatechine et ses esters gallate, et a ndeigse (-)-epicatechine et ses esters gallate et
(-)-catechingBasu et al., 1999)

Des études en laboratoire présentées a une rédaibdmerican Chemical Society en
septembre 1997 ont démontré que le gallate d'dpgEchine était 100 fois plus efficace
que la vitamine C et 25 fois plus efficace que ilamaine E pour neutraliser les radicaux
libres. La recherche semble indiquer que cettesparse antioxydante pourrait jouer un role
dans le maintien de 'immunité humaine. Dans lereatiétudes menées sur des animaux au
Japon au début des années 1990, ont constaté sjp®ligghénols du thé vert augmentent
I'activité des macrophages, des lymphocytes B, Igegphocytes T et des cellules tueuses
naturelles. Toutes ces cellules sont des globldess(Hegarty, 2000)

Serafini et al. (2000 ont trouvé qu’a la fois le thé noir et le thétv&aient capables
d’inhiber l'oxydation des LDL,Mcanlis et al. (1998 ont échoué a trouver un effet
significatif.

Ohran et al. (1999)ont examiné plusieurs composés naturels et sygtiest sur des
cataractes induites par du sélénite chez le raipemontré que du dicloferae (60 %), de la
vitamine C (58 %) et de la quercétine (40 %) soatqrteurs.

Il semble que la capacité antioxydante d’un flavdealépend de son affinité pour les
radicaux libres et donc de sa structure : la presee deux hydroxyles en ortho sur le noyau
B, la conjugaison du noyau B au groupe oxo en 4laidouble liaison en 2,3 sont des
éléments favorablg8runeton, 1993)

Certaineshuiles volatiles et leurs composants sont cytostatiques aux lgyrdse
cellules de tumeur et peuvent offrir le potentieinme agents antiprolifératifs. L'examen des
huiles volatiles dé’elargonium sp. Monarda citriodora var. citriodgrMyristica fragrans
Origanum vulgare ssp. hirturat Thymus vulgarigour leur effet antioxydant en utilisant le
test a l'acide thiobarbiturique (TBA) a montré umaion hépatoprotéctricéSvoboda et
Hampson, 1999)

De récentes études ont suggéré que des supplégigeautritionnels (GN), jouant
un role au niveau de la communication cellulairedetla fonction immunitaire, ont des
propriétés antioxydantes a la famsvitro etin vivo. Des cellules de foie de rat, cultivées dans
un milieu de culture contenant des suppléments @it permis de mettre en évidence des
niveaux plus élevés de glutathion réduit que dassagllules témoins, démontrant ainsi une
protection antioxydante accr(@oyd et al., 2003)
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V- Les plantes médicinales sélectionnées

V-1. Lavandula stoechas L

e Présentation et description
Le nom Lavande dérive du latin " lavare ", qui #ignaver (Chu et Kemper, 2001)

Appartenant a la famille des Labigé®rnandez, 2003)

Nom arabe ila<)

Classification

Regne: Plantes

Sous régne: plantes vasculaires
Embrenchement: Spermaphytes

Embrenchement: Angiospermes

Classe: Dicotyledones
Sous classe : Dialypétales
Ordre: Lamiales (Labiales)
Famille: Lamiaceae
Genre: Lavandula
Espece : Lavandula stoechals.
(Quezel et Santa, 1963) et Lo vt e Coom o ot

Le genrelLavandula se compose d'environ 28 especes, qui sont danmdupeart
d'origine méditerranéenn@Barrett, 1996; Maganga, 2004) Lavandula est un sous-
arbrisseau a tige et feuilles persistantes, jushjugtre de longueur, étroit, vert pale, peuvent
s'étendre du gris bleuatre profond au vert a pale, fleurs de couleur bleu — violet. D’autres
variétés sont a fleurs blanche et rose. L'enserdbldéa plante trés aromatique comprenant
fleurs et feuillegAllaby, 1992 ; Chu et Kemper, 2001)

Plusieurs especes se développent a I'état sawaye le sol rocheux de I'Europe:
L'Espagne, Portugal, la France, ... etc. dansrigfé, Russie, la Turquie, le Pakistan et
I'Inde. Actuellement, sont cultives dans le sallcaire des pays méditerranéens aussi bien
que d'autres régions, particulierement la Bulgatides pays de l'ancienne Yougoslavie
(Wiesenfeld, 1999; Chu et Kemper, 2001)

L. stoechasgst une plante tendre, qui préfere les endrosleitiés et les sols riches,
les tiges étroites sont quadrangulaires a feudgmsées, tendent a étre plus vertes que grises,
a son extrémité une inflorescence terminé par updbde longues bractées violett€su et
Kemper, 2001) Largement distribué dans les iles canari, Islagida travers tout le tell
méditerranéen, I'Afrique du Nord, Sud West de IBAgAfrique tropical avec une disjonction
vers I'Inde(Quezel et Santa, 1963; Upson et al., 2000)
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e Composition chimigue
Selon Ferreres et al. (1986) ; Lawrence (1996) ; Mastelic et Kustrak (1997) les
constituants chimiques potentiellement adalifisgenred_avandulasont :

» Monoterpenes a-pinene B-pinene -ocimene, camphre, limonene, p-cymene,
sabinene, terpinene

» Monoterpene alcools:o -terpineol, borneol, lavandulol, linalool, p-cym8&rol,
transpivocarveol

» Monoterpene aldéhydes: aldéhyde de cumin

» Monoterpene ethers: 1,8-cineole

» Monoterpene esters: acetate de linalyl, acetatergenyl

» Monoterpene cetones: carvone, coumarine, crypttarehone, methylheptenone, n-
octanone, nopinone, p-methylacetophenone

> Benzenoides: eugenol, coumarine, carvacrol, acidelroycinnamique, acide

rosmarinique, thymol
» Sesquiterpenes: caryophyllene, oxide de caryophg/tephotosantanoly-santalal,
o-norsantalenone
» Traces de nombreux autres composeés, tels que tiaem

Lavandula stoechasL ou spanish lavender renferme comme composés
phytochimiques : alpha pinéne, béta pinéne, bétalssme, borneol, camphre, caryophyllene,
coumarine, geraniol, limonene, linalol, luteolink8-cineole, acide rosmarinique, tannin,
umbelliferone, acide ursoliqu@siyok et al., 2004) Le tableau 05: donne la composition
chimique de I'huile essentielle de quelques espéedsavande.

Lavandulade la Turquie possede un rendement en huile éskerde 1.33%, de
chémotype pulegone (40.37%) et avec comme autresnpa@ses majoritaire ;
hexahydrothymol (menthol) (18.09%) et menthoneq1%)(Goren et al., 2002)

L’huile essentielle de différentes populations gioétigues deéavandulade la Grece,
analysées au stade de pleine floraisoroepinene, fenchone, camphre et acetate de myrtenyl
comme principaux constituants avec une variatiengjtative considérable entre les
différentes populations, trois d'entre elles éthntype fenchone/camphre et une de type 1,8-
cineole/fenchone et que la variation de la commusiguantitative en huile essentielle entre
feuilles et les inflorescences étaient eégalemagifsante. Les inflorescences ont plus de
fenchone, acétate de myrtenyloepinene, tandis que les feuilles ont plus de cln@ole et
de camphréSkoula et al., 1996)

En ce qui concerne les flavonoides du gémaneandula,aucune enquéte n'a été encore
entreprise, bien que quelques espéces aient aléedu Les flavonoides identifiés tle
dentata suivant Ferreres et al. (1986) genkwanin (apigénine 7-methyl éther), lutéoline,
apigénine, lutéoline 7-glucoside, apigénine 7-ghide, lutéoline 7-rutinoside, vitexine et
vicenine-2. Les flavonoides principaux de stoechas apigénine 7-glucoside, lutéoline,
lutéoline 7-glucoside et lutéoline 7-glucuronitipson et al., 200Q)
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Tableau 05: Profils aromatique des especes tlavandula(Wiesenfeld, 1999)
Résultats exprimés en pourcentage - Espéce awdgnmpaypique '

Espece angustifolia | dentata | stoechas| lanata | spica | viridis | heterophylla| pinnata| multifida
Composé
alpha-pinene 0.5 1.4 2.1 1.4 0J8 2 0.9 ol1 03
sabinene 0.7 3.6 0.7 08 54 28 15 <0.1
beta-pinene 0.2 5.1 0.4 1.1 12 19 1.3 <0.1 -1
myrcene 2.8 1.2 0.8 1.1 2.p 2.6 0.7 58 2
cymenes* 3.8 0.4 0.7 0.2 0.f 7.5 0.3 0p 0.p
pic multi composé ** 20.5 43.4 20.8| 10.8 | 27.1| 24.9 7.7 2.2 1.2
ocimene 0.5 1.4 0.1 0.9 11 28.2
fenchone 3.4 33 <0.1| -- - 0.4 <0.1
alpha-terpinolene 11 0.8 21 06 0J3 - | 12.8 8.3
linalool 0.5 3 0.6 4.2 2| 147 9.3 0.1
camphre 1.7 2 26.2 39.2| 109 12.4 14 0.1
cetones polycycliques* 15 0.6 -- 19 183 0.5 --
borneol 4.6 1.2 0§ 1.3 <0.1
lavandulol 0.4 16.8
terpineols* 1.4 0.2 0.6 6.7 4.1 0.3
methyl thymyl ether 0.5 3
acetate de linalyl 0.2 -- 1.5
acetate de bornyl 0.4 0.3 0B 06 01 0.3 4+ - -
Acetate de lavandulyl
carvacrol <0.1 --- <0.1 27 12.8
Acetate de neryl/geranyl 0.2 01| 1.3 0.3
caryophyllene 15.9 0.4 0.5 7.2 11 4.3 3.7 2.8
bergamotenes* 1.7 1.2 1p -- 0.]
germacrenes* 1.9 4.3 0.6 2.1 -- 1.4
selinenes* 1.6 0.2 0.9 1.8 1
farnesenes* 1 1.3 0.4 7 3
bisabolenes* 0.5 0.3 0.4 0.p = 0.1 | 136 9.9
cadinenes* 7.1 0.4 0.2 1.p -
selinadiene 4.9
Autres sesquiterpenes 3.5 3.4 0. 3 4.5 8.3 9.4 2
Oxide de caryophyllene 2 0.3 oy o7 01 44 - - -
diterpénes inconnu <0.1 0.% 1p -t -
total sesquiterpenes 35.9 8.5 1.7 12.3 14 156 17.3 25|6 17|12

* somme des isomeéres
** peut inclure béta-phellandrene, cis-ocimenedir@ne, cineole
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e Domaines d’application et Intérét en phytothérapie
La Lavande a été traditionnellement utilisée complente aromatique, culinaire,
décoratif, cosmétique et dans des buts médicifslaganga, 2004)

La Lavande a une longue histoire en usage médjcib@aucoup de variétés sont
cultivées autours du monde mais au moins cing espéifférentes sont employées en
médecine, elle a été employé par les romain etitig€ du nord pour parfumé les bains et
entretenir le linge, I'armé romaine [l'utilisé comna@sinfectant, on dit que les égyptiens
employé la fleur dans le processus de momificati@ams la médecine chinoise traditionnelle,
la Lavande été utilisé pour traiter I'infertilitBinfection,l'angoisse et la fievre. La médecine
arabe I'employé pour les problemes des reins etnmnstomachique. Aujourd’hui, la
Lavande est généralement utilisé dans la prépardes parfums, les savons, les poudres de
talc, les bougies parfumées, I'aromathérapie aessénce est recommandée pour traiter les
dépressions, la fatigue, I'hypertension et stimliggpétit(Chu et Kemper, 2001)

Le genreLavandulafournit plusieurs huiles essentielles importardtd$ndustrie des
parfums WWiesenfeld, 1999) Les espéces communes censées pour avoir uner valeu
médicinale sontLavandula dentatéFrench lavender),. angustifoliaou officianalis ou vera
(garden, English, pink, white, ou true lavender)atifolia ou spica L. intermediaou hybrida
reverchonou hybrida burnamii(lavandin, un hybride dé. angustifoliaet L. latifolia), L.
stoechagqSpanish, Italian, ou fringed lavender),LetdhofarensigArabic lavender)Chu et
Kemper, 2001)

La plante est employée comme expectorant, antispdigoe, carminatif, bon
désinfectant des plaies. L’huile employée commeeédamcontre les affections du colon,
soulager les maux de té&otren et al., 2002) Elle est utilisée dans le cas des brdlures,
dépressions, psoriasis, probleme dermi@siyok et al., 2004) posséde des propriétés
antimicrobiennes et anti-carcinogend§&oren et al.,, 2002) Sédatif, anxiolytique,
analgésique, antidépresseur, antioxydant, antsimihatoire et insecticid@Chu et Kemper,
2001)

Les études sur les effets antioxydants de la Ldevamt eu des résultats variables,
mais la plupart soutiennent un rb6le modeste comamtexydant, moins efficace que ce
d'autres membres de la famille de Labiatae. Daersétude suk. angustifolia,aucun des six
types différents d’extraits n’ont montré une ad¢évantioxydante, alors qu’'une autre étudie
signal que la Lavande présente des propriétéoxaatintes. L'essence de la Lavande et deux
de ses constituants chimiques, cineole et bénpiront ralenti le taux normal d'une réaction
chimique d'oxydation en piégeant le radical hydiole méme, un composé phénolique de
L. angustifoliaa empéché la rancidité des huiles vegéi@és et Kemper, 2001)
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V-2. Cistus ladaniferus L
e Présentation et description de I'espéce
Nom arabe Js))

Systématique 1.'1" . Plante séche,
[ ’ \ r

.

Embranchement : Phanérogames

Sous Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Dialypétales

Ordre : Pariétales

Famille : Cistacées

Genre - Cistus Fig. 11: Photo C. [afaniferus de larégion de Sidi M hamed
Espece : Cistus ladaniferus L

(Janot, 1965)

Cistaceae est une famille intermédiaire des admiss et sous arbrisseaux, c’est des
herbes qui sont caractéristigues des habitats ee@nsoleillés(Proctor, 1978) Il est
composé de 7 genre€istus Fumana Halimium Tuberarig HelianthemumHudsonia et
Leched avec un total d'environ 175 especes. La didiohule la famille est principalement
dans les zones tempérée du nord, particulierenhamt la région de la méditerranée (100
especes) et plus spécifiqguement dans l'ouest,ldael et le littorale. En particulier, toutes
les espéces des 4 premiers genres, mentionnéssstisde sont distribuées, presque
exclusivement dans le bassin méditerranéen, ajpyteesque la moitié des 110 especes de
Helianthemumsont également trouvées principalement dans lditenéanée(Quezel et
Santa, 1963; Thanos et al., 1992)Le genreCistuscomprend 16 especes, particulierement
prédominantes dans la méditerraii€alavera et al., 1993) L’especeCistus ladaniferusest
répandue dans le Portugal, I'Espagne, I'ltaliel A&ique du Nord (Algérie, Maroc) mais en
France, seulement trouvée dans le massif d'EgMelotti et al., 1997).

Cistus ladaniferugst un arbrisseau aromatique, de 1 a 2 métresijlke$evertes a la
partie supérieure, blanchatres a I'intérieur, ptame ondulées, glabres luisantes, couvertes par
des glandes sécrétrices d’'une résine brunatrefléas blanches jaunatres, apparaissant en
juin et ne durent que quelques heures, les fruitd gelus a 10 loges et s’ouvrent par 10
valves(Quezel et Santa, 1963 ; Naves, 1974 ; Bonnier, D9%Kalpotzakis et al., 2001)

e Composition chimigue

SelonNagai et al. (2005) les hydrolysats du pollen de. ladaniferusrenferment :
composés phénoliques environ 10.39 a 14.33 pgéaigxtrait sec, protéines 129.62- 137.35
png/mg de I'extrait en poudre.

L'huile volatile des feuilles contient un certaionmbre de monoterpenes comprenant
le pinéne, le camphéne, le myrcéne, le phellandrene limonéne, le thujone, citral et
géraniol, mais aucun composé ne prédorthoenigs et Guelz, 1974)

34



Le Ciste de Tlemcentgbleau 0§ est de chimiotype Copraborneol/Borneol (12.5/%32
pour ce poussant dans la région de Zarifet et driatype Bornéol/Camphéne (9.14/8.14%)
pour le Ciste de HafifKaid Slimane, 2004)

La plante renferme également divers type de ditejoies " labdane”, qui est la
source de la gomme ladaniKoenigs et Guelz, 1974)
Le Ciste contient des tanning?omponio et al., 2003) des terpenoides, flavonoides
aglycones, glycosides et proanthocyanidifizsmetzos et al., 1994)

De Pascual et al. (19820nt isolé trois nouveau acides diterpeniquesCiktus
ladaniferus 6,8(17) labdadien-15-oique, 7-0x0-8-labden-151eiet @-acetoxy-7-0xo-8-
labden-15-oique acide, beside labdanolique, 6-dkogae,7-hydroxy-8(17)-labden-15-
oique, &-methoxy-labda-15-oique et:$ydroxy-13E)-labden-15-oique acide.

Mariotti et al. (1997) ont analysé I'huile essentielle @stus ladaniferusle Corse
par CPG / RMNYC. Parmi les 45 constituants identifiés, les ppaaix étaient o pinéne
(39%), viridifloral (11.8%), ledol (3.3%) et borngtetate (3.1%).

e Activités biologigues

Le Ciste présente des effets: antifongique, amlivi anti-inflammatoire,
gastroprotecteur, antitumoral et prévention desadies cardiovasculaird®omponio et al.,
2003)

Dans une étude préliminaire réalisé sur les dieatraits duCiste ladaniféerghuile
essentielle, concréte du Ciste, absolue du Cistésatoide de ladanum), I'huile essentielle
était la composante qui manifeste le pouvoir actéréen et antifongique le plus efficace. La
réponse des micro-organismes, differe d'une soadhetre, d'une substance a l'autre et d'une
concentration a l'autre. La classification des bescselon leur sensibilité & I'huile essentielle
du Ciste ladaniferg par référence a une concentration faible (2008@)pgpu moyenne (4000
ppm) montre un gradient de sensibilité croissandeergillus niger(la plus résistante) a
Mucor (la plus sensible) en passant otrytis et Verticillium. L'action inhibitrice des
extraits duCiste ladanifereest due, surtout, a leur composition chimiqueeieh composés
sesquiterpéniques a structure de base labda(ldpadet et al., 1999)

L’étude des propriétés antioxydantes des hydradysasizymatiques du pollende
Cistus ladaniferupréparéspar digestion par I'emploi de trois enzymes (pepdirypsine, et
papaine) a démontré qu’ils possédaient des capaftiteement antioxydantes contre des
especes réactives de l'oxygene. Les hydrolysatsotlan sont bénéfigues non seulement
comme additif dans les aliments diététiques, mgelednent aux patients présentant les
diverses maladies telles que le cancer, les maladadiovasculaires, et le diab@iagai et
al., 2005)

35



Tableau 06: Composants chimiques de I'huile essealie deCistus ladaniferus
(Kaid Slimane, 2004)

Composé Teneurs en %
Zarifet Hafir
Camphene 1.18 8.14
Alpha terpinene 0.51 0.93
para cymene 0.91 1.30
cyclohexanone 2,2,6 trimethyl 7.53 6.81
cineol 0.50 0.71
NI 0.80 0.70
Gamma terpinene 1.00 1.45
NI 0.76 0.73
NI 0.65 0.30
NI 1.00 0.90
NI 0.90 0.45
NI 0.60 0.36
NI 0.80 0.57
NI 0.91 1.06
Trans pinocarveol 1.77 2.43
Menth-3-en-3ol 0.46 0.54
NI 1.31 1.20
borneol 9.32 9.14
NI 0.70 0.50
Terpineol-4 1.83 2.60
NI 0.60 0.45
NI 1.30 0.78
NI 0.42 0.35
NI 0.60 0.41
NI 1.62 0.30
NI 0.47 0.30
NI 0.44 0.45
NI 1.72 1.70
NI 0.76 0.53
Béta gurgunene 0.86 0.92
NI 1.47 1.61
NI 1.71 1.30
Gamma cadinene 0.63 0.77
NI 1.44 1.40
Delta cadinene 7.17 7.51
NI 0.51 0.53
NI 1.22 1.24
NI 1.62 0.60
Oxyde de caryophyllene 2.11 1.81
NI 1.45 1.37
Copraborneol 12.50 7.96
Epi cubenol 2.40 2.04
Trans cadinol 0.46 0.31
NI 0.80 0.67
Béta eudesmol 1.90 0.30
NI 1.52 0.53
NI 1.10 0.24




V-3. Crataegus oxyacantha L

e Présentation et description de la plante

Aubépine Crataegus oxyacantha)

Epine blanche, épine de mai.

(Du latin «alba» blanche, et «spina» : épine)
(Fernandez, 2003)

Nom arabes gl (ne
Classification:

Regne: Plantes
Sous régne: Plantes vasculaires Flante séche
Embranchement: Spermaphytes

Sous-embranchement: Angiospermes

Classe: Dicotyledones

Sous classe: Rosidae

Ordre: Rosales

Famllle' Rosaceae Flg 13: Photo & oxpacantha I de la région
Genre: Crataegus L delCionle o

Espece: Crataegus oxyacantha

(Quezel et Santa, 1963)

Crataegus laevigat§poiret) (=C. oxyacanthd.., C. oxyacanthoide$huill. C oxyacantha L
ssp polygala LevC. oxyacanthoide$huill, et Mespilus oxyacanthéGartn) CrantzfFong et
Bauman, 2002)

Il'y a plus de 1000 especes et hybrides difféeratgsCrataeguslians le monde entier.
Les deux espéces le plus fréequemment utilisédsataegus monogynat C. oxyacantha
Médicalement, elles partagent beaucoup de caistajées semblablegDavies, 2000;
Grieve, 1931)

Le nom botaniqu€rataegusa ses origines dgrec: kratos qui signifie la " dureté "
ou la " force " (du bois). Le nom de l'espéce peavi également de la langue grecque:
oxyacantha- oxus signifie" pointu”, acanthasignifie une "épine"(Davies, 2000; Grieve,
1931)

L'Aubépine,Crataegus oxyacanthayrbuste trouvé dans I'ensemble de I'Eurdpase
et Treadway, 1999)dans I'Algérie sauf les hauts plategi@uezel et Santa, 1963)de 3a 5
metres ; peut atteindre 10 met(Bemecz, 2001 )fait parti des RosacééBSernandez, 2003)
arbuste épineux, commun dans presque toutes less zempérées de I'hémisphére nord
(Bruneton, 1993)y compris des régions de I'Amérique du Nord, Aeérique du Sud, I'Est
de I'Asie et de I'Europ@izarro, 1966; Bruneton, 1995)
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Les feuilles d’'un vert brillant ont 3-5 lobes obtpsu profonds. Les fleurs, blanches se
développent et fleurissent a partir du mois dlasrijuin (Nemecz, 2001) groupées en
corymbes rameux, ont 5 sépales triangulaires, alggtblancs, un androcée de 15-20
étamines insérées sur le bord d’'un réceptacle Vettr2-3 carpelle. Les pédoncules floraux et
les sépales sont glabres, les étamines ont degrastiouges et 'on démontre habituellement
2-3 styles, le fruit rouge foncé, globuleux oupabide(Tutin, 1976; Nemecz, 2001) En
poudre, le matériel végétal est d’'une couleur yaunatre (European pharmacopoeia,
2000)

e Composition
Principes actifs : pigments flavoniques, aminesivéé terpéniques, histamine, tannin,
vitamine C(Fernandez, 2003)

la drogue renferme des amines aromatiques, une traaile essentielle, les majeurs
constituants chimiques sont les flavonoides (1-2e%les proanthocyanidines (2-3 %), on
rencontre de la rutine, hyperoside, vitexine, vitex2" rhamnoside, acetylvitexine-2"
rhamnoside. Des flavonols glycosides dans linBosnce essentiellement hyperoside,
spiraeroside et rutine sont présents. Dans ledldguides oligomeres procyanidines, (-)-
épicatechine et/ou (+)- catéchine, des acides phdnoide chlorogenique, acide caféique).
Les constituants non phénoliques sont les tritaxpgrentacycliques comme I'acide ursolique,
I'acide oleanolique et son dérivé lenZRydroxy connu sous le nom de l'acide crataegolique
sont parmi les composeés caractéristiqiseaneton, 1993; Fong et Bauman, 2002)

Les flavonoides et les oligomeres procyanidiqued sartout dans les feuilles et les
fleurs, cependant, ils sont plus faible dans legdr. environ 0.1-0.5% flavonoides, ainsi la
vitexine et la vitexine 2"- rhamnoside ne sont présju’a I'état de tracg®Vichtl et Anton,
1999) Svedstrom et al. (2002pnt identifié deux oligoméres procyanidindig.(14) ; un
trimére @): epicatechine-@—8)-epicatechine-(@—6)-epicatechine et un pentamere
(b) constitué d’unités (-)-epicatechine liées parladgsons C-43/C-8

OH | EC | EC
: @ OH  lap-8 4p->8
Dﬂmﬂ“ il EC I-1v{ EC | 4f->8
i/ 4f->6 4p->8
o OH Il EC VEC
EC=(-]-epicatechin a B

Fig. 14: Oligomeres procyanidines (Svedstrom et al2002).

D’aprésRose et Treadway (1999)les constituants thérapeutiques principaux qti on
été isolés de l'aubépine sont des flavonoides ®tpdecyanidines. D'autres constituants
incluent la catéchine, les triterpénoides, les excidcarboxyliques aromatiques, les dérivés
aminés et de purine, et divers autres composéteraur en flavonoides de la drogue brute
est approximativement 1% pour les feuilles etrBemais seulement environ 0,1% pour les
baies. La teneur des procyanidines oligomeres enfeuilles et les fleurs est environ 1-
3%.
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e Les activités biologigques

Seulement vers la fin de 1800, que les médecingpéens commencerent a
expérimenter l'aubépine comme médicalement pour nedadies cardiovasculaires, en
utilisant seulement l'aubépine blanche pour des hérapeutiquegRose et Treadway,
1999) Les fruits et feuilles de Il'aubépine ont étésidérés comme bons remedes pour les
douleurs de [l'appareil digestif et urinairRose et Treadway, 1999 Elle est
antispasmodique, astringent, diurétique, fébrifinypotensive, sédati&ernandez, 2003)

L’'aubépine renforce la contraction du myocar@&uenwald et al., 1998) Les
extraits Procyanidines de l'aubépine aident airédies niveaux de cholestérol et a diminuer
la taille des plagues athérosclérotique. Cett@madst le résultat de la capacité de lI'aubépine a
maintenir l'intégrité de la matrice (collagene) gewois des vaisseaux, les rendant plus
résistants, ce qui peut aider a empécher le dépetoent et la progression de la plague
athérosclérotiquéRose et Treadway, 1999) es procyanidines oligomeres sont responsables
desactionscardiaques deCrataegus lls augmentent l'utilisation de I'oxygene pacéeur et
aident le métabolise enzymatig(izavies, 2000)

Selon les études dgun et al.(2002), les extraits d€rataegus oxyacanthant montré
des effets cardioprotécteurs via I'activité de pirélgs radicaux et d’inhiber I'élastase. Dans
une autre étude sur 'homme, comprenant 30 volme#ai diagnostiquésen tant que
hyperlipidémiques, aprés 1 mois de consommationulédine, les niveaux moyens de
cholestérol ont diminué de 7,31 + 1,04 mmol/l &9 + 1,56 mmol/l (P < 0,001) et les
niveaux de triglycéride du sérum ont diminué de31,% 0,92 au 1,75 * 0,96 mmol/l
(Zapatero, 1999) La teinture d&Crataegusempéche également I'accumulation du cholestérol
dans le foie en augmentant la dégradation de stéot# en acides biliaires et simultanément
par suppression de la biosynthése du cholegt@ependran et al., 1996)

Les proanthocyanidines favorisent la relaxation lat dilatation des arteres
coronariennes, de ce fait augmentent l'irrigatiand@aque. Ills sont aussi trés antioxydants,
stoppent ou diminuent la détérioration des vaisssanguingChevallier, 1996)

Les Amines cardiotoniques: triméthylamine ; danss Ifleurs seulement,
phénylalanine et tyramine, permettent une meilleaneulation, réduisent I'nypertension, et
donc maintiennent I'équilibre cardiagiavies, 2000)

Les Acides phénoliques ; acide crategolique, acitlique, acide tartrique, acide
chlorogénique et I'acide triterpénique augmenteri&eorisent I'écoulement du sang. L’acide
citrique équilibre les niveaux de l'acidité du cerfavorise également la fonction digestive en
augmentant la production de b{@avies, 2000)

La racine, feuille et fleur d€rataeguscontiennent tous des composés cardioactifs

(McGuffin, 1997), les extraits d€rataegusont montré une basse toxicité, avec un LD 50 de
25mg/kg (Ammon et Handel, 1981)
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V-4. Smyrnium olusatrum L

e Présentation et description de la plante

Nom commun :

Maceron, grande ache, persil de cheval, gros pgdlacédoine

Le nom arabe bl

Nom espagnol Apio caballar
Classification :

Regne: Plantes

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotyledones
Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Smyrnium

Espece : Smyrnium olusatrurh.

(Quezel et Santa, 1963)

Le Maceron,Smyrnium olisatrum L.encore appelé persil de Macédoine, est une
plante de la famille des Ombelliféres qui vit datésauvage en Europe méridion@athon,
1986) dans le sud et l'ouest, particulierement dans descteurs des cotes des files
britanniques, la région méditerranéenne et s'éenGaucase et les iles Canaridsl{eken
et al., 1998 et dans toute I'AlgériéQuezel et Santa, 1963)

Cultivé, en France, dans les jardins des monastirees chateaux pendant quinze
siécles, du début de I'ére chrétienne au X¥ikcle(Mathon, 1986) les tiges cuites et les
jeunes pousses aussi bien que les racines cruesites étaient consommé en tant que
legumegMolleken et al., 1998) en plus le Maceron était consommeé pour sa rdainerisée
a la maniere de la carotte ou pour sa feuille, dentomme ayant des propriétés
antiscorbutiqueéMathon, 1986)

L’herbe était cultivée donc partout dans I'Eurdp®lleken et al., 1998) La fin du
XVII ¢ siécle marque le déclin du Maceron, auquel lericéle substituera définitivement.
Aujourd'hui, aucune forme cultivée de Maceron sexMathon, 1986.

C'est une plante herbacée bisannuelle, a tige regsae, creuse a l'intérieur, cannelée
longitudinalement, qui peut atteindre 1,5 m de haus feuilles, opposées, de couleur vert
clair, relativement de grande taille, sont compssadolioles larges et dentelées. Celles de la
base sont complétement divisées trois fois. Ledldsisupérieures n'ont que trois folioles. La
racine, charnue, est du type pivotant. Les fleuest jaunatre, sont groupées en ombelles
composees, a involucre peu développé. Les fruitgd-&mm de long et a maturité sont noirs.
Période de floraison: avril a juillet. Fruit esttiype: akendJulve, 1998)
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L’hethbe séche aver graines

Fig. 15: Photo deS. olusatrumde la région deOum el Alou

e Composition chimique

Concernant la phytochimie de S. olusatrum, lesstgfefeuilles ont été étudiées pour
leur contenu en flavonoides et acides phénoliques.sesquiterpenes de la racine identifié
sont germacrone, isofuranogermacrene, furanodieglechomafurane, composé C18
acetylenique, 1(10)-epoxygermacrone et furanoeréih@pone. Ce dans les fruits sont: le
glechomafuran, furanodiene d-acetoxyfurano-4(15)-eudesmefMolleken et al., 1998)

L’étude phytochimique réalisé pitdlleken et al. (1998)sur les différentes parties de
la plante a révélé les résultats suivarabléau 07 : les huiles de la racine se composent de
49.54% sesquiterpenes oxygénés, la plupart sontfulesmosesquiterpenes, 40.21% de
monoterpenes hydrocarbones, dfsghellandrene et limonene constituants principaveca
de quantités mineurs de myrcede-carene eti-pinene.
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L’huile de I'herbe renferme 44.74% furanosesqpiee, comportant 34.89%

furanodiene / isofuranogermacrene et 9.52% furamephil-1-one, alors que les
monoterpenes représentent 42.18% de I'huile. Lesmobteopenes majoritaires sonf:
phellandrene, limonene, myrcenede&-carene.
Tableau 07: Composition de I'huile essentielle d@myrnium olusatrum
Selon Mdlleken et al. (1998).
Composés Racines herbeps Composés Racines herpes
a-Pinene 1.07 0.86 | y-Muurolene 0.05 0.07
a-Thujene 0.07 0.05 | a-Terpineol 0.02 -
Toluene - 0.05| Germacrene D 2.8b 4.43
Camphene - - Acetate de Neryl 0.68 1.12
B-Pinene 0.20 0.14| Bicyclogermacrene 0.04 0,06
Sabinene 0.15 0.18 (E)-Piperitol -
0-3-Carene 1.20 1.74 | Acetate de Geranyl - -
Myrcene 3.69 5.80| d-Cadinene 0.10 0.17
o-Phellandrene 0.85 0.72 | y-Cadinene - 0.09
p-Mentha-1(7),8diene 0.08 0.09 Germacrene A 0.11 -
o-Terpinene 0.03 - Citronellol 0.19 0.38
limonene 11.81 6.62| Cadina-1,4-diene 0.04 0,09
B-Phellandrene 20.35 | 24.92| Myrtenol - -
(2)-p-Ocimene - - Acetate de 2-Phenylethyl - -
y-Terpinene 0.09 0.07 | Germacrene B 1.49 1.24
(E)- B-Ocimene 0.20 0.23| (E)-Carveol - -
p-Cimene 0.33 0.67| p-cymene-8-ol - -
Terpinolene 0.09 0.09] Isofuranogermacrene 20.51 | 20.51
1-Octen-3-yl acetate - - Furanodiene 17.13 | 17.13
(E)-Sabinene hydraté 0.03 - T-Cadinol - -
o-Copaene 0.04 0.07 | T-Muurolol - -
Benzaldehyde} Bourborene 0.06 0.1Q B-Elemenone 0.27 0.27
Linalool - - Docosane - -
(E)-p-Menth-2-en-1-ol 0.06 0.07 Elemicine 0.34 0.34
acetate de Bornyl 0.0471 - | a-Cadinol 0.15 0.06
B-Elemene 0.73 0.79 Germacrone 0.18d -
B-Caryophyllene 0.26 0.47  Tricosane 0.14 0.26
Terpinene-4-ol - - Tetracosane - -
Myrtenal/(Z2)-p-Menth-2-en-| 0.04 0.05 | Pentacosane - 0.06
1-ol
y-Elemene 0.31 0.27 | Phytol 0.30 0.55
Acetate de Citronellyl 0.32 0.46 Furano-4(15)-endes-1- - -
one
a-Humulene 0.08 0.11 | Furanoeremophil-1-one 10.83 9.52
alcool Furfuryl 0.15 0.31| [tAcetoxyfurano-4(15) 0.19 0.13
eudesmene
(E)-Verbenol - - B-Acetoxyfurano-3 0.33 0.14
eudesmene
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I- Matériel végétal
I-1. Récolte des plantes

Les plantes ont été récoltées durant la périodatatiu mois de novembre 2004 jusqu’au
juin 2005, de trois stations de la wilaya de Tlem@&lgérie) fig. 16).

- Lavandula stoechasrécolté de la région d&in fezza

- Smyrnium olusatrumrégionOum el Alou

- Cistus ladaniferus région de SidM’hammed(station de Honaine).

- Crataegus oxyacantharégion deDum el Alou
Les situations géographiques de ces stations figdiens ldableau 08.

Tableau 08 Situation géographique des stations de récolte.

Région Altitude | Latitude | Longitude Etage bioclimatique
OumelAlou | 1022m 34°49'N 1°16'W  Semi-aridaaels tempére
Ain fezza 1000m 34°50'N 1°17'W Semi-arideviels tempére
Sidi M'hammed| 380 m | 35°05'N 1°27'W | Semi-aride a hivers frais

I-2. Conservation

Les plantes, fraichement récoltées, sont lavédaisstees sécher a 'ombre dans un
endroit sec et aéré. Devenues seches, les pditiedas (tableau 09) sont récupérées dans des
sacs propres. Notant qu’avant le lavage, une oertgiiantité des plantes sont récupérées pour
la mesure du taux d’humidité.

Tableau 09 Organes végétaux destinés pour I'extraction.

L’espéce végétale Les parties étudiées

Lavandula stoechas Les feuilles
Cistus ladaniferus Les feuilles
Crataegus oxyacantha Les feuilles

Les boutons floraux
Les fleurs

Smyrnium olusatrum La partie aérienne :
Les feuilles
Les fleurs
Les tiges

I-3. Détermination de I'lhumidité

Le contenu en humidité des plantes a été déterpainie procédé de séchage a I'étuve
(Twidwell et al., 2002 ; Simpson, 1999)
Considérons ;

a— Poids de I'échantillon "plante fraiche".

B— poids de I'échantillon "plante séche".

H% — taux d’humidité exprimé en pourcentage.

H% = (poidsa - poidsp) / poidsa x 100
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Fig. 16: Carte géographique de la région de Tlemcen
montrant les trois stations de récolte.

Station de récolte ,



Pour plusieurs mesures, on calcule 'humidité magen

n n n
H%(moy.) =[X a;i -Y. Bil/ > 0i X 100
i=1 i=1 i=1
Ou
| H%(moy.) = H% + H% +.......... +H% /n|
i=1,.........n. n : nombre d’échantillon..

Moy. : Moyenne.
H1% : humidité de I'échantillotyve 1
H1% : humidité de I'échantilloye 2

H % : humidité de I'échantillotVe n
n: nombre total des échantillon.

II- Les huiles essentielles
II- 1. Procédé d’extraction

L’extraction de I'huile essentielle a été effectypae hydrodistillation pour la Lavande,
le Ciste et entrainement a la vapeur posrte/rnium

- Hydrodistillation: 100g de plante seche est introduite dans uorball3 cols ou fiole
de deux litres, imprégné d’eau distillée, 'enseendst porté a ébullition pendant 2 a 3 heures.
Les vapeurs chargées d’huile ; en traversant uigégant se condensent et chutent dans une
ampoule a décanter, I'eau et I'huile se séparentlifi@rence de densitdig. 17).

- Entrainement a la vapeub00g de matériel végétal sec est placeé sur tle, gjui
surmente I'eau en ébullition, les vapeurs ; enetrsant la plante font éclater les cellules et
entrainent avec elles I'huile. Aprés condensatipliqeéfaction, I'huile surmente I'eau dans
I'ampoule de décantatioffig. 18).

L’huile séparée de I'eau aromatique est déshydrptecongélation et/ou par le
sulfate de sodium (N&Q,), et conservée a + 5°C.

Vu le rendement tres faible, on a arrété I'extactd’huile avec les deux plantes: C.
oxyacantheatS. olusatrum

II- 2. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rappudrede poids de 'huile extraite et le
poids de la plante a trait€Carré, 1953) Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé
par la formule suivante

| E=FPp/Pa .';l[l]|

R : Rendemernt de Ulnidle en %
Ou Pr:poids de Uhdle eng

Pa:poids de laplante en g
R=[zPs/¥ Pa] x100|
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[I- 3. Mesure de la densité

La densité relative de I'huile essentielle estdport de la masse d’'un certain volume
de 'huile a 20°C et la masse d'un égal volumé&eta distillée a 20°GAFNOR , 1992)

Fig. 17: Montage d’hydrodistillation employé
pour I'extraction de I'huile essentielle.
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Fig. 18: Schéma du dispositif de I'entrainement &alvapeur
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Il- 4. Analyse de la composition chimique de I'hui essentielle par CPG/RMN=C

Les analyses de la composition chimique de nos$iiksentielles ont été réalisées
par chromatographie en phase gazeuse coupléepidr@nétrie de résonance magnétique
nucléaire pour la détermination de leur compositaimique et l'identification de leur
chimiotype

lI- 4-1. Principe de la CPG/RMN

En chromatographie en phase gazeuse (CPG), I'dbbiardst vaporisé et injecté au
sommet de la colonne, I'élution est assurée pdiuxnde gaz inerte qui sert de phase mobile
(Laverdiere et al., 1999)

Le principe de séparation repose sur une différelecegpartition des composés d'un
mélange entre deux phases, la phase mobile et daephtationnaire (imprégné dans la
colonne). Les composants du mélange injecté dgaoslbnne et poussé dans celle-ci par le
gaz vecteur interagissent difféeremment avec lag@ktaionnaire et de ce fait leur progression
dans la colonne ne se fera pas a la méme vitessph&éhomene d'interaction provoque ainsi
la séparation des constituants du mélange. Unmgstie détection adéquate en sortie de
colonne permet de créer un signal qui est enrégistous forme de "pics
chromatographiques”.

La RMN du proton du carbone®*C-RMN) permet d'aboutir & la détermination
complete des structures avec en particulier l@stdimie des liaisons entre atonfeafont,
2002)

lI- 4-2. Conditions opératoires

Analyse par CPG

Les analyses ont été faites a I'aide d’'un chronrajiye Perkin ElImer Autosystem,
équipé d’'un injecteur diviseur, de deux colonngslizdres (50 x 0,22 mm d.i.; épaisseur du
film: 0,25 mm), polaire (BP20), polyéthylene glycett apolaire (BP1, diméthylsiloxane) et
de deux détecteurs a ionisation de flamme.

Les conditions opératoires sont les suivantesvgateur: Hélium, pression en téte de
colonne: 20psi, programmation de température: d& BB0°C a 2°C/min avec un palier de 20
min a 220°C, température de l'injecteur: 250°@pérature des détecteurs: 250°C, injection:
mode split.

Analyse par RMN-13C

Les spectres de RMN ont été enregistrés sur unraipfuker4d00 MHz, équipé
d’'une sonde de 5 mm opérant a 100 MHz pour le cetd@, dans le chloroforme deutérié.
Les déplacements chimiques sont des donnés en @ppar rapport au TMS pris comme
référence interne.

Les spectres RMN du carbone-13 ont été enregisivés les parameétres suivants:
durée de I'impulsion (PW): 2,8 [ou Jus] (angle d’'impulsion 45°); temps d’acquisition34,
correspondant a une acquisition de 32 K avec ugeua spectrale (SW) de 12 500Hz (250
ppm), Les données du signal de précession libré maittipliées avant la transformée de
Fourrier par une fonction exponentielle (LB = 1HE)analyse d’'un mélange est menée sur
échantillon de 70 mg [ou 200 mg] dilué dans 0,5eCDCE.
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I1l- les flavonoides

I1l- 1. Protocole d’extraction

On a employé les solutions méthanoliques pourréetion des flavonoides, méthode

décrite patdpson et al. (1999)qu’on a modifié au laboratoir&ig. 19).

pour 1g de plante seche rendu en poudre placéutarécipient en verre (fiole, erlen
ou bécher), couvert de 20 ml de MeOH aqueux 7098)(7

le tout est chauffé a 70°C pendant 5 minutes (mEdué tue le tissu végétal,
empéchant I'oxydation ou I'hydrolyse enzymatique).

I’échantillon est laissé macérer durant une nuitf@ures).

apres une premiére filtration sur papier filtre589, 13 cm de diametre,

Le filtrat est évaporé sous vide a sec en utilisamtRotavapeur laborota 4000-
efficient, a la température de 45-50°C.

L’extrait sec destiné au test microbiologique &stupéré avec le DMSO (notant ici
gue la quantité de départ de la plante sous fomngoddre mise a I'extraction est de
100g et que I'extrait sec résultant est solubitiggs 5ml de dimethyl sulfoxyde).

Pour les analyses CCM le résidu sec est repris ameminimum de méthanol 95°,
Subi une filtration sous vide sur filtre No DS024®845, 47mm de diametre et de
porosité 0.45um.

L’extrait sec en solution est conservé a +5°C.

I1I- 2. Détermination du rendement

Le Poids de I'extrait sec est déterminé par laédéfifice entre le poids du ballon plein

et le poids du ballon vide.

Iulatén el wegetal sec broye

LEthannl/Fan »
(70 30, W

"f
Chanffage au bainmarie 4 70°C/ Smin

S&joumernent 24k

-
Filtration

"F
Evaporation a sec (50°C)

——» Réoupération du salvant

-
Eztrait sec contenant 1es flavonoides

Fig. 19: Protocole ' exirac tion des flavvonoides.
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I1I- 3. Mise en évidence des flavonoides

La présence ou I'absence des flavonoides dansttaitgoeut étre mis en évidence par
un test simple et rapide au magnésii¢arumi et al., 2004) Le test consiste a ajouter a un
minimum de volume de I'extrait méthanolique quekjgmuttes de HCI concentré (2N) et
0.5g de Mg. On laisse agir 3 minutes
Lecture des résultatscoloration orange ou rouge, implique la présaetesflavonoides.

[ll- 4. Dosage des polyphenols

Les polyphénols ont été déterminés spectrophonuément par la méthode de Folin
Ciocalteu(Singleton et al., 1999; Heilerova et al., 2003)

On a additionné a 1 ml de I'extrait dilué avec'dau distillée (1:1) 10ml de la solution
de NaCQ;, incubés a 38°C dans un bain marie pendant 1Qtesnensuite 1ml du réactif de
Folin Ciocalteu a été ajouté a I'ensemble, aprémiBites, I'absorbance a été mesuré a
660nm contre un blanc sans extrait.

La quantification des polyphénols a été faite emcfion d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y= ax + b) réalisé par un extrait d’étalwésorcinol" a différentes concentrations
dans les mémes conditions que I'échantillon. Lesultéts sont exprimés en g équivalent
résorcinol par 100g du poids sec de la plante edngo

[1I-5. Dosage des flavonoides

La méthode au AlGI(Lamaison et Carnet, 1990; Huang et al., 20043 été
employée pour la détermination de la teneur t@alavonoides des extraits échantillons.

Un millilitre (Iml) de la solution de I'extrait até& ajoutée a un volume égal d'une
solution de 2% AIGl; 6H,O (2 g dans 100 ml méthanol). Le mélange a égpweusement
agité, et I'absorbance a 367 nm a été lue apranifiies d'incubation.

Une courbe d’étalonnage (y= ax + b) réalisée parcdeéchol a difféerentes
concentrations pratiquée dans les mémes conditipésatoires que les échantillons servira a
la quantification des flavonoides. La teneur endiewides a été exprimé en mg catéchol
équivalent /100g poids sec de la plante).

[1I-6. Analyse de la composition chimique des flamnoides par chromatographie sur
couche mince"CCM"

Principe :

La chromatographie sur couche mince est essentiefie une chromatographie
liquide exécutée sur une couche de particules dubstance polymérisée immobilisée sur un
support planairéYrjonen, 2004).

Méthode :
Les analyses par chromatographie sur couche minteét@ effectuées avec des
plaques de Silicagel G60 ; 0.25mm, sur supportieign verre ; 20/20cm.
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Deux microlitres (2ul) de chaque extrait ainsi qles étalons sont déposés a des
points repéres a 1,5cm du bord inférieur de laydaddn a employé comme éluant un
mélange de BAW(- Bu OH, HOAc, HO « 4: 1: 5 »; v/v), un mélange Acétone/Eau (1 :1;
v/V) et le systéme solvants Chloroforme/Méthanal/E30 :10 : 5 ; v/v).

Apres développement dans une cuve en verre etg&des plaques ont été observées
sous lampe UV a 254 et 366 nm. Les couleurs dets gmb été enregistrées ainsi de méme
pour les Rf.

IV- Tests microbiologiques
IV-1. Les souches testées

Les souches utilisées dans les tests font partiesots groupes de microorganismes
(tableau 10, qui sont des pathogenes et des contaminants.

IV-2. Conservation des souches

Les souches ont été conservées a 5°C dans desstébks contenant 10ml de milieu
de culture incliné (PDA acidifié pour les moisisssirgélose nutritive pour les bactéries et
levures).

IV-3. Les milieux de culture

Suivant les méthodes employés dans l'essai et $etosouches, mous avons utilisé
comme milieux de culture les suivants :

- Gélose Nutritive, Bouillon et Gélose Mueller Itin pour les bactéries,

- Milieu TGEA, Bouillon Nutritif et milieu Saboutal liquide pour les levures,

- Milieu PDA pour les moisissures.
Le milieu PDA a été préparé au laboratoire a bas@amme de terre, les autres milieux,
proviennent du commerce (Prochima).

IV-4. Préparation des précultures
IV-4-1. Précultures des levures et bactéries

Pour la fixation de I'inoculum de départ, on a eoygl une méthode photométrique
(Atwal, 2003)

Pour chaque microorganisme,10 ml de milieu de waltwaichement préparé et
stérilisé (MH pour les bactéries, Bouillon Nutripbur les levures) a été inoculé avec une
colonie prélevé d’une culture de 24 heure , inaiilb@nt la nuit. Apres 18 heures a 20 heures
d’incubation, quelques gouttes de cette culturi2aiéué dans de 'eau distillé stérile pour en
avoir une densité de 0,1.

On admet que cette densité mesurée & 625 nm esakemee a 1 x 1Dcfu/ml, la suspension
d’'inoculum a été ensuite dilué 1 :10 dans de I'distillé stérile a une concentration finale de
1 x10 cfu/ml.
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IV-4-2. Précultures des

Des boites de pétri, contenant le milieu PDA sglioh dépose un disque au centre de

moisissures

chaqgue boite provenant d’une culture pure prépagr@alable. On incube :

48 heures pourh

izopus stolonifer

7 jours pour les autres souches

Tableau 10: La source des souches concernées par tiests.

Les souches

La source

1-Les moisissures

Rhizopus stolonifer

Laboratoire produits naturels (équipe : utilisattas sous-produit

Mucor sp.

agro-alimentaires pour la production de biomasskegtprotéines

Trichoderma sp.

d’organismes unicellulaires et les métabolitesacfilemcen)

Alternaria sp.

(Mr. Moussaoui)

Fusarium sp.

Penicillium sp.

(2]

Aspergillus flavusle
référence (AFR) :
99.4294

Muséum National d’Histoire Naturelle (MNHN)
Paris (France).

2- Les bactéries

E. coli ATCC25922

Laboratoire Antibiotiques, Antifongiques, Physiduiraie,

Staphylococcus aureus
ATCC25923

Synthése et Activité biologique (Tlemcen)

Pseudomonas
aeroginosa
ATCC27853

Escherichia coli (E1):
5044172

Laboratoire de microbiologie de Sidi Bel Abes.

Pseudomonas
aeroginosaP4):
22212004

Laboratoire de microbiologie DB (Tlemcen).

Staphylococcus aureus
(ST1): ATCC 601.

Laboratoire de phytopharmacie, Paris 7 (France)

Listeria monocytogenes
(L11): ATCC 19111

5 Laboratoire de microbiologie DB (Tlemcen)

Enterobacter
cloacea(En) : 1305573

Laboratoire de microbiologie de I'hopital (C.H.U).

Citrobacter sp.

Laboratoire des produits naturels. (Tlemcen)

Proteus mirabilig(Pr) :
0536040

Laboratoire de microbiologie de I'hopital (C.H.U).

Salmonella typh{SL) :
4404540

Laboratoire de microbiologie de I'hopital (C.H.U).

Klebsiella pneumonea
(KL1): 5215773

el aboratoire vétérinaire de Tlemcen (L.V.R.T).

3- Les levures

Candida albicangl44

Laboratoire des produits naturels. (Tlemcen)

Avant les tests, les souches ont subi une séniegiguage pour s’assurer de leur purete.
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IV-5. Les techniques microbiologiques
IV-5-1. Sensibilité des souches vis-a-vis des anthques et des antifongiques
IV-5-1-1. Principe

Le but de la réalisation d'un antibiogramme espdalire la sensibilité d’'un germe a
un ou plusieurs antibiotiques dans une optiqguentisiement thérapeutiqu@urnichon et
Texier, 2003)de méme pour I'antifongigramme, qui consiste arddéteer la sensibilité des
myceétes vis-a-vis d’'un ou plusieurs antifongiques.

IV-5-1-2.Choix des antifongiques et antibiotiques

Le choix des antibiotiques et les antifongiquegedait en fonction de la disponibilité.
Les antibiotigues

- Quinolones :Acide Nalidixique "NA" 30 ug

- Sulfamidesetassociations Sulfaméthoxazole "SXT" 1.25/ 23.75ug

- Macrolides : Spiromycine "SP" 100ug

- Téetracyclines Tétracycline "TE" 30ug

- Macrolides: Erythromycine "E" 15 Ul
Les antifongiques

- Nystatine (Mycostatine)

IV-5-1-3. Méthodes d’étude

Pour les bactéries, on a testé leur sensibilité lpaméthode des disques ou
antibiogramme standar@offin J-N et Leyral, 2001) ainsi, cette méthode a été aussi
appliguée pour les levures.

Pour les moisissures, on a appliqué la méthoddildion effectuée en milieu solide
(Guérin-Faublée et Carret, 1999 ; Burnichon et Texar, 2003)

1-Antibiogramme :

Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes staisdsont les plus utilisées par les
laboratoires de diagnostic. Des disques de papiard, imprégnés des antibiotiques a tester,
sont déposeés a la surface d'un milieu gélosé, ahtemhent ensemencé avec une culture pure
de la souche a étudier. Dés l'application des dsgles antibiotiques diffusent de maniéere
uniforme si bien que leurs concentrations sontrsement proportionnelles a la distance du
disque. Aprés incubation, les disques s'entoureat zenes d'inhibition circulaires
correspondant a une absence de cul@rerin-Faublée et Carret, 1999)

Application: Dans des boites de 9cm de diamétre contendntftiCde culture bactérienne
effectuée a la surface de 10 ml de gélose MH, depids imprégnés d’antibiotique de dose
connues sont appliqués a la surface a des distdéteisninés (3 a 5 disques/boite).les boites
sont incubées a température ambiante pendant 3Gensnite dans une étuve a 37°C pendant
18 a 20 heures. La lecture des résultats se faitapaesure de la zone d’inhibition, qui est
représentée par une auréole formée autours de el@diggue ou aucune croissance n’est
observée. Les valeurs sont comparées avec cellésatencet@bleau 1J).
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Tableau 11: Liste des Antibiotiques et des valeurde références.
Comité Francais de I'antibiogramme 20Q0ffin J-N et Leyral, 2001)

antibiotique sigle classe CCinf | d. CCinf CCsup d.CCsup
pg.mi-1 mm pg.mi-1 mm
Acide NA | Quinolones 8 20 16 15
Nalidixique
Sulfaméthoxazole SXT | Sulfamides 2/38 16 8/152 10
Spiromycine SP macrolides 1 24 4 19
Tétracycline TE| Tétracyclings 4 19 8 17
Erythromycine E macrolides 1 22 4 17

2- Antifongigramme :

En milieu solide, on dépose un disque de mycélauncentre en surface du milieu
PDA, additionné au préalable d’'une concentrationnce de Mycostatine. Les boites sont
incubées a la température de 25 + 2°C.

IV-5-2. Test du pouvoir antimicrobien des huiles esentielles et flavonoides
IV-5-2-1. Test préliminaire

Les méthodes du test que ce soit pour les sule flavonoides ont été choisies
aprés un essai préliminaire étant donné que I'heslienon miscible avec I'eau et que les
flavonoides en fin d’extraction seront récupéréasymesolvant.

On a testé la toxicité de quatre solvants (Méthdgathanol, Tween 80 a 0.05% et le
DMSO) vis-a-vis de la souchighizopus stolonifelUn contréle sans solvant a été réalisé.

IV-5-2-2. Essai antifongique et antimicrobien

L’essai antifongique contre les moisissure a étéméspar la méthode de contact
direct (Mishra et Dubey, 1994; Belghazi et al., 2002)les extraits des flavonoides ont été
solubilisé dans du DMS(Nostro et al., 2000 ; Souza et al., 2003 ; LahloRQ04 ; Veluri et
al., 2004 ; Alam et Mostahar, 2005)

L’essai antibactérien a été réalisé par la méthueddiffusion sur gélosgMurtaza et
al., 1994 ; VelEkovi¢ et al., 2003 ; Alam et Mostahar, 2005).a gélose Mueller Hinton
(Ericson et Sherris, 19713 été employé pour I'essai de la sensibilité déérdntes souches
(Nostro et al., 200Q Rahman et Gul, 2002) Milieu TGEA pour la levur&€€andida albicans

1- Essaiantifongique

Des quantités appropriées de I'extrait naturel léhuessentielle, extrait des
flavonoides) ont été ajoutées au milieu PDA stégihcore liquide pour obtenir différentes
concentrationstébleau 12. Un disque mycélieiMishra et Dubey, 1994; Khallil, 2001),
de diamétre de 6 millimétres pris de la cultusendycéte a été inoculé a chaque boite de
Pétri. PDA sans extrait a servi de témoin.
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Tableau 12:Concentrationsexpérimentées pour I'essai antifongique.

Concentration en pl /20ml PDA| Concentration en % (v/v)*

Les huiles essentielles 4 0.02
10 0.05

20 0.1

40 0.2

100 0.5

Les flavonoides 300 15
500 2.5

700 3.5

v/v : volume de I'huile ou extrait flavonoides/ uate PDA

Le volume de PDA est 20ml/boi{&hallil, 2001; Motiej@inaité et Petulyté, 2004)
les extraits se sont ajoutés au milieu de cultueeté@mpérature de 56 {GSubrahmanyam et
al., 2001) Les souches se sont incubés : 48 heures Rbiropus stolonifer4 jours pour
Mucor ; Alternaria; Trichoderma 7jours pourAspergillus flavus Penicillium et Fusariuma
la température de 25 + 2°C.

Des mesures de diametres des colonies ont étédaiigss la fin d’incubation pour
chaque concentration et extrait. La concentrationimale inhibitrice « CMI » est défini
comme étant la plus basse concentration ou augoissance n’est visible, I'lC50 représente
la dose réduisant de 50% la croissance microbieainsi pour ce dernier parametre I'action
antifongique a été déterminée par la mesure deilliition de la croissance de la colonie
fongique, en utilisant la formule Ebbot(Motiej inaité et Petulyté, 2004):

T:(Dk—Do)/DkX].OO%
Dy : diametre de la colonie mycélienne témoin, en cesttien
D, : diameétre de la colonie mycélienne dans I'expérience

T: taux d’inhibition de la croissance du mycélium eugentage

2- Essai antimicrobien

Test par diffusion sur disque:

Des cultures pures développées durant une nuit aiarsouillon appropri€, ajustées
par de I'eau distillée stérile pour passer de 0fxfu/ml & 1x10 cfu/ml. 100ul de chaque
suspension, contenant approximativement 1°x¥0 a été étaler a la surface du milieu
gélosé : Mueller Hinton pour les bactéries, mill€sEA pour la levure.

Des disques de papier filtres chargés de 3ul aerdlie naturel, de 6 millimetres de diameétre,
sphériques ont été placés a la surface gélosé,sackalée au prealable par une suspension
microbienne pure. Des témoins sans extrait ontéatiésés :

- contr6le Mueller Hinton sans huile essentielle eieNer Hinton avec DMSO

sans extrait flavonoides pour les différentes sesicie bactéries,

- un contréle avec milieu TGEA sans huile essemtietl TGEA sans extrait

flavonoides pour la levui@. albicans

54



Les boites de pétri sont rempli a raison de 10bwike (Veli¢kovi¢ & al., 2003)
Aprés incubation a 37 + 1°C pendant 18 a 20 heusss,diamétres des zones claires
d'inhibition autour des disques ont été mesureés.

IV-5-3. Mesure spectrophotométrique de I'activité atimicrobienne

Le suivi de la croissance microbienne sous l'effetdifférentes concentration de
I'extrait naturel par la méthode de macrodillutisoyveillée par la mesure de la densité
optique (Devienne et al., 2002Mendoza et al., 2002; Atwal, 2003p pour objectif de
déterminer la concentration IC50, qui réduit lextde la population microbienne de 50% par
rapport a celle du contréle. Ce test vient compléséessais antimicrobienne réalisés par la
méthode des disques.

Dans des tubes stériles contenant 10 ml de milkeautture liquide; Mueller Hinton
pour les différentes souches de bactéries; Sabdyraur la levureC. albicans différentes
concentration ont été réalisés par ajout de 513020, 25 ml de I'extrait naturel. Notant que
pour chaque souche, ce test a été réalisé pamltextontrant une zone d'inhibition supérieur
a tous les autres extraits.

La croissance est déterminée apres 20 heures bation par lecture de la densité
optique au spectrophotometre (6405UV/Vis. Specbtpheter) a 625nm. L'essai est répété
trois fois. Le pourcentage de l'inhibition de laoisisance cellulaire a été calculé par
I'équation :

Inhibition = (A control — A test) / A control x 100%

(Benabadji et al., 2004)

A control: est la densité optique a 625 nm du témoin sanaiextr
A test: la densité optique a 625 nm du test

V- Test antioxydant — Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode
au DPPH

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été tpatda méthode de Blo{ghu et al.,
2002) meéthode au DPPHLeitdo et al.,, 2002 Chen et al., 2004) avec quelques
modifications. Ce radicafif. 20) libre stable possede une coloration violette éandorsqu’il
est réduit, la coloration devient jaune péale.

. 0
4

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazyl (non radical)

Fig. 20: Forme libre et réduite du DPPH
(Molyneux, 2009.
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V-1. Préparation de la solution DPPH

Le DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl(C1gH12Ns0s ; Mr @ 394.33), est solubilisé
dans du méthanol absolu pour en avoir une solal&od,3 mM.

V-2. Solution d’extrait

Pour le test les échantillons ont été préparésdissolution dans le méthanol absolu.

(Panichayupakaranant et Kaewsuwan, 2004)
Pour tous les extraits, que ce soit flavonoideshoile essentielle, on prépare des

solutions dans du méthanol absolu a raison de 1in@es solutions dites solutions méres,
subiront ensuite des dilutions pour en avoir diffées concentrations de l'ordre de
microgramme par mlTableau 13. D’autres concentrations ont été rajoutées pesr |

préparations huileuses.

Tableau 13: Concentrations testées dans le test axydant.

Les extraits E.F. E.F. E.F. E.F. H.E. H.E. H.E.
Lanandula Cistus | Crataegus | Smurnium | Lanandula | Cistus | Smurnium
Concentrations 4 5 0.8 1 2 2 2
pg / mi 5 7 3 3 10 10 10
7 10 5 5 20 20 20
10 13 10 7 100 300 100
15 15 30 10 300 500 300
30 20 50 15 400 1 000 500
50 30 100 30 500 3000 600
100 50 40 600 5000 700
150 100 50 1000 1 000
60 3 000 3 000
5 000 5 000
7 000 7 000
9 000 9 000
11 000 11 000
13 000 13 000

EF : Extrait Flavonoidique
HE : Huile Essentielle

V-3. L’'essai au DPPH

Dans des tubes secs et stériles, on introduit 2dera solution a tester, on ajoute 1ml
de solution au DPPH. Apres agitation par un vortes,tubes sont placés a I'obscurité, a la
température ambiante pendant 30 minutes. Pour ehaapcentration, le test est répété 3 fois.
La lecture est effectuée par la mesure de liddaswe & 518 nm par un spectrophotometre.
Pour chaque dilution, on prépare un blanc, coréstilel 2.5 de la solution testé additionné de

1ml de méthanol.
Le contrble négatif est composé de 1 ml de la mwumethanoligue au DPPH (0,3

mM) et de 2.5 ml de méthanol.
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Le contrdle positif est représenté par une solutimm antioxydant standard; I'acide
ascorbique et le Trolox (6Hydroxy-2, 5, 7,8-Tetrémychroman-2-Carboxylic acid
"C14H1804") dont I'absorbance est mesuré dans les mémestiomsdque I'échantillon test.

V-4. Expression des résultats

Pour obtenir la concentration efficace qui rédmitoncentration initiale de DPPH de
50%, aussi bien que la puissance antiradicalailRP(A&gal a 1/ E&) (Heilerova et al.,
2003) les resultats sont exprimeés en activité antioryela

L'activité antioxydante, qui exprime les capacdésiéger le radical libre est estimée
par le pourcentage de décoloration du DPPH en isoluflans le méthanol. L'activité
antioxydant¢ AA%" est donnée par la formule suivante :

AA % =100 - {[(ADS test — ADSgianc) X 100] /ADS conror}- (Leitd0 et al., 2002)

Ou encore :

Soit :
AA : Activité Antioxydante
Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 518 nm.

Les résultats ont été exprimés par la moyenneoiertresures + écart type.

La valeur EC50 (autrement appelée la valeur ICa5&¢ déterminée pour chaque extrait, est
défini comme étant la concentration du substrat cquse la perte de 50% de l'activité de

DPPH (couleur). Ou encore, c'est la concentratien Ichantillon exigé pour donner une

diminution de 50% de lI'absorbance de la solutiomtréle constitué de méthanol et DPPH.

Les valeurs EC50 moyennes ont été calculées partgessions linéaires des trois essais
séparés ou l'abscisse est représentée par la t@imendes composes testés et I'ordonnée
par l'activité antioxydante en pourcentdiytensor et al., 2001)

En parallele, pour le suivi de cinétique de la tiéacde réduction ; 3.9 ml de solution
de DPPH (0.3 mM) est introduite dans la cuvettesdectrophotomeétre, I'absorbance est
mesuré a 518 nm (Al ensuite 100ul de la solution meére de I'extrat ejoutée, I
absorbance est mesuré immédiatement apres agitatisn) avec un intervalle de temps de
1 min entre Abg et Absy, puis d’autres mesures ont été effectuées.

VI- Etude statistique
Les analyses de la variance ont été réalisée® pagitiel statistique GraphPad InStat.
Toutes les expériences ont été faites en tripgerdsultats ont été présentés par la moyenne

avec son écart type (n=3) pour chaque cas. LefrelifEes ont été considérées significatives a
P<0,05.
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I- Résultats de I'étude phytochimique
1- Le taux d’humidité :

Les végétaux sont riches en eau, les analyses siéamantillons ont révélé un taux
d’humidité important compris entre 52% et 82%. Eeifnifie approximativement la moitié
ou plus de la moitié du poids de la plante fraiebeconstituée par I'eau. Nous constatons
suivant lafigure 21 ; que Smyrnium olusatrunest trés riche en eau avec un taux d’environ
82%, aubépine présente- elle aussi une proportdosidérable ; les 2/3 de la plante est formé
par de I'eau, par contre la Lavande et le Cisterganisme végétal comprend en poids
approximativement des proportions equivalentes diene seche et d’eau.

Terwur enbomnidité de Cistus lodaniferus
de larégion de Sidi Mhamed

:4 03 % Eau

Teneur enluonidité de Lavandula steechas
de laTégion de S el dlon

)

Terwur enlummidite de Swprmium clusatrum
Terwenur endomnidité de Crataegus oxpacaitha de larégionde Qum el diou
de larégion de O ol dlou

818 % Ea

S

ag .2 % Ean

Fig. 21: Teneur en humidité des quatre plantes médnales.

4

2- Le rendement en huile essentielle :

Les huiles essentielles ont été extraites desriaakevégeétaux secs, le rendement en
huile essentielle varie beaucoup avec la plantiséitile matériel employé pour I'extraction et
la méthode d’extraction, aussi bien 'origine delante.

Comme noté dans la partie bibliographique, Aubépieeenferme que des traces d’huiles,
vue le matériel utilisé, nous n’avons pu récup@réune infime quantité huileuse, c’est ainsi
gue le rendement tend vers zéro.

Pour les autres plantes, le rendement était largewagiable, lisiblement montré dans
la figure 22 ouLavandula stoechade la région d®um el Alouprésente le rendement le plus
élevé (2%) non seulement en comparaison avec lkessaplantes de genre différent mais
aussi avec la méme espece de l'autre région ; deldn fezzaCette derniére a présenté un
taux inférieur a 1%, ce qui confirme que la régiborigine influence beaucoup la sécrétion
en I'huile d’'une plante aromatique.
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L. stoechagprovenant de la région deuchbaet Zarifet ont comme teneurs en huiles
essentielles: 0.94% et 0.70% respectiven(®iti Boulenouar et Ziane, 2003)
En revancheCistus ladaniferuset Smyrnium olusatrunont présenté respectivement un
rendement faible de 0.1% et trés faible de4%.0sachant que I'huile d&. olusatruna été
extraite au moyen du procédé de I'entrainementgpaapeur d’eau, alors que les autres par
hydrodistillation.

OL. stoechas Oum EIl Alou
OL. stoechas Ain Fezza

OC. ladaniferus

2,57

1,57

L
=

0 T T

Fig. 22: Rendement en huile essentielle
obtenue par hydrodistillation.

Rendement en %

Kaid Slimane (2004)a obtenu une teneur en huile essentiell&€déadaniferusde
0.36% pour la station ddafir et 0.13% pour la station d&arifet, notant que I'huile a été
extraite par entrainement a la vapeur.

3- Densité de I'huile essentielle :

Les mesures de densité effectuée a 20°C des plapartiennent a un intervalle
étroit, entre 0.75 et 0.8%d. 23).

Les valeurs dﬂ des huiles essentielles & pour les plantesLavandula stoechasle la
région deOum el Aloylavandula stoechade la région d&in fezzaCistus ladaniferusie

Sidi M’hamedet Smyrnium olusatrurde Oum el Alousont respectivement : (0.8%£3).1080),
(0.855+ 0.1443), (0.75% 0.1051) et (0.88% 0.04250).

Nos huiles essentielles de stoechasde la région deOum el Alouet Ain fezzaont des
densités presque semblables,un peu basse auxedeths#t huiles de la méme plante poussant
dans la région de Ouchba (0.9464) et Zarifet (B4Sidi Boulenouar et Ziane, 2003)
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OL. stoechas Oum el Alou
OL. stoechas Ain fezza
OC. ladaniferus

OS. oluatrum

0,9
0,88-
0,86-
0,84-
0,82-

0,8-
0,78
0,76
0,741
0,721

0,71 .
0,6845 : : : : ;

Fig. 23: Densité des huiles essentielles.

Densité

4- Extraction des flavonoides : rendement en extraites

Les extraits méthanoliques récupérés apres évapoiatsec et sous pression réduite
ont été pesés pour déterminer le poids sec résuttetnextrait renferme les flavonoides et les
composes phénoliques. Le rendement a été détepameapport a 100g de matériel végétal
sec ; rendu en poudre ; subissant une extractiooeda la température ambiante durant 24
heures. Les résultats ont été exprimes en pougeiap).

Selon la figure ci-dessudid. 24), les quatre plantes ont données des masses en
extraits sec méthanoliques inférieurs a 5g/100gpkdate en poudre. Du point de vue
rentabilité en poids, Aubépine, suivi par le Cigte¢ donné les proportions les plus élevées ;
(4.553 %+ 0.05774) pour la premiere et (3.61320.2973) pour la deuxiéme. La lavande a
donné un taux moyen de (2.398190.3300), par contre le Maceron est la plante pgsséde
le rendement le plus faible au alentour de 1%gfelement moyen obtenu a été de (1.082 %
0.2973).

O L.stoechas Oum el Alou
OC. ladaniferus

@ C. oxyacantha

OS. olusatrum

Rendement en %

0 'I T T .| T 60
Fig. 24: Rendement en extrait se(



Car la maceération est une méthode discontinudiskolvant devrait étre remplacé
jusqu'a ce que la matiere végétale soit épuigganen, 2004), il est difficile de comparer les
résultats avec ceux de la bibliographie, le rensdemest que relatif et dépend de la méthode
et les conditions dans lesquelles I'extractioné@eadtectuée. La méthode d’extraction affecte
eégalement tout le contenu total en phénols et faides et les capacités antioxydar{te=e
et al., 2003)

5- Composition chimique des huiles essentielles : ayak par CPG et RMN**C

Les analyses de la composition chimiques des haesssntielles de la lavande et le
Maceron ont été effectué au laboratoire de chirhiei@nasse, université de Corse France.
Deux colonnes ont été utilisé : polaire et apolpwear la chromatographie en phase gazeuse,
le carboné>C pour la spectroscopie a résonance magnétiquéairel
Onze (11) composés ont été identifies dans leeheissentielles de la feuille davandula
stoechasde la région deOum el Aloyu de méme pour les huiles récoltées de I'ensemble
feuilles et grains de la méme plante ainsi §agyrnium olusatrunde la méme région et 10
composes identifiés dans I'huile essentielle dedllés et grains de la Lavande 8én fezza
(tableau 14 et 1%.

Tableau 14 : Composition chimique de 'huile esseigtle deLavandula stoechas
De deux régions différentes

Les composés RI Oum el Alou| Oum el alou An fezza
(Feuilles +

de I'huile essentielle (Feuille) |grains) (Feuilles +grains
o-pinene 931 0.5 0.4 0.6
camphéne 942 1.3 2.0 1.0
delta-3-carene 1005 0.9 0.5 -
NI 1008 0.5 0.5 0.6
p-cymene 1011 0.8 0.9 1.0
cineole 1021 18.9 22.8 24.2
Fenchone 1069 27.6 31.1 24.6
Fenchol 1098 0.7 0.7 0.7
Camphre 1122 18.1 22.5 17.7
NI 1128 0.4 0.4 0.9
NI 1138 0.8 0.3 0.3
Borneol 1148 0.6 0.7 0.5
NI 1154 2.1 1.7 2.2
NI 1158 1.4 0.9 1.4
NI 1180 1.1 0.7 1.6
Bornyl acetate 1269 3.2 3.7 3.0
NI 1274 - - 1.4
NI 1304 0.8 0.5 2.0
NI 1357 0.8 - -
NI 1582 1.9 1.2 1.9
Viridiflorol 1593 1.1 0.7 1.2
NI 1826 1.8 0.4 1.0
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Tableau 15 : Composition chimique de I'huile esserle de Smyrnium olusatrum
de la région deOum el Alou

Composé Ira I'p %?

a-pinéne 930 1.5
B-pinéne 970 1113 6.3
myrcene 980 1163 2.0
A3-caréne 1005 1150 1.9
limonene 1020 1203 0.6*
B-phellandrene 1020 1212 0.5*
trans-caryophylléne 1419 1596 6.3
Furanodiéne

+ 1489 1871 46.0
Furanoélémene

oxyde de caryophylléne 1571 1988 1.3
furanoeremophillone 1852 2643 12.2
Total : 78.5

Ira : indice de rétention pour la colonne apolaire
Irp : indice de rétention pour la colonne polaire
%": pourcentage par rapport a la colonne apolaire

O Fetuc ot
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Fig. 25a: Distibution en fore ion dupowmcentage des differents | OHI
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Fig. 25h: Disaibution enpowcentage des differeius OHI
corstintans de I'lagle essentielle exaaite des feuilles
et giaines de Lavamdula siocchas de Our el Alon
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O Camphre
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lall:-ha-pinene
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Fig. 26: Distrhution enpowvcentage des differenis composants
de I'luile essentielle de L ovondelo stoechas
de Aix forza (feuilles et graine s)
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Fig. 27: Distribution en powrceniage des differents
conposants de 1'huile essentielle de Sweprninm olusatrum
de Qum el Alon (partie aerienne)
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Les figures : 25a et 25b, 26 et 2donne une distribution des différents composéstitiés
et non identifiés contenus dans les huiles esdlestisuivant les proportions nous pouvons
distingué le(s) composé(s) majoritaire(s), qui éspnte (nt) le principe actif et donc nous
pouvons déterminer le chemotype de chaque plante.
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Comme, constaté dans les trois premieres figuredessus, trois composeés
majoritaires sont présents dans les huiles esfientae la lavande quelque soit la région et la
(es) partie (s) des organes veégetaux dont provitwile volatile (fenchone, cinéole,
camphre).

Le chimiotype ou race chimique de chaque huilergsdke sera donc :

» Chemotype fenchone/cineole/camphre pour I'huiteertelle dd.. stoechasleOum
el Aloy avec une prépondérance du premier composeé (fegetineole=camphre).

» L. stoechasleAin fezzaest de méme chemotype duestoechasleOum el Alou
fenchone/cineole/camphre, avec prédominance despiemiers composeés
(fenchone= cineokecamphre).

» L’huile essentielle issue d& olusatrumest de chemotype Furanodiene/
Furanoélémeéne

On constate que 'huile essentielle des Lavandsstrés riche en monoterpenes et
qui représente aussi les composés majoritaireshdéel Comme composés minoritaires
rencontrés dans I'huile de Lavande des deux régemus a titre d’exemple : Bornyl acétate,
viridiflorol, a-pinene,...etc.

L’espécel. stoechasest une plante médicinale active, sa compositlimique est
tout a fait différente des autres Lavandes. Damaéme espéce, le contenu biochimique de
I'huile essentielle trouvé dans les fleurs, la bgefeuilles différent de maniere significative
selon ou et dans quelles conditions la plante & dai croissance. La présence et la
concentration de certains constituants chimiquestident également selon la saison et la
maturation de la plantéChu et kemper, 2001) C’'est ainsi que si mémie. stoechasde
'Espagne présente le méme chemotypelgustoechasle Oum el Alouet Ain fezzamais les
proportions sont différente&arcia Vallejo et al. (1989)ont identifié dans I'huile essentielle
de la plante entiére les principes actifs : feneh@t2.1%) > camphre (23%) > 1,8 Cinéole
(9.4%).

Celle provenant de Corse est de chemotype fenftamphre avec une tres grande
variabilité dans les proportions de la fenchonenmare et 1,8 cineole. Effectivement
I'analyse de la composition de I'huile essentieléecing échantillons de. stoechas L. ssp.
stoechasmenée paRistorcelli et al. (1998)a révélé que cette plante d'origine Corse est
caractérisé par I'abondance de trois composés avedrés large variation : fenchone (14.9-
75.5%), camphre (2.5-56.2%) et 1,8 cinéole (0-17.8%

L. stoechas ssp stoechds la Turquie est dominé par la pulegone ave8740, en
plus le menthol et le menthone qui sont présenpreportion notable dont respectivement
18.09% et 12.57%Goren et al., 2002) Alors que I'huile essentielle de celle de la @rest
dominée par la fenchone (30.85%) et en un autrgposénen proportion notable : acétate de
pinocarvyl(Kokkalou et al., 1988)

Skoula et al. (1996)nt analysé aussi des huiles essentielles deegpajpulations de

L. stoechas L. ssp. stoechase la Gréce, trois populations été de chimiotype
fenchone/camphre et une de chimiotype 1,8 cinewielfone.
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A l'inverse de I'huile de Lavande, l'huile esselidede S. olusatrumest dominée par les
sesquiterpénes, essentiellement les furanosegupries ; Furanodiéne et Furanoélémeéne qui
représentent le principe actif de cette huile auepourcentage de 46%, avec en plus un autre
furanosesquiterpéne : le furanoeremophillone darteheur est considérable de 12.2%. En
revanche, les monoterpenes identifiés sont minm#adont certains sont sous forme de
traces.

Notre huile essentielle d& olusatrunest trés riche en sesquiterpene et de chimiotype
différent de celle de I'Angleterre. L'huile essetieé de I'herbe provenant de ce pays
(Molleken et al., 1998yenferme 44.74% sesquiterpene et 42.18% monotergeitotal, avec
'abondance de quatre composés en premier, il ts@digh monoterpene f-phellandréne
(24.92%), Isofuranogermacréne (18.87), Furanod{@@e38%) et le Furanoeremophil-1-one
(9.52%). Dans l'huile essentielle de notre plact,monoterpeneB{phellandrene) n’existe
gue sous forme de trace.

6- Teneur en polyphénols et flavonoides

L'étude quantitative des extraits bruts méthanmsg] au moyen des dosages
spectrophotométriques, avaient pour objectif laedination de la teneur totale des
polyphénols et les flavonoides. Deux courbes détzge fig. 28a et 28h: ont été tracées
pour cette objectif, une réalisée avec un extmitatéchol a différentes concentration, I'autre
avec un extrait de résorcinol. Des mesures de @epsur chaque extrait se sont réalisées a
660 nm pour les polyphénols et a 367nm pour le®flaides.

Les quantités des polyphénols et flavonoides qoorefantes ont été rapportées en équivalent
gramme de l'étalon utilisé et déterminés e deux équations de type:
y =ax +b.

y=(a k)
r{=0,86982453
a=0.10020148

b=0.099049543
0.6

0.5

Absorbance i3 GB60nM

0 ' 1 ' 2 ' 3
Dose du résorcinol en mg/ ml

Fig.28a : Cowhe d'étalonnage despolyphémls
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Qté des polyphénols en gramme

+1=0.95035646

2=0.0014834703
b=0.045954338

0,137

0,124

0.11 4

=
=

=
=
-}

0.08 -

0.07 -

Ahsorbance 4 36

0.06 -

0.03 4

0.04

o 10 2 30 40 50
Dose du catéchol en pg,/ ml

Fig.28h : Cowhe d'étalonnage des flavo noides

L. stoechas
C. ladaniferus
C. oxyacantha

[}
[}
=
OS. olusatrum

1,2+

0,87

0,6

0,4+

0,27

AEanl Snt e g

Fig. 29: Teneur en polyphénols totaux
(9/100g de poids séche de la plante).
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Fig. 30: Teneur en flavonoides en mg/100g
de plante séche en poudre.

o

Suivant ledigures ci dessusles teneurs en polyphénols enregistrés, monseorgortions
allant de 0,1 a 1%. On a enregistré en équivatssdreinol : 0.69g ; 1.049g ; 0.46g ; 0.09g par
100g de matériel végétal en poudre, respectiveanet les extraits : de la Lavande ; Ciste ;
Aubépine et le Maceron.

Concernant la teneur en flavonoides, les résuitgtsimés en équivalent catéchol en
mg/100g sont : environ 88mg : Lavande ; 42mg teCig4mg : Aubépine ; 20mg : Maceron.
Le Ciste représente la teneur la plus élevé erppélyols, alors qu’en contenu flavonoidique,
la Lavande ainsi qu’Aubépine ont les teneurs les phportantes. Les teneurs les plus basses
ont été obtenues avec le Maceron.

7- Résultat de la chromatographie sur couche mince dextraits brut
méthanoliques

Le développement de la méthode pour la chromgbbggasur couche mince
commence non seulement par le choix de la phasdamebséparation mais aussi le choix de
la phase stationnaire, la technique de développeuntaisie, dimension de la chambre de
développement et de I'espace vapeur ont un eftetqorcé sur la séparati¢virjonen, 2004).

Trois systemes de solvant ont été utilisés, lesrhtogrammes résultants comportent
une série de spot§ig. 30), I'identification des composés était basée swolaparaison des
Rf et couleurs observés sous lampe UV des tachmsags sur CCM avec ceux des étalons
notés dans les mémes conditions expérimentalede Swi nombre réduit des étalons
disponibles, pour certains, on s’est arrété aniiieation de la classe phénolique.
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Les classes des flavonoides varient dans le tiyj@s guantités dues aux variations de
la croissance des plantes, des conditions envimantales et de la maturitiée tableau 16
17 et 18 comporte les Rf des différents spots apparus a®différents systéemes solvants
utilisés, ainsi que la couleur révélée sous ungéiV. Un ensemble de spots a été obtenu
par les différents systemes solvants pour les guattraits brutsfig. 31), avec plus de
composés pouravandulaet Crataegus

1. Composés identifiés chez L. stoechas

Vingt deux composés ont été séparés par les agsdises par le mélange solvant n-
butanol, acide acétique et eau distillée,cinq caépopar I'éluant acétone/eau distillée et
douze composés avec le mélange des trois solvalisforme, méthanol et eau distillée.
Différentes classes et composés polyphénoliquesétintséparé mais une grande partie
appartiennent probablement surtout aux classealesols, les anthocyanidine 3-glycosides
et les phénols simples.

Le premier systeme solvant sépare essentielletasrftavonols alors que les acides
phénols sont bien séparés par les solvants: dblone/méthanol/eau tandis que
'acétone/eau a séparé essentiellement les compapgartenant a la classe des
anthocyanidine 3- glycosides.

2. Composeés identifiés chez Crataequs oxyacantha

Vingt et un spots ont été ségrégués des dépbtferait brut par le BAW
appartenant aux différentes classes polyphénoligue¢ probablement une abondance des
anthocyanidine 3-glycosides. De méme pour les sugodvants, ont essentiellement séparé
cette précédente classe polyphénolique, notantpguede composé ont été entrainé par
'acétone/eau alors que c’est apparemment un baman€l pour la ségrégation des
anthocyanidines. Les spots des acides phénolsagbnits sont surtout apparues avec
I'application du chloroforme / méthanol / eau comphase mobile.

3. Composés identifiés chez Cistus ladaniferus

Dix taches révélées avec le BAW, trois avec (awetb eau) et onze taches avec
(chloroforme / méthanol / eau). Les composés fantigp des flavones, flavonols, des acides
phénols et des anthocyanidines 3-glycosides.

4. Composés identifiés chez Smyrnium olusatrum

Treize spots réparés par le BAW et douze pardeesye acétone / eau. Les composés
gu’on peut rencontrer chéz olusatrunsont dans le quasi totalité des acides phénolsé&gpa
essentiellement par le premier solvant et des agtmdine 3,5-diglycosides séparés
seulement par le deuxieme solvant et les flavoaesi on rencontre des flavonols et des
anthocyanidine 3-glycosides.

En comparant des Rf ainsi que la coloration olisepus UV des spots avec ceux des
étalons appligués dans les méme conditions expetaies, on a pu identifier la rutine dans
I'extrait brut deL. stoechast S. olusatruml’hydroquinone dans I'extrait d€. oxyacantha
le catéchol dans I'extrait d€. ladaniferuset I'acide ferulique dans I'extrait brut de
stoechas
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Tableau 16: Les classes des composés phénoliquenidiés
dans les extraits flavoniques.
Systeme solvant : BAW (4 :1 :5)
Adsorbant : gel de silice

Extrait Couleur sous UV Rf | Type flavonoide possible Composé
365nm (cm) | (Markham, 1982) probable
Jaune 0,32 | flavonols
bleu pale 0,37 | acide phénol
Jaune 0,43 | flavonols
Mauve 0,49 | anthocyanidine 3-glycosides
Bleu 0,50 | acide phénol
Gris 0,50
Jaune 0,51 | flavonols
Jaune 0,53 | flavonols
7)) Jaune grisatre 0,56 rutine
(O |Bleu 0,58 | acide phénol
L Jaune pale 0,63 | flavonols
8 Violet 0,60 |flavones
(@) Jaune 0,64 | flavonols
.'(T') bleu blanc fluorescent | 0,65 {L%‘;g:/(gz’eg?;gczﬁbn es
_i Jaune 0,66 | flavonols
Violet 0,67 | flavones
bleu vif 0,71 | acide phénol
Jaune pale 0,73 | flavonols
bleu blanc fluorescent 0,77 {Isez)\;lc;r\]/cc))lﬁégé}llgcgibnes
flavonols, flavones,chalcones,
pourpre sombre 0,79 isoflavones, flavanones
bleu blanc fluorescent 0,80 {L%\;&T/cgﬁégé}/lgcgibn es
Rouge 0,86 | anthocyanidine 3-glycosides
mauve 0,36 | anthocyanidine 3-glycosides
flavonols, flavones, chalcones
pourpre sombre 0,38 isoflavones, flavanones
jaune 0,42 | flavonols
flavonols, flavones, isoflavone,
pourpre sombre 043 flavanones, chalcones
qv) jaune 0,48 | flavonols
E jaune 0,51 | flavonols
% orange pale 0,53 | anthocyanidine 3-glycosides
( | bleu blanc fluorescent | 0,56 {L%‘;g:/(gz’eg?;gczﬁbn es
ch rouge grisatre 0,58
é bleu blanc fluorescent 0,59 {Isez)\;lc;r\]/cc))lﬁégé}llgcgibnes
. mauve 0,59 | anthocyanidine 3-glycosides
O gris 0,63
orange 0,66 | anthocyanidine 3-glycosides
mauve 0,67 | anthocyanidine 3-glycosides
rouge 0,72 | anthocyanidine 3-glycosides
gris sombre 0,74
Bleu sombre 0,79 hydroquinone
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acide phénol

mauve 0,82 | anthocyanidine 3-glycosides
rose 0,85 | anthocyanidine 3,5-diglycosides
rouge 0,86 | anthocyanidine 3-glycosides
rouge 0,92 | anthocyanidine 3-glycosides
) jaune 0,21 | flavonols
= |jaune 0,25 | flavonols
E violet 0,45 | flavones
Y— bleu vif 0,47 | acide phénol
C |violet 0,50 |flavones
_(g violet 0,56 |flavones
a bleu 0,64 | acide phénol
— Bleu sombre 0,81 catéchol
d gris 0,82
rose 0,84 | anthocyanidine 3,5-diglycosides
jaune 0,33 |flavonols
bleu 0,34 | acide phénol
bleu vif 0,47 | acide phénol
E bleu 0,49 | acide phénol
=5 | bleu vif 0,50 | acide phénol
= |jaune 0,52 | flavonols
8 violet 0,54 |flavones
S Jaune grisatre 0,56 rutine
— ourpre sombre 0.64 flavonols, flavones, isoflavones,
o pourp ' flavanones, chalcones
. flavonols, flavones, isoflavones,
pourpre sombre 0,69
U) flavanones, chalcones
mauve 0,75 | anthocyanidine 3-glycosides
mauve 0,80 | anthocyanidine 3-glycosides
bleu 0,84
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Tableau 17: Résultat de la chromatographie sur coln® mince
des extraits bruts flavoniques
Systeme solvant : Acétone / Eau (1:1)
Adsorbant : gel de silice

Extrait Couleur sous UV Rf Type flavonoide possible Composé
365nm (cm) | (Markham, 1982) probable
N rouge 0,40 |anthocyanidine 3-glycosides
g rouge vif 0,44 | anthocyanidine 3-glycosides
_ 8 rouge vif 0,54 | anthocyanidine 3-glycosides
o bleu 0,86 |acide phénol acide ferulique
*(T) jaune pale 0,91 |flavonols
f__s rouge 0,40 |anthocyanidine 3-glycosides
-E rouge vif 0,43 | anthocyanidine 3-glycosides
- @O rouge 0,49 |anthocyanidine 3-glycosides
O % rouge vif 0,53 | anthocyanidine 3-glycosides
> jaune 0,86 |flavonols
é mauve 0,91 |anthocyanidine 3-glycosides
g rouge 0,41 |anthocyanidine 3-glycosides
L
% bleu 0,82 |acide phénol
e
<
d mauve 0,90 |anthocyanidine 3-glycosides
bleu 0,36 |acide phénol
rose 0.40 anthocygnidine 3,5-
' diglycosides
rouge vif 0,43 | anthocyanidine 3-glycosides
- violet 0,46 |flavones
2 violet 0,49 |flavones
s —
G |rose
= violet 0,59 |flavones
O. bleu jaunéatre 0,77
(0))] jaune 0,84 |flavonols
gris 0,90
rose pale 0,94 3nthocy§nidine 3,5-
iglycosides
bleu 0,98 |acide phénol
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Tableau 18: Les composés phénoliques identifiés dahextrait brut
de Lavandula Cistuset Crataegus
Systeme solvant : Chloroforme/Méthanol/Eau

(90 :10 :5)
Couleur sous UV Rf Type de phénol/ flavonoide
Extrait 366nm (cm) possible
(Markham, 1982)
Vert 0,04 |flavonols, flavanones, aurones
Bleu 0,05 |acide phénol
%) Gris sombre 0,07
q0] Bleu vif 0,08 |acide phénol
6 Mauve 0,11 |anthocyanidine 3-glycosides
e} Bleu 0,14 |acide phénol
_9 Gris 0,21
wn Bleu 0,24 |acide phénol
i Violet 0,39 |flavones
Jaune 0,43 |flavonols
Mauve 0,77 |anthocyanidine 3-glycosides
Rouge 0,91 |anthocyanidine 3-glycosides
bleu 0,06 |acide phénol
7)) bleu 0,06 |acide phénol
> bleu 0,08 |acide phénol
(D) jaune 0,10 |flavonols
:"é mauve 0,13 |anthocyanidine 3-glycosides
c violet 0,15 |flavones
O jaune 0,27 |flavonols
C_U gris sombre 0,31
- rouge 0,49 |anthocyanidine 3-glycosides
O bleu 0,65 | Acide phénol
violet 0,93 |flavones
bleu 0,02 | acide phénol
bleu 0,05 |acide phénol
S jaune 0,09 |flavonols
c violet 0,11 |flavones
"E jaune 0,14 |flavonols
] mauve 0,17 |anthocyanidine 3-glycosides
% violet 0,22 |flavones
> mauve 0,27 |anthocyanidine 3-glycosides
x rouge 0,32 |anthocyanidine 3-glycosides
O violet 0,38 |flavones
d rouge 0,45 |anthocyanidine 3-glycosides
rouge 0,48 |anthocyanidine 3-glycosides
violet 0,55 |flavones
rouge 0,93 |anthocyanidine 3-glycosides
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Srvr S alusatrien
Levv o L. stoechas
Cist: O ladaniferus

Crat: Ol axvacantho

S o lusatrum
L L. stoechas
Ol dadaniferus

A O axvacantha

Fig. 31: Photos des chromatogrammes résultant deahalyse des extraits bruts par
chromatographie sur gel de silice (révélation a I'V).

a : chromatogramme photographié sous lampe UV a 36fnontrant des taches de
couleurs différentes, qui se sont séparées apvetoppement de la plaque par le biais du
systeme solvant : GJ&l / Me OH / HO ( 90:10:5)
b et ¢ :deux chromatogrammes résultant de la migratiorddpéts des différents extraits
bruts par le méme systeme solvant : BAW (4:1x53,365nm
d : le chromatogramme de la phatest le résultat de la chromatographie sur coudheem
dont I'éluant est formé par un mélange de volungesig d’acétone et I'eau,
A =365n
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[I- Résultats du test du pouvoir antimicrobien
2- résultat du test préliminaire

Si les extraits doivent étre soumis aux essai®diques, la toxicité du solvant peut
également étre critique car méme en traces, l#asbhe devrait pas empécher le procédé
biologique. L'attention devrait également étre t¢mwéaux interactions possibles entre le
solvant et les corps dissous pendant que le Sopeut réagir avec certains composés pour
produire des complexes ou pour causer la déconmradia déshydratation, ou lI'isomérisation
de ces composé¥rjonen, 2004).

Le test préliminaire avec les solvants suivanive@n 80, le méthanol, I'éthanol et le
DMSO a éte réalisé dans le but de choisir le solapproprié qui ne présentant aucun effet
sur la croissance normale des souches microbietm@esoucheRhizopus stolonifer fait
I'objet de cet essai, les résultats sont regrodpésle tableau 19

Tableau 19: Influence des solvants sur la croissaadeRhizopus stolonifer
(Diametre de la colonie en centimetre

Solvant PDA sans| Tween 80 Ethanol 95° Méthanol | DMSO
solvant (0.05%) 95°
Concentration 0 0.1 1| 0.1 1 0.1 1014 1
(ml/20ml PDA)
Diameétre 8 8 8 8| 1.15+ 0.07071| 8 O| 8| 8
sporulation ++ + -+ . + +4 ++

Durée d’incubation : 48heures

+ : Faible sporulation

++ : Forte sporulation

- . absence de sporulation visible

Nous avons constaté que les deux solvants: lehanét et I'éthanol a la
concentration de 50ul/ml de milieu de culture, re@et une certaine répression sur la
croissance de la souche teste, qui est de 86%éexper I'éthanol, par contre I'inhibition est
totale 100% avec le méthanol, en revanche avewéei 80 en solution de 0.05%, la souche
se développe normalement mais il influe sur I'afijmer des spores, il retarde la sporulation.
L’étude menée padnouye et al. (2001)a montré que le Tween 80 cause une élévation de la
CMI. Avec le DMSO, la souche croit et envahit tolaesurface du milieu de culture avec une
sporulation abondante obtenue en fin d'incubationegt de 48 heurefid. 32). D’apres ces
résultats, nous avons preféré d’employer la méthgdeconsiste a additionner directement
I'huile volatile dans le milieu de culture encorgquide, pour les flavonoides, qui nécessite
obligatoirement un solvant de récupération et desalution, le DMSO a été sélectionné
comme solvant de choix vue les résultats satisitgssdu test préliminaire avec ce dernier.
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Wéthanal [100p/20ml PDA] Methanol [1ml2 Ol PDA]

J

Ethanol [100p4/20ml PD A] Batiatos bl Ao |

Solution Tween 804 0.05% molution Tween 804 0.05%:
[100pi 20wl PLA) [lal#20ml PO

DRSO [1 mlL20mlPDA]

Fig. 32: Photos montrant I'effet de quatre solvant
sur la culture de Rhizopus stolonifer



3- Reésultat de I'Antibiogramme et I’Antifongigramme

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensbiliies souches vis-a-vis des
antibiotiques. Nous avons testé I'activité de camjibiotiques par la méthode standard des
disques. Les mesures des zones d’inhibition figudans letableau 20nous ont permis de
classer les souches suivant I'antibiotique. La @tudes souches bactériennes ont montré une
résistance vis-a-vis des antibiotiqués, figure 33 montre les valeurs en mm des zones
d’inhibitions les plus élevés atteintes avec chapehe.

Tableau 20: Résultat de I'’Antibiogramme (diamétre @ la zone d’inhibition en mm)

ATB NA sP SXT TE (30pg) E (15 UI)
Souches (30ug) (100ug) (1,25/23,75) pg
P. aeroginosa (p4) 0.33 + 0.2887* 1+ 0.000 13.33+0.5774 0 + 0.000 5 + 0.000
P. aeroginosa
ATCC27853 0.5 + 0.000 0.5 + 0.000 0 + 0.000 0 + 0.000 5 + 0.000
Enterobacter
cloacea(En) 10.67+ 1.155 6.5+ 0.8660 0 + 0.000 5 + 0.000 0.5 + 0.000
Eﬂikj’)s'e”a pneumoneae 44 0.000 2 +0.000 12 +0.000 5+ 0.000 5+ 0.000
E. coli ATCC25922 19 £ 0.000 4.67+ 05774 15 + 0.000 6 + 0.000 12 + 0.000
E. coli (Ey) 15.67+ 0.2887 6 + 3.464%* 14.67 + 0.5774 0.5 + 0.000 4 +0.000
S. aureus
ATCC25923 0.5 + 0.000 3.33+ 0.5774 14 + 0.000 3.33+ 0.5774 5.67+ 0.2887
g(')l‘""“reus (STOATCC | 4 334 02887+ 5 +1.000 2.33 +2.082* 4 +1.000 0.33 + 0.2887*
S. typhi (SL) 0 + 0.000 5 + 0.000 12.67+ 1.155 2 +0.000 6.67 + 1.155
'(‘L'nr)m”ocytoge"es 1 +0.000 4 +0.000 0 + 0.000 0.5 + 0.000 0.83 + 0.2887
Proteus mirabilis (Pr) 0 + 0.000 19.33 +0.5774 0 + 0.000 0 + 0.000 17.33 + 0.5774
Citrobacter sp 18 + 0.000 4.83 +0.2887 0.5 + 0.000 0.5 + 0.000 0.5+ 0.000
* . non significatif **  pas tout a fagignificatif
S1P.aeroginosa
22- (p4)
1 SP S2:P.aeroginosa
20 NA ATCC27853
1 S3E. cloacea
£ 164 S4K. pneumoneae
g (KL1)
§ 144 S5E.coli
3 ATCC25922
£ 12 S6E.coli (E1)
5 ] S7S. aureus
S ATCC 25923
< S8S. aureus
3 (ST1)ATCCB01
g S9:S. typh{SL)
D
g S10L.monocytogenes
a (L11)
S11P. mirabilis
(Pr)
S12Citrobacter

SI1 &2 S8 &4 S5 S ST S8 9 S0 S11 SIz

Fig. 33: Antibiogramme: indique les antibiotiques gi ont
donné les zones élevéés expérimentalensentant
les souches 7l



Un seul antifongique (nystatine = Mycostatine)é wilisé vis-a-vis des myceétes, les
résultats sont regroupés dansleleau : 21a et 21b

Tableau 21a: Antifongigramme représentant le diamét de la colonie
mycélienne en cm.
Antifongique utilisé : la Nystatine

WDA 50 ppm 400 ppm
La souche

Rhizopus stolonifer 48 heures 6.67+ 0.05774| 2.28+ 0.1607
Mucor sp djours | 1.77+ 0.2517| 1.3% 0.05000
Trichoderma sp 4 jours 8+ 0.000 1.8+ 0.6245
Alternaria sp 4 jours | 0.97+0.05774| 0.6+ 0.000
Aspergillus flavugAFr ) 99.4294 7 jours | 3.6+ 0.4359 | 2.73 0.5686
Fusarium sp 7jours 0+ 0.000 0+ 0.000
Penicillium sp 7jours| 0.73+ 0.1528 | 0.6 0.05774

Tableau 21b : Antifongigramme : activité de la Mycatatine
sur la croissance de la levure

La souche La dose Diametre de I'auréole d’'inhibitsm mm
Candida albicangl44 | 30 ppm/disque 12.44+ 1.686

La figure 34, nous renseigne sur l'activitt¢ de la nystatine-avids de sept
moisissuresMucor, Alternaria, FusariumetPenicilliumse sont montrés sensibles.
A la dose de 50 ppm/ 20ml PDA, la Mycostatine arguuire le taux de la croissance de la
colonie mycélienne de : 72.69 % ; 78.03 % ; 71,0f6e%pectivement des moisissurikicor,
Alternaria et Penicillium Par ailleurs, Id-usariumest le plus sensible ou aucune croissance
n'est observée, I'antifongique a exercé une intwbitotale : 100% sur cette moisissure.

En revancheRhizopus stoloniferichodermaet Aspergillus flavusnt manifesté une
certaine résistance variable suivant ces dernié&fésctivement, la résistance est totale pour
la soucheTrichoderma qui s’est croitre d'une fagon normale en présatedantifongique
comme en s’en absence.

Concernant la levur€. albicans une zone moyenne d’inhibition de 12.44 mm a été
obtenue sous I'action de la nystatifig.(35).
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Pourcentage d'inhibition de la croissance
de la colonie

100+

M1:R. stolonifer
M2:Mucor sp

604 M3:Trichoderma sp
M4:Altemaria sp
M5:A. flavus
M6:Fusarium sp
M7:Penicillium sp

204

ML M2 vl w4 Y3 M6 M7
fig. 34: Antifongigramme
(taux d'inhibition de la croissance myceliennerésgnce de la Nystatine
ala dose de 50 ppm)

Fig. 35: Photo montrant I'activité de la nystatine
sur la levure Candida albicans
(30 ppm/disque)
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3- Reésultat du test du pouvoir antimicrobien des huile essentielles et flavonoides

A/ Résultat de l'activité antimicrobienne (bactéries et levure) testée par la méthode
des disques

On note ici que la méthode utilisée est celle decént, que le disque déposé a la
surface du milieu gélosé est chargé de 3ul d’dxtraturel que ce soit pour les huiles
aromatiques ou les flavonoides et que pour cesatsriiextrait brut sec se trouve en solution
dans le DMSO. Les zones d’inhibitiones différentes souches avec les différents extrait
sont résumeées dalestableau 22

Tableau 22 : Activité des huiles essentielles etteadts flavoniques (diametre de la zone
d’inhibition des cultures microbiennes en mm)

Extrait | H. E H. E H. E EF EF EF EF
souche Lavandula | Cistus Smyrnium | Lavandula | Cistus | Crataegus | Smyrnium
P. aeroginosgp4) | 0+ 0.000 02 0+ 0.000 0+ 0.000 0 0+£0.000 | 0t0.000

0.000 0.000

P. aeroginosa 0.52+ 0+ 0+ 0.000 2.5& 8.51+ | 0+0.000 | 0+ 0.000

ATCC27853 0.3207 0.000 0.8036 0.5309

E. cloacea(En) 2.86+ 3.22+ 0+0.000 | 4.5:1.803| 8.33+ | 0+0.000 | 0O+0.000
0.9942 1.619 1.528

K. pneumoneae 5.88+ 0.33+ 0+ 0.000 4+ 1.250 1.66 | 0+£0.000 | 0O+0.000

(KL1) 0.5728 | 0.2887 2.887

E. coli 8.19+ 467+ 0+ 0.000 1.75 0+ 0+ 0.000 0.5t

ATCC25922 1.496 0.7638 0.6614 0.000 0.4330

E. coli (Ey) 2.83% 2.67+ 0+ 0.000 0.8% 0+ 0+0.000 | 0O+ 0.000
0.8780 0.2887 0.5774 0.000

S. aureus 5.90+ 3.5% 3.33% 2.92+ 14.58+ 4.625+ 0+ 0.000

ATCC25923 1.670 1.323 1.528 0.6292 1.010 1.474

S. aureus (STy) 6.83+ 10.66+ 2.33+ 0+£0.000 | 14.83+ | 3+2.464 | 0+0.000

ATCC 601. 1.443 1.155 0.6292 2.363

S. thyphi (SL) 3.67+ 0+ 0+ 0.000 6.5t 14+ 0+0.000 | 0+ 0.000
1.155 0.000 0.5000 3.000

L. 5.64 + 195+ 0+ 0.000 0+ 0.000 | 12.08 | 0+0.000 | 0O+ 0.000

monocytogenes 0.7743 0.5000 +3.591

(L1

P. mirabilis (Pr) 5.66 + 3.83 117+ 0.33 5+ 0+0.000 | 0+ 0.000
1.258 1.528 0.5204 0.2887 2.000

Citrobacter sp 0+ 0.000 02 0+ 0.000 0+ 0.000 0 0+£0.000 | 0t 0.000

0.000 0.000
Candida albicans 4.83 + 3.67+ | 2+0.000 | 1+0.000 22.25 483+ 2 +£0.000
444 0.7638 0.2887 +3.544 | 0.7638
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> Les huiles essentielles

Aucune zone d’inhibition n'a été observée autodes disques a la charge de 3
pl/disque apres fin d’'incubation des cultures hétées deCitrobacter et P. aeroginosa
(p4). Ces souches possedent un potentiel de adsesttres élevé contre I'action
antimicrobienne de ces trois huiles.

L’huile de Smyrnium olusatrura montré I'activité la plus faible par rapport aleux
autres huiles, notant qu’elle est sans activité ls plupart des souches de bactéries a savoir
en plus deP. aeroginosgp4) etCitrobacter, P. aeroginosa ATC(EnterobacterKlebsiellg
E. coliATCC E. coli(E1),S. thyphietL. monocytogenes

Quelques zones d’inhibitions faibles ont été erste@es toutes inférieurs a 4 mm avek :
aureus ATC(Q3.33mm) ;S. aureugST1) (2.33mm) Proteus(1.17mm), ainsi la levur€.
albicans(2mm).

Les huiles essentielles deavandula et Cistus ont présenté une certaine activité
modérée dont les diametres des zones d'inhibitiontrpas dépassé les 20 mm. Une bonne
activité la plus élevée avec 'huile de Ciste arétéarqué contre la souchemonocytogenes
dont la valeur moyenne de l'auréole d’inhibitioré de 19,5 mm. Ajoutant une zone de
10.66 mm en moyenne avec cette méme huile c@niaereugSTI).

Le pouvoir antimicrobien de la Lavande le plusvélea été observé contée coli
ATCC mais dont le diamétre n’est que moyen de quelquiignetres ; d’environ 8.19nm.
L’effet antimicrobien peut étre contribué au cangp@hu et Kemper, 200).

Nos résultats ne concorde pas avec ceux trouv&@aan et al. (2002) qui parlent
d’'une trés bonne activité antimicrobienneldetoechagjuand I'huile essentielle est testé par
la technique des disques, ces derniers ont saabilhuile dans de I'hexane et ont obtenu des
zones d’inhibitions de 22mm, 23mm ,24mm, 25mm @nespectivemers. aureuskE. coli,

K. pneumoniatP. aeroginosa

Nous avons remarqué aussi, dCebsiella et S. thyphise sont montré insensibles
contre 'action de I'huile essentielle du Ciste.dNésultats concorde avec les travauXded
Slimane (2004)observant une faible activité antibactérienne dda@aniferus récolté des
stations Zarifet et Hafir.

> Les flavonoides

Selon letableau 22: nous avons noté une résistance ou aucune zorfebition n'a
éte détecté avec :

=  Smyrnium olusatruncontre toutes les souches bactérienrfesaeroginosa(P4), P.
aeroginosa ATCCEnterobacter Klebsiella E. coli (E1), Citobacter S. thyphi S.
aureus(ST1),S. aureus ATCCL. monocytogenesProteusainsi queE. coli ATCC
dont la zone mesuré est extrémement faible et dongignificative.

= Crataegus oxyacantheontre les souched. aeroginosgP4),P. aeroginosa ATCC
EnterobacterKlebsiellg Citobacter E. coli (E1), E. coli ATCGC L. monocytogenest
proteus

= Cistus ladaniferuscontre : P. aeroginosa(P4), E. coli (E1), Citobacteret E. coli
ATCC
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» Lavandula stoeclsa contre :P. aeroginosa(P4), Citobacter S. aureus (ST1) et.
monocytogenesainsi Proteus dont les zones peuvent étre considérés comme
négligeables.

Parmi les quatre extraits, deux extraits peuveet@nsidéré comme sans ou presque
sans activité antibacterienne. En revanche, deukxesauont révélé une activité
antimicrobienne ; I'extrait de la Lavande et let€is

L’extrait flavonoidique deC. ladaniferusest celui de tous les extraits bruts possédant
le pouvoir antimicrobien le plus important, surtconhtreP. aeroginosa ATC(Enterobacter
Ces deux souches ont présenté presque identiquésmer@me sensibilité. Une activité aussi
similaire contre les deux souches de S. aureus)(&®HL thyphidont les diamétres des zones
d’inhibition sont les plus élevés, qui ont été @mieés pour le test antibactérien non
seulement pour I'extrait flavonique du Ciste maiss par rapport a 'ensemble des quatre
extraits flavoniques.

Le test aussi avec les extraits flavonoiques é@ééwne sensibilité trés significative de
la levureC. albicanspar rapport aux bactéries ou nous avons noté emshslité importante
de cette souche de levure avec l'extrait flavorpidi de C. ladaniferusdont la zone
d’inhibition moyenne a été de 22.8tm (fig. 36).

Nous remarquons aussi suivant ce méme tableau,qgakue soit la nature et
I'origine de I'extrait naturel : flavonique ou hailessentielle et quelque soit la concentration
de I'extrait dans le disqu®,. aeroginosdp4) etCitrobacterpossedent une forte résistance et
leur croissance est identique aux témoins.

Ce test n'est qu’un criblage des activités antiobennes des extraits, il nous permet
de sélectionner pour chaque souche I'extrait, quiégenté le plus une activité antimicrobien
parmi I'ensemble des extraits naturdig.(37). C’est aussi un test préliminaire pour un autre
essai microbiologique complémentaire, qui est 8eas spectrophotomeétre pour la mesure du
pouvoir antimicrobien de I'extrait et la détermivatdes 1C50.

Fig. 36: Effet de I'extrait flavonique du Ciste (30ppm/disque)
sur la levure Candida albicans
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Fiz. 37: Résultat du criblage du powvoir antmicrobien
des extraits nanrels réalisé par la wé thode des disgues

Suivant lafigure 37, nous pouvons classé les souches microbiennegé(igascet levure)
d’apres I'extrait naturel présentant le diamétrelaleone d’inhibition de croissance le plus
élevé de tous les autres extraits testés contiguetsouche :

» Huile essentielle déavandula stoechasKlebsiella E. coli ATCG E. coli (E1) et
Proteus

» Huile essentielle d€istus ladaniferus Listeria monocytogenes

> Extrait flavonoidique deC. ladaniferus P. aeroginosa ATCCEnterobacter S.
aureus(ST1),S. aureus ATCGS. thyphiet la levureC. albicans

B/ Résultat de I'étude spectrophotométrigue du poumir antimicrobien

Les méthodes de disque sont intensivement emplop&es étudier ['activité
antibactérienne des substances naturelles et {estexdes plantes. Ces analyses sont basées
sur l'utilisation des disques comme réservoirs epant la solution des substances a
examiner. Dans le cas des solutions avec une la&ss#é, une grande concentration ou
volume est nécessaire, cependant la capacité dgaedi est limité€Gulcin et al., 2004)
c'est pourquoi le test des disques a été limitéeseent au criblage des activités
antimicrobiennes, qui ensuite complété par un aesemicrobiologique pour une mesure de
la sensibilité des bactéries a I'augmentation deddae de I'extrait naturel et pour la
détermination des IC50.

Les mesures de densité microbienne sont lues ané2=ontre des blancs sans
inoculum, ces mesures transformées en % d’inhibdi® la population microbienne.

A partir de ces valeurs, des courbes de réductemrrdissance en fonction de la dose de
I'extrait naturel ont été dressédig (38 (a,b,c,d,e,f,g,h,i,j,K).
D’aprés ces figures, la croissance de différentagcises de bactéries et la levure a été
largement influencée et une réduction trés siggtifie proportionnelle a la dose de I'extrait
naturel a été observée. Ces activités antimicrol@®me sont pas dues a la présence d'une
substance particuliere seulement mais, sont lataédée de I'action complexe de diverses
structures aromatiques ou des composés flavonoides.
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De ces régressions, on a déterminé les concemsatjui inhibent la prolifération
microbienne de 50%. Ces valeurs IC50 sont enrégistdans leableau 23.0n constate que
pour la plupart des souches (bactéries et levguslque soit I'extrait naturel agissant sur ces
souches, les valeurs IC50 de la quasi totalitéétdtobtenu entre 1 et 2ul/ml du milieu de
culture exception faite des staphylocoques, ontife@ster une résistance ou les IC50 sont

entre 6 et 7pl/ml.
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Tableau 23: Les concentrations inhibant 50% la poplation microbienne.

(IC50 en pl/ml)

La souche

IC50

Salmonella thyphi (SL)
Extrait Flavonique: Cistus

2.65797+0.03217

E. cloacedEn)
Extrait Flavonique: Cistus

2.16563+ 0.2118

Staphylococcus aureus ATCC
Extrait Flavonique: Cistus

6.01222+ 0.8040

S. aureus (S)
Extrait Flavonique: Cistus

7.22124+ 0.4103

Pseudomonas aeroginosa AT(
Extrait Flavonique: Cistus

C€.10178+ 0.05136

Listeia monocytogenesl)
Huile essentielle Cistus

1.36117+ 0.003776

K. pneumoneae (Kl
Huile essentielle: Lavandula

1.12219+0.06201

P. mirabilis (Pr)
Huile essentielle: Lavandula

1.01881+ 0.008161

E. coli ATCC 1.04562+ 0.007501
Huile essentielle: Lavandula
E. coli (&) 1.05240+ 0.01865

Huile essentielle: Lavandula

Candida albicans

1.46354+0.05794

Extrait Flavonique: Cistus
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C/ Résultat de 'activité antifongigue (moisissurestestée par la méthode de contact

direct

Rappelons que la méthode employée est celle déaatodirect, qui consiste a
additionner aseptiguement I'extrait naturel dansilkeu de culture en état de fusion.

1/ les_huiles essentiellesLes résultats de I'essai de I'activité antifongiqdes huiles de

Lavandula stoechasle la région deDum el Alouet Cistus ladaniferusde Sidi M’hamed
figurent dans léableau : 24a et 24b.

Tableau 24a: Effet de I'huile essentielle de. stoechassur le diametre (cm)

des colonies mycéliennes

ul/’20 ml MC 1/ Huile Lavandula stoechas
4 10 20 40 100 110 120
Les souches
Rhizopus 8+0.000 6.820.05774| 3.420.02887 0 0
stolonifer
Mucor sp 4.170.2517 | 3.730.05774| 3.880.2887 | 1.4%0.05774 0
Trichoderma sp 7.70.2517 | 5.6%0.1528 | 2.8%#0.1528 1.1+ 0.000 0
Alternaria sp 3+1.000 3.220.07638| 2.180.1041 1+ 0.000 0
Aspergillus flavus | 3.73+£0.05774 3.27+0.2082 | 2.620.07638| 1.5%0.5000 | 0.20.1000 0
Fusarium sp 3.2+0.1000 2.0%0.05000| 1.520.02887 0 0
Penicillium sp 2.63:0.1041 | 2.0#0.05774| 1.80.2000 | 1.1%#0.05774| 0.60.000 | O
Tableau 24b: Effet de I'huile essentielle d€. ladaniferussur le diametre (cm)
des colonies mycéliennes
] /20 mi 2/ Huile Cistus ladaniferus
MC 4 10 20 40 100 11 120 125 150

Les souche
Rhizopus 5.38+ 5.02+ | 3.17+ 1.87:0.02887| 0.73+ 0
stolonifer 0.02887 | 0.02887| 0.05774 0.0574
Mucor sp 2.87+ 1.48+ | 1.150.05|0 0

0.05774 | 0.07638
Trichoderma | 2.93+ 2.87+ | 1.65:0.05| 1.3%0.05 1.05% 0.7+ 0.05
sp 0.1155 | 0.05774 0.05
Alternaria sp 25+ 2.1+ 1.55:0.05| 1.%0.1000 0

0.05000 | 0.1000
Aspergillus 2.5+0.05| 2.1+ 1.55:0.05| 1.%0.1000 1.32+ 1.2+0.000 0
flavus 0.1000 0.02887
Fusarium sp 2.82+ 1.83+ | 1.65t0.05| 1.430.1041 | O

0.6212 | 0.02887
Penicillium sp | 1.15+ 1.32+ | 1.1+0.000| 1.0%0.05774| 0.6+ 0

0.05000 | 0.02887 0.000
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Les deux types d’huiles essentielles se sont ay@#us active sur les moisissures.
SelonChu et kemper (2001) le pouvoir antifongique de I'huile essentielleldestoechasest
lié a 'a-pinéne ;B-pinene, p-ciméne, 1,8 Cineole, ce dernier compoésent en proportion
importante dans nos huiles volatiles (18.9%).

L'activité antifongique de I'huile essentielle @iste a été remarqué et prouvé par un
certains nombre de recherche dont les travauMmbet et al. (1999)sur les divers extraits
de Ciste de Maroc, ces auteurs ont conclu quelé¢hessentielle était la composante qui
manifeste le pouvoir antifongique le plus efficace.

Toutes les souches se sont inhibées a une coatentcomprise entre 2 et 7.5ul/ml
de milieu de culture, nous avons constater, quedé&s< huiles ont presque une activité
similaire sur les souches testées, ceci est biair en comparant les concentrations
inhibitrices.

L’huile de L. stoechasa été trés active par rapport a I'huile @eladaniferussur R.
stoloniferdont la CMI a été de 2 pl/ml avec la premiereéetl 6ul/ml avec la deuxieme.
PourMucor, c’est I'huile essentielle d€. ladaniferus(CMI= 2ul/ml) qui est la plus active
par rapport a I'huile dé&. stoechagCMI= 5ul/ml). Trichodermaa été inhibé a la dose de
5ul/ml, en présence de I'huile dlestoechaspar contreFusarium a été inhibé totalement
a laméme dose mais en présence de I'hui@. deedaniferus

Les mémes CMIs ont été obtenues avec les deugshpdur les soucheg\lternaria
et Penicillium dont les valeurs sont 5ul/ml et 5.5ul/ml respextient pour la premiére
souche et deuxieme souche. La soutbpergillusa présenté des CMI élevé par rapport aux
autres souches, mais reste faible puisque cettsigaoie n'a pas pu se développer et germer
dans un milieu renfermant une quantité basse @&heskentielle, a 6ul/ml PDA inhibée par
I'huile deL. stoechaset a 7.5ul/ml par I'huile d€. ladaniferus

Nous pouvons ainsi constater que la quasi totdésouches sont sensibles vis-a-vis
des huiles essentielles, pour la plupart, le dieengs colonies diminue a chaque fois qu’on
augmente la concentration de I'huile jusqu’a la gemmination du disque atteinte au CMIs.
Suivant les souches sans considérée les huiliegerValle des CMlIs est étroit, avec la CMIs
la plus basse de 2ul/ml PDA et la CMIs la plus éede 5.5ul/ml PDA. Aussi a noté, que
I'huile essentielle agit non seulement sur la @amce du mycélium mais aussi sur la
sporulation.La figure 39 élucide clairement cette activité des huiles essiéed a différentes
doses sur les différentes souches de moisissures.
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Fig.39 : Exemples de I'effet des huiles
essentielles sur la croissance des moisissures
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2/ _les flavonoides avec les flavonoides, a des volumes égaux ou uréjeés a ce de
I'huile, aucune différence noté dans la mesuredi@sétres de croissance des colonies avec
ce des témoins. Pour cela, nous avons augmentétdgedes doses dans le milieu de culture.
Les doses expérimentées sont : 300ul, 500ul etl/Z2Wpl PDA dont figurent ainsi que les

résultats dans le tableau ci-dessdabléau 29.

Tableau 25 : Activité des extraits flavonoidiquesws la croissance des moisissures
(diametre de la colonie en cm)

Les souches Témoin]l Témoin2 [1 EF. EF. EF.Cistus EF.Smyrnium
pl/20ml | Lavandula | Crataegus
PDA PDA+DMSO | MC
Rhizopus 8+0.000 &0.000 300 6.2+ 8+ 0.000 5.20.100 3.23: 0.1528
stolonifer 0.20000
500 5.9+ 7.67% 4+ 0.000 1.33t0.05774
0.1000 0.1528
700 5.3H 71.2H 3.3:0.1000 | 0.7#0.05774
0.05774 0.2363
Mucor sp 6.4+ 8+0.000 300 7.6+ 8+0.000 2.430.1528 &0.000
0.05774 0.3055
500 6.73 8+ 1.7740.2082 &0.000
0.5686 0.000
700 5.53 8+ 1.6740.05774| 6.80.2000
0.2517 0.000
Trichoderma | 8+0.000 &0.000 300 3.6t 8+ 8+0.000 2.40.4000
sp 0.3000 0.000
500 2.8 7.2t 7.330.5774 2.6%1.155
0.1000 0.2000
700 2.33 514 2.470.3512 | 1.4%20.3151
0.1155 0.1528
Alternaria sp 4.4 2.55+1.168 300 2.5t 2.98t 1.5+0.05000 2.10.1000
0.2646 0.000 0.8808
500 2.2+ 3.3 1.4+0.05000 | 1.880.05774
0.2303 0.2000
700 1.98t 3.78t 1.37#0.05774 1.60.000
0.1258 1.184
Aspergillus 3.97% | 4.870.2309| 300 4.65 6.3 3.6/40.5346 | 6.6%0.07638
flavus 0.2082 0.1323 0.07638
500 4,53 6.43 3.4+0.3606 | 6.530.05774
0.1155 0.2517
700 4.3 6.3t 2.9+0.2646 | 4.720.07638
0.1732 0.1000
Fusariumsp | 3.6% | 2.03:0.1155| 300 3.7% 1.8 0.6:0.000 5.81.473
1.176 1.159 0.1000
500 19%# 1.7+ 0.6:0.000 3.4%1.580
0.05774 0.1000
700 1.4~ 1.3~ 0.6+0.000 2.20.5568
0.05774 0.05774
1000 0+0.000
Penicillium 253t | 2.32:0.4368| 300 2.83% 3.33 1.8+0.05000 | 2.030.8520
0.5508 0.5508 0.1528
500 243 3.53t 1.73t0.07638| 1.7#0.1528
0.1528 0.1528
700 213 3.2H 1.68:0.1041 | 1.3Z0.05774
0.05774 0.1155
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Les moisissures ont beaucoup résisté aux dosesaite flavoniques administrés a
leur milieu de culture, quelques exceptions soseolEs avec certains extraits pour quelques
souches,l'activité antifongique a été observé gadtage augmentée avec 'augmentation de
la dose de I'extrait dans le milieu tels est le daRhizopus stolonifedont sa croissance était
faible sous I'effet exercé par I'extrait flavoniguéu ciste ou le diametre s’est abaissé de 8cm
(ttmoin) au 3.3cm a la dose de 35ul d’extrait/mindilieu,équivalent a un taux d’inhibition
de 58.75% et tres faible en présence de I'exfimrbnoidique dusmyrnium olusatrundont
le diameétre a été de 0.77cm a la méme dose, égnbvalun taux d’inhibition de 90.38%.

Mucor a montré une sensibilité envers I'extrait @estus avec un diamétre de la
colonie de 2.43cm a 15ul/ml et de 1.77cm a 25up@anirapport a un diametre allant de 6.5 a
8cm observé dans les témoins.

Par ailleurs, la croissance dléchodermaa été largement influencée par I'extrait du
smyrnium olusatruma la concentration de 15ul/ml de I'extrait flae@dique, le diameétre
s’est réduit de 70% et avec l'extrait flavonique lderandula stoechade pourcentage de
réduction de la colonie été de 55%, 65%, 70.88%ecs/ement pour les doses de 15, 25 et
35ul/ml du milieu PDA.

Une activité inhibitrice 100% a été remarquée alextrait flavonique du ciste,
exercé sur la souchHeusariuma la concentration de 50ul/ml, a la dose de 19pdimsune
croissance n’est établie, seulement on a constet@ermination du disque sans extension de
celui-ci.

La soucheAspergillus flavusest remarquablement la plus résistante de toetes |
moisissures testés, non seulement, la colonie weittiquement au témoin en présence de
n'importe quel extrait flavonoidique, ce qui prougae ces extraits ne présentent aucune
activité antifongique contre cette souche, en relwan il semble que certains extraits
favorisent la prolifération et 'envahissement dycélium tels est I'exemple de I'extrait du
Smyrniumet d’Aubépine Fig. 40). Cet effet stimulant de la croissance par degm#stbruts
naturels a été aussi observé patoletz et al. (2002) Des exemples de la croissance
myceélienne sous l'effet des extraits flavonoidiquegurels sont éclaircit dans kig.41
(annexes).
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* Les concentrations inhibant de 50% la croissana=ld colonie mycélienne

Le paramétre IC50 a été calculé pour chaque éxiaduirel et chaque souche montrant
une sensibilité, en vue de déterminer les condsmria qui réduisent la croissance des
différentes colonies des moisissures de 50%. Canpztre est d’'une plus grande précision
que les CMls.

Le test antifongique a été répéte trois fois, O pour chaque souche et chaque
extrait est obtenu par la moyenne des IC50 évalgighiquement et séparément a partir des
régressions des trois tests. Ces IC50 figurent detableau 26

Tableau 26: Valeur des IC50 en pl/ml

Les souches EH_avandula| EF.Crataegus| EF. Cistus | EF. Smyrnium
Rhizopus stolonifef 57.94+ 2.873 197.93 57.932 | 27.03 0.4257| 15.5% 0.2862
Mucor SP 62.14+ 8.500 - 15.81+ 0.4960| 148.2% 23.625
Trichoderma SP 19.88+ 0.6491 59.32 3.486 36.18 0.7404| 16.72 1.802
Alternaria SP 89.01+ 24.766 - 31.53+ 0.4899| 46.12 1.393
Aspergillus flavus 165+ 44.658 - 42.56+ 5.592 -
Fusarium SP 79.11+ 6.564 58.5% 5.408 nd -
Penicillium SP 220.79+ 15.775 - 59.68+ 8.214 44.12 7.205

nd : non déterminée

Dans ce tableau, les souches qui n'ont pas ureuvde I'IC50, portant le signe "-"
sont celles présentant une résistance ou aucunetigd de la croissance de la colonie
myceélienne n'a été observée, la croissance soitestée identique au témoin tel est le cas
Mucor (0% taux d’inhibition), soit le cas inversene augmentation da croissance de la
colonie mycélienne a été observée expérimentalengecas des autres moisissures.

[ Trichoderma sp @ Alternaria sp
O Penicillium sp

O R.stolonifer
OA. flavus

O Mucor sp
O Fusarium sp

250+

200+

150+

100+

IC50 pi/ml

5047

C.ladaniferus S.olusatrum

L.stoechas C.oxyacantha

Fig.42: La concentration de I'extrait flavonique qu réduit la colonie

mycelienne de 50%
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La figure 39 présente les souches montrant une sensibilité gmague extrait, c’est
ainsi quelL. stoechagpossede un effet sur toutes les moisissuresaestsune IC50 inférieur
a 100ul/ml pour la plupart exceptionAd’flavuset Penicillium ont montré une importante
résistance. La croissance techodermaa été sensiblement affectée par 'augmentation de
la dose de I'extrait dans le milieu de culturest’a plus sensible de toutes les autres souches
pour cet extrait avec une IC50 la plus basse drem20pul/ml.

En ce qui concern€. oxyacanthal'extrait a montré une activité contre seulement
deux souchesTrichodermaet Fusariunavec des IC50 au alentour de 60ul/ml et un pouvoir
faible surR. stoloniferalors qu’aucun effet antifongique n’'a été exera@\ucor, Alternaria,

A. flavuset Penicillium

PourC. ladaniferus I'extrait a montré une bonne activité c’est alslus actif dont
les IC50 sans considéRusariumsont compris entre environ 16ul/ml pdducor et 60ul/ml
pour la moisissur@enicillium Une haute activité antifongique de cet extratéaexercée sur
le Fusariumou la CMI a été atteinte expérimentalement.

Par ailleurs,S. olusatruma montré une activité contre quatre moisissureavadir un effet
similaire essentiellement contr&: stoloniferet Trichoderma secondairementAlternaria et
Penicillium

D/ Activité fongistatique/fongicide

Les huiles essentielles sont souvent fongistasiguigtot que fongicidesVotiejunaite
et Peiulyt e, 2009.

Aux concentrations expérimentales ou aucune @o¢Es ni germination observée, on
a testé l'activité fongistatique/fongicide. Ce tesnsiste a prélever le disque mycélien non
germé en fin d’'incubation de la boite de pétri ¢ &éintroduire dans un milieu de culture
neuf sans extrait naturel. Un suivi de I'évolutides cultures a été réalisé dans le temps. Ce
test a été réalisé pour les huiles avec toutemtasissures et seulement pour I'extraitCle
ladaniferusqui a présenté expérimentalement une inhibitioaléotontreFusarium Comme
figurant dans ldableau 27 ce test a révélé une activité fongistatique oliseavec I'huile
essentielle de. stoechasC. ladaniferuset I'extrait flavonoidique d€. ladaniferus
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Tableau 27: Résultat du test fongistatique / fongide

Durée (heures)| 24| 48| 72| 96| 120
Les souches
Rhizopus stolonifer
HE Lavandula + | +
HE Cistus + | +
Mucor
HE Lavandula + | +
HE Cistus -+ |+
Trichoderma
HE Lavandula -+ |+
HE Cistus -+ |+
Alternaria
HE Lavandula -+ |+
HE Cistus + | +
Aspergillus flavus
HE Lavandula -+ |+
HE Cistus -+ |+
Fusarium
HE Lavandula -+ |+
HE Cistus -+ |+
EF.Cistus -l -] -+ ]+
penicillium
HE Lavandula -+ |+
HE Cistus -l -+ |+

HE : huile essentielle
EF : flavonoides
+ : croissance

- : absence de croissance
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absorbance du DPPH

[ll- Résultats du test du pouvoir antioxydant

En raison de I'implication des radicaux libres slaiverses pathologies, les recherches
de nouvelles molécules pouvant pallier le défiaitgysteme de défense endogene se sont
largement intensifiées.

L’activité antioxydante exprime la capacité ddu&ion des radicaux libres. Pour nos
extraits, nous avons employé la méthode au DPPHadieal libre présente une coloration
violet sombre, lorsqu’il est piéger par des sulitarantioxydantes, la forme réduite conféré a
la solution une coloration jaune pale, le viragesveette coloration et l'intensité de la
décoloration de la couleur de la forme libre erusoh dépend de la nature, la concentration
et la puissance de la substance antiradicalaire.

1) les flavonoides

Tous les extraits bruts flavoniques ont présentétrés bon pouvoir antioxydant
tableau : 28 (annexe) ce qui est confirmé par les bibliographies que flavonoides
d’'origine naturel sont des capteurs puissants dlcaax (BartoSikova et al., 2003 ;
Heilerova et al., 2003 jLahouel et Fillastre, 2004;Panichayupakaranant et Kaewsuwan,
2004 ;Panovska et al., 2006

L’absorbance du DPPH mesuré a 518 nm, montrechaie rapide de cette derniere
dans un intervalle tres réduit de la dose de l&txbrut. Ce qui est bien lisible dans les figures
ci-dessousfig. 41a, 41b, 41c etd
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Fig.43a: Pouvoir antioxyde de |'extrait flavonoidige Fig.43bActivité antiox_ydante de é&xtrait flavonoidique
deLavandula stoechas deSmyrnium olusatrum
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Fig. 43: Resultat du test antioxydant an DPFH :

Les gures représentent les absorbances du DPPH résiduel en fonction dela concertration
de la source de Uanti oxydant (s), a, b, ¢ et d: montrert une dirmmtion importante de
I'ahsorbance 4 des doses trés faitles, de méme poureet £ o reqrésentent les coirhes de
reduction de UAbs avec les antioxydants standards g, hoet 1@ demortrent "aba ssemment
progressive de 'absortance jusqu'a un sewl de concentration dewe oi la réduction du
DFPH devient corsidérable et qui desiert plus oumoing dahle ouencore warie rés peu en
s"éloignant de ce sl

L'activité antioxydante de nos extraits expriméeEC50 fableau 29, ce paramétre a
éte apparemment introduit par Brand-Williams ets@kaborateurs et a été ensuite employé
par plusieurs groupes de chercheurs pour présknber résultats, il défini la concentration
efficace du substrat qui cause la perte 50% ddidige de DPPH (couleur{Molyneux,
2004) Ces EC50 sont déterminés graphiqguement des tiets séparés dont I'abscisse
représente la concentration de [I'extrait brut etrdonné ['activité antioxydante en
pourcentage. La valeur de chaque EC50 exprimeraertration de I'extrait flavonoidique
exigée pour réduire le DPPH en solution de 50%.

Tableau 29: EC50 et puissance antioxydante (ARP)
des extraits naturels et les standards

L’extrait EC50 (ug/ml) ARP
EF.Lavandula stoechas 5.29+ 0.2766 0.1% 0.01041
EF. Cistus ladaniferus 11.42+ 0.5819 0.09+ 0.004583
EF.Crataegus oxyacantha 2.75 + 0.3087 0.37£ 0.04126
EF.Smyrnium olusatrum| 9.68 + 0.2187 0.10+ 0.002082

HE. Lavandula stoechas | 1852.76+ 55.749| 0.00054+ 1.650529E-05
HE. Cistus ladaniferus 948.06x 141.27 0.001%* 0.0001471
HE. Smyrnium olusatrum| 3529.54+ 57.094| 0.00028+ 4.541244E-04
Acide ascorbique 1.04 +0.1361 0.97+ 0.1361
Trolox 2.06 + 0.1360 0.49+ 0.03211
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Comme figurant dans le tableau ci-dessus, les fil@id®s sont des excellents antioxydants
naturels, nos extraits méthanoliques des flavosoidssédent des capacités de neutralisation
du radical libre DPPH puissantes, puisqu’ils agissede faibles doses. Tous les EC50 sont
tres basses, comprises entre 2 et 12 ug/ml. Subeaparamétre, les capacités de balayage du
radical sont classées dans l'ordre :

EF. Crataegus oxyacantha EF.Lavandula stoechas EF.Smyrnium olusatrum EF.Cistus
ladaniferus

Nos observations sur l'activité de piéger les cadk libres par les flavonoides
d’origine L. stoechasviennent renforcer ceux observées @dilcin et al. (2004)alors que
d’autres auteurs parlent du pouvoir antioxydant @né¢Chu et kemper, 2001)

L’étude menée paxagai et al. (20051n montré que aussi les hydrolysats du pollen dteCis
comportent des composeés phénoliques et qui soés diin bon pouvoir antioxydant.

2) Les huiles essentielles

Les huiles essentielles-elles aussi présententapacité de réduction du radical libre
(Fig. 439, 43h et 43i les concentrations requises pour la neutratinatt la stabilité de 50%
de la concentration du DPPH s’échelonnent entreed@0600ug/mlita@bleau 29. La capacité
antioxydante des trois huiles essentielles est anase :
Cistus ladaniferus> Lavandulastoechas> Smyrnium olusatrum

L’activité antioxydante des huiles essentiellest@re liée au contenu phénolique. En
effet 'étude comparative sur la faculté de réductdu radical DPPH par des chemotypes
difféerents a prouvé que les chemotypes phénoligmestrent in vitro des capacités
antioxydantes plus exprimées et plus fort que lmmotypes non phénoliquédukié¢ et
Milos, 2005)

3) Cinétigue de la réaction de réduction et puissanantioxydante

La caractéristique principale d’'un antioxydant sstcapacité de capter les radicaux
libres. Pour se renseigner sur la vitesse de risuatu radical et la puissance d’'un
antioxydant, nous avons réalisé un suivi de la tidacde réduction par mesure de
I'abaissement de I'absorbance dans le temps, ceqjubien montré dana figure 44 . On a
remarqué expérimentalement, lorsqu’on additionnevalume défini de I'extrait naturel
flavonoidique a un volume déterminé de la soludPH quel que soit la plante d’origine,
I'absorbance du mélange diminue tres rapidemers upe valeur trés basse par rapport a
I'absorbance de la solution uniquement constitu®B®@H et devient stable dans un lapse de
temps extrémement coufig. 449, ainsi la solution change de couleur instantaménde
violet sombre au jaune pale. Ce qui n'est pas $eawac les huiles essentielles ou la réaction
de réduction nécessite un certain temps assezng®ipig. 44h).

En une minute de I'ajout de I'extrait naturel &@moles, 0.44 nmoles, 0.38 nmoles,
0.19 nmoles de DPPH ont été réduits par 100u gedérdit flavonoidique respectivement par
L. stoechasC. oxyacanthaC. ladaniferuset S. olusatrumEn revanche le nombre de moles
captés par les constituants de 100ug de I'huilendisdle était faible : 0.15 nmoles polur
stoechas0.13 nmoles pout. ladaniferuset tres faible ave8. olusatrun{0.05 nmoles)
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Par ailleurs, les extraits des standards ont estrédes valeurs suivantes : 1.03 nmoles réduits
par I'acide ascorbique et 0.55 nmoles avec le krolo

Apres 5 minutes, le nombre de moles de DPPH piy#s I'ordre du pouvoir
antioxydant était comme suite : 1.06 nmoles (aes®rbique), 0.99 nmoles (Trolox, extrait
flavonoidiqueL. stoechals 0.97 nmoles (extrait flavonoidigu oxyacanthp 0.47 nmoles
(extrait flavonoidiqueC. ladaniferu$, 0.29 nmoles (extrait flavonoidiqug olusatrury 0.24
nmoles (huile essentielle. stoechas)0.18 nomles (huile essentiel@. ladaniferu3 et
seulement 0.08 nmoles (huile essenti8li®lusatrum

En fonction des résultats obtenus, nous pouvorgsglie les extraits flavonoidiques
possédent le potentiel antioxydant le plus fdPour les huiles essentielles, I'activité
antioxydante sera davantage augmentée avec le temeps ainsi que le nombre de moles
capté et neutralisé augmente de facon significddirggju’on prolonge le temps d’incubation.

Le puissant pouvoir antiradicalaire des flavonsidar rapport aux huiles essentielles
est confirmé par comparaison des EC50, comme mousristatons dans tableau 29 les
EC50 des extraits flavonoidiques sont tres bamnéete dans une méme plante, son extrait en
flavonoides est doté d’'un pouvoir antiradicalaioéeptiellement élevé a son huile essentielle.

—@— EF Lavandula
—o—EF Cistus

—— EF Crataegus
——EF Smyrnium
—<>— Trolox

=== Acide ascorbique
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Fig. 44a: Cinétique de la reaction de réduction dbPPH
extraits flavonoidigues et standards
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Fiz. 44 : R&dwtiondu DFPH dans le tewps
Les courhes expritnent la réduction dune solition de DFPH de 3.9 il de wlhame
cotterant 1.17nmoles de DPPH par 100 (W de la solution d'antiosgedart (5) contenant
100pg dela substancel ) antiosmpdante s).a 0 dotnela rédudion de abzorbance du DFFH
awecles extraits flawonoidiques et les Standards par unite de terps b donne 1a reduction
duD'PPH avec les niles essentielles en fonction du temps.

bY

Un autre paramétre exprime la puissance antirkailieaa été calculé a partir du
premier parametre noté : "ARP" ; égale a 1/EC5@. \aeurs ARP de tous les extraits sont
significative (ableau 29, et plus ces valeurs ne tendent pas et s’élotgderzéro, plus la
puissance antioydante augmente. On peut dire gq@eemtraits présentent une activité
antioxydante et que la faculté de piéger le radibaé DPPH est puissante avec les extraits
flavoniques et modeste avec les huiles essentielles

4) Etude comparative de 'activité antioxydante

Selonles figures 45 (a et b) et 46 (a et Bt en comparant les résultats obtenus avec
les huiles, les flavonoides et les standards, assel I'activité et la puissance antioxydante
suivant l'ordre :

Acide ascorbique> Trolox = E.FCrataegus oxyacantha E.FLavandula stoechas E.F.
Smyrnium olusatrurm E.F. Cistus ladaniferus> H.E. Cistus ladaniferus H.E. Lavandula
stoechas>> H.E. Smyrnium olusatrum

Le pouvoir puissant dé. oxyacanthaeut étre expliqué par le contenu phénolique des
fleurs et feuilles. En raison de la teneur élegé tlavonoides, en particulier les oligomeéres
proanthocyanidinesCrataegusa l'activité antioxydante significativeRakotoarison et al.,
1997)

Nous pouvons en conclure que comme l'acidezordique et le Trolox, les
extraits flavonoidiques ont un trés bon pouvoiradydant.
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. . Hg. 46b: ARP des huiles essentielles
Hg. 46a:ARP des exraits flavonadiques
et les standards

Fig. 46: Histograrmmes de compaaison de la puissance antioxyd ante

Les listogrammes a et h comparent les valewrs ARF des artiosgrdants naturel s et cormmerciae

a: comportte les histogrammes des estraits flamonoidiques avec les standards,
b : compotte ce des huiles essentielles.
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Clonclusion

Jes plantes médicinales représentent une sourceuigadpe de substances et

composés naturels bioactifs. L'étude des propriébésrobiologiques et antioxydantes a
concerné quatre plantes de la région de Tlemcextg#inées parmi celles poussant a I'état
spontané.

[a détermination des rendements en huiles essenti@iit montré une rentabilité en

huile volatile chez l'especé. stoechas(2.01%), alors qu'il s’affaiblit en passant @&
ladaniferus(0.09%),S. olusatrun{0.037%) &C. oxyacanthgextrémement faible ; rendement
tend vers le zéro).

Jes résultats de I'analyse chimique de la composities huiles essentielles par
chromatographie en phase gazeuse couplée a lacgueqtie de résonance magnétique du
carbone 13 indiquent :

® Un chemotype riche en monoterpenes pour I'huilergssle del. stoechasdominé
par Fenchone / 1,8 Cinéole / Camphre.

® Une abondance d'espéces chimiques sésquiterpeniqwes un chemotype
Furanodiéne / Furanoélémene pour I'huile esseatids. olusatrum

Le dosage des composés phénoligues contenus danmtes extraits méthanoliques

a révelé des teneurs considérables en polyphénas des quantités appréciables en
flavonoides chez la lavande et Aubépine. Qualiatient, les analyses effectuées par la
chromatographie sur couche mince sur gel de sivee trois systemes solvants différents ont
montré, sous UV, la présence d’'une multitude déétéade ces composés dont des flavonols,
des flavones et les acides phénols.

%ous avons identifié la rutine dans I'extrait dagilfes deL. stoecha®t dans I'extrait

de la partie aérienne & olusatrumLe catéchol dans I'extrait flavonique des feuilideC.
ladaniferus I'hydroquinone dans les extraits des feuillefieairs deC. oxyacanthaet I'acide
feruligue dans l'extrait des feuilles destoechas

Dans le criblage préliminaire, complété par une meesle la densité de croissance
microbienne a différentes concentrations de I'eixiraturel :

® L’huile extraite des feuilles de. stoechas’est avérée un agent antibactérien efficace
contre Klebsiella pneumoneadKL,), Proteus mirabilis(Pr), E. coli (E;) et E coli
ATCC25922

® L’huile essentielle d€. ladaniferusefficace contrd.isteria monocytogengsy).
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® |’extrait flavonoidique deC. ladaniferusefficace contre une importante variété de
souches bactériennes a sav8almonella typhi(SL), Enterobacter cloaceéEn),
Staphylococcus aureuBTCC601(ST,) et S. aureus ATCC25928e plus, efficace
contre la levure€€andida albicang444).

éependant, les huiles se sont avérées de tres bugistatiques, alors qu’une

sensibilité modéré a faible ou nulle dans certasss voire une stimulation de la croissance
dans d’autres cas remarquée avec les flavonoides.

;4Ia suite de ces résultats, il serait donc intémresde mener une enquéte détaillés sur

les fractions des extraits naturels démontrantiVaé antibactérienne et antifongique in vitro,
en vue d’identifier I'espece chimique ou les congmsesponsables de cette activité. Ces
études devront étre confirmé par un suivi in vivo.

4’ étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DRRignfirmé les propriétés

puissantes que possédent les flavonoides a piégaatiicaux libres. Suivant les résultats
gu'on a obtenu expérimentalement, nous pouvonsirgrégie les huiles essentielles sont
plutdét des antimicrobiennes alors que les flavoe®idont des agents antioxydants de
premiere classe.

gn fin, 'ensemble de ces résultats obtenus in wviteoconstitue qu’une premiere

étape dans la recherche de substances de souucelleadbiologiguement active. Des essais
complémentaires seront nécessaire et devront poawafirmer les performances mises en
évidence.

105



References Bibliographiques

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Adio A. M. (2005) Isolation and Structure Elucidati of Sesquiterpenoids from the
Essential Oils of Some Liverworts (Hepaticae). Engsur le degrélu Dr. rer. National
a l'institut de la chimie organique, universitéHkmbourg. 280p.

AFNOR. (1992) Recueil des normes francaises surldes essentielles. Paris.
Alam S. et Mostahar S. (2005) Studies of AntimigabBctivity of two Synthetic 2 4, 6
—trioxygenated Flavones. Journal of Applied Scierie€2), 327-333.

Allaby M. (1992) The Concise Oxford Dictionary obtany, Oxford University Press.

Amjad Hossain M. (2005) Neem seed oil: Bangladéstamples of the Development of
Pharmaceutical Products from Medicinal Plants. Baaesh Council of Scientific and
Industrial Research (BCSIR). 10, 59-63.

Ammon H.P. et Handel M. (19810rataegus toxicology and pharmacology, Part I:
Toxicity. Planta Med. 43, 105-322.

Aruoma Ol., Spencer JPE,, Butler J. et Halliwel(B295) Commentary reaction of plant-
derived and synthetic antioxidants with trichlordhydperoxyl radicalsFree Rad. Res
22, 187 - 190.

Atawodi S.E. (2005) Antioxidant potential of Africanedicinal plants. African Journal of
Biotechnology. 4 (2), 128-133.

Alibert G., Ranjeva R., et Boudet M.A. (1977) Qmigation subcellulaire des voies de
synthése des composés phénoliques. Physiol. Veg795 301.

Atwal R. (2003) In vitro Antimicrobial Activity Assssment of Zymox Otic Solution
Against a Broad Range of Microbial Organisms. JntRes. Veterinary Medicine. Rancho
Domininguez. California.

Bahorun T. (1997) Substances Naturelles Actives:Flaae Mauricienne, Une Source
D’approvisionnement Potentielle. AMAS. Food and i&gitural Research Council.
Réduit.Mauritius.

Bahorun T, Gressier B., Trotin F., Brunet C., Dihe Luyckx M., Vasseur J., Cazin M.,
Cazin J. C. et Pinkas M. (1996) Oxygen speciegesuing activity of phenolic extracts
from hawthorn fresh plant organs and pharmaceutpraparations. Arzneiminittel-
forschung/Drug Research. 46 11 (11), 1086 - 1089.

Barrett P. (1996) Growing and using lavender. aeyt@€ountry wisdom bulletin. US.

BartoSikova L., N&as J., SuchV., Kubinova R., Vesela D., Benes L., lllek J.|pf&chta
J., Florian T., Frydrych M., Klusakova J., Bartodik Frda P. et Dzurova J. (2003)
Antioxidative Effects of Morine in Ischemia-Repesion of Kidneys in the Laboratory
Rat. Acta Vet. Brno. 72, 87-94.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Basu Tapan K., Temple Norman J. et Garg Manohg1299) Antioxidants in human
health and disease. CAB International.

Belaiche P. (1979) Traité de Phytothérapie et dwathérapie. Tome I. ’Aromathérapie.
Ed. Maloine S.A. Paris.

Bekkara Atik F. (1999) Etude des signaux chimigumegliqués dans la symbiose entre
Vicia faba et Rhizobium leguminosarum. Thése pgalntention du dipléme de doctorat
d’etat Es-Sciences. Option : Biologie Végétale.U@cdes Sciences.univ.ABB.Tlemcen.

Belghazi L., Lahlou N., Alaoui Ismaili M., Abousaoa T., Habti N., Tantaoui Iraki A.,
Talbi M., Blaghen M. et Fellat-Zarrouck K. (2002)xtEaction et analyse par
chromatographie en phase gazeuse de I'huile esentle la Menthe pouliot. Test
antifongique. Congres de Biochimie. CasablancactBiie et Santé, 38-40.

Belitz H. D. et Grosch W. (1999) Food chemist®gcond edition. Spriger- Verlag.
Berlin Heidelberg. 992 p.

Benabadji S H. et al. (2004) anticarcinogenic amibaidant activity of diindolylmethane
derivatives. Acta Pharmacol Sin. 25 (5), 666-671.

Berthod A., Billardello B. et Geoffroy S. (1999)oliphenols in countercurrent
chromatography. An example of large scale separhtidnalusis. EDP Sciences, Wiley-
VCH. 27, 750-757.

Beta T., Nam S., Dexter J. E. et Sapirstein H.DOB) Phenolic Content and Antioxidant
Activity of Pearled Wheat and Roller-Milled Fraatm Cereal Chem. 82(4), 390-393.

Bidet D., Gaignault J. C., Girard P et Trotin FO8T) Inflammation, allergie, douleur et
acide arachidonique: du jardin des Hespéridescadaade de I'acide arachidonique : Les
flavonoides. L’actualité chimique. 89 - 97.

Bonnier G. (1990) La grande flore en couleurs. iBdiBelin.

Boyd B., Ford C., Koepke Michael C., Gary K., H&n McAnalley S. et McAnalley B.
(2003) Etude pilote ouverte de I'effet antioxyddidAmbrotose AOTM sur des personnes
en bonne santé. GlycoScience & Nutrition. 4 (6), 7p

Brouillard R., Figueiredo P., Elhabiri M. et Dangl®. (1997) Molecular interactions of
phenolic compounds in relation to the colour ofithuand vegetables. p. 30 - 49. In:
Phytochemistry of fruit and vegetables Proceediafjghe Phytochemical Society of
Europe. Oxford, UK: Clarendon Press.

Brownlee H. E., Hedger J. et Scott I. M. (1992)eeté of a range of procyanidins on the
cocoa pathoge@rinipallis perniciosa Phys. Mol. Plant Pathol. 40, 227 - 232.

Bruneton J. (1993) Pharmacognosie et phytochimant® médicinales. Paris, France :
Lavoisier. 278-279.

Bruneton J. (1995) Pharmacognosy, phytochemisteglicmal plants. Paris, Lavoisier.



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Bruneton J. (1999) Pharmacognosie, Phytochimient®amédicinales, (3éme éd.). Paris:
Editions médicales internationnales. Editions Tebd Lavoisier. 1120p.

Burnichon N. et Texier A. (2003) I'antibiogramméa: détermination des sensibilités au
antibiotiquesDES bactériologies.

Burton G. W., Traber M.G., Acuff R.V. et al. (199Buman plasma and tissue alpha-
tocopherol concentrationsin response to supplerientavith deuterated natural and
synthetic vitamin E. Am J Clin Nutr. 67, 669-684.

Caillard J. (2003) Les plantes, des usines chinsiqgre miniature. Dossier de ressources
documentaires. CRDP Midi-Pyrénées. 6p.

Cakatay U., Telci A., Kayali R. et al. (2000) Effeaf a-lipoic acid supplementation on
oxidative protein damage in the streptozotocin-éigrat. Res Exp Med. 199, 243-251.

Caree P. (1953) précis de technologie et de chimdigstrielle. T3. Ed. Balliére JB. et fils.

Carty J. L, Bevan R., Waller H. et al. (2000) Tlife&s of vitamin C supplementation on
protein oxidation in healthy volunteers. Biochenofiys. Res Com. 273, 729-735.

Chen C-N, Weng M-S, Wu C-L et Lin J-K. (2004) Compan of Radical Scavenging
Activity, Cytotoxic Effects and Apoptosis Inductiom Human Melanoma Cells by
Taiwanese Propolis from Different Sources. eCAN2),1{75-185.

Chevallier A. (1996) Encyclopedia of Medicinal RtanDorling Kindersley Pty Limited,
St Leonards, NSW.

Chu C. J. et Kemper K. J. (2001avender(Lavandula spp. Longwood Herbal Task
Force. 32p.

Cowan M. M. (1999) Plant Products as Antimicrobfaents. Clinical Microbiology
Reviews. 12 (4), 564-582.

Cuvelier M-E., Berset C. et Richard H. (1990)eUsf a new test for determining
comparative antioxidant activity of BHA, BHT- andy-tocopherols and extracts from
rosmary and sage. Sci. Aliments. 10, 797-806.

Cuvelier M-E., Richard H. et Berset C. (1992)n@araison of antioxidant activity of
some acid phénols: structure-activity relationsBijpsci. Biotech. Biochem. 56, 324-325.

Cuvelier M-E., Richard H. et Berset C. (1996)tiAridative activity and phenolic
composition of pilot-plant and commercial extractssage and rosmary. J.am.oil Chem.
Soc. 73, 645-652.

Das H. C., Wang J. H et Lien E. J. (1994) Carcimogy and cancer preventing activities
of flavonoids : A structure-system-activity relatghip ( SSAR ) analysis. p. 133 — 136.
In: Jucker E ed. Progress in Drug Research . BaBalkhauser Verlag.Das H. C. et



45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Weaver G. M. 1972. Cellulose thin-layer chromatpbsa of phenolic substances. J.
Chromatogr. 67, 105 — 111.

Dastidar S. G., Manna A., Kumar K A., Mazumdar Rutta N.K., Chakrabatary A.N.,
Motohashi N. et Shirataki Y. (2004) Studies on thetibacterial potentiality of
isoflavones. International Journal of Antimicribrgients. 23, 99-102.

Davies J. R. (2000) Hawthorn. Element Books Limit®dston, MA.

Delaveau P. (1987) Les Epices. Histoire, descrip#t usage des différents épices,
aromates et condiments. Albin Michel Editeur. 372 p

Demetzos C., Mitakus., Loukis A. and Harvala C.94PA new Drimane Sesquiterpene,
Isomers of manoyl oxid and other volatile constitigefrom the resin"Ladano” @istus
incanus subsp Creticyg) Heywood. j. Essential oil Res. 6, 37-41.

De Oliveira M. M., Sampaio M. R. P., Simon F., &ibB. et Mors W. B. (1972)
Antitumor activity of condensed flavenols. An. Ac&8tasil. 44, 41 - 44.

De Pascual J. T., Bellido I. S., Basabe P., Malc8s, Ruano I. F. et Urones J. G. (1982)
Labdane diterpenoids frofistus ladaniferusPhytochemistry. 21 §4899-901.

Devienne Karina F. et Raddi Maria Stella G. (2082)eening for Antimicrobial Activity
of Natural Products Using a Microplate Photometraz. J. Microbiol. 33 (2). S&o
Paulo.

Didry N., Pinkas M. et Torck M. (1982) Sur la comsfimn chimique et l'activité
antibacterienne des feuilles de diverses especgsaratelia. Pl. Med. Phytother. XVI, 7 -
15.

Dubey V. S, Bhalla R. et Luthra R. (2003) An ovewiof the non-mevalonate pathway
for terpenoid biosynthesis in plants. J. Biosci(28 637-646.

Dubois G. E., Grosby G.A. et Saffron P. (1977) Maortritive Sweeteners: Taste structure
relationships with for some new simple dihydrocbales. Science. 195, 397 - 399.

Dudareva N., Andersson S., Orlova I., Gatto N.,cRelt M., Rhodes D., Boland W. et
Gershenzon J. (2005) The nonmevalonate pathwayossppoth monoterpene and
sesquiterpene formation in snapdragon flowers Rediney B. Croteau, Washington State
University, Pullman, WA. PNAS. 102 (3), 933-938.

Dweck A. C. (2002) Herbal Medicine for the Skin.elihChemistry and Effects on Skin
and Mucous Membranes. Personal Care Magazine.1{2)1.

Ericsson H.M.A. et Sherris J.C. (1971) Antibiotiensitivity testing. Report of an
International Collaborative Study. Acta path Miaascand. B Suppl. 217, 90.

Esiyok D. et al. (2004) Herbs as a Food Sourceurkdy. Asian Pacific Journal of Cancer
Prevention. 5, 334-339.



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

European pharmacopoeia. (1999). 3rd ed. Suppl..Z@a@sbourg, Council of Europe.

Farombi E. O. (2003) African indigenous plants wiilemotherapeutic potentials and
biotechnological approach to the production of biwv@ prophylactic agents. African
Journal of Biotechnology. 2 (12), 662-671.

Fernandez M. (2003) de Quelques Plantes ditesdifedies et de leur Fonctions.
Editions Aenigma. 63p.

Ferreres F., Barberan F. A. T. et Tomas F. (198&)dhoids From_Lavandula dentata
Fitoterapia. 57, 199-200.

Favier A. (2003) Le stress oxydant. Intérét congelptet expérimental dans la
compréhension des mécanismes des maladies et ipbtémérapeutique. l'actualité
chimique. 108-115.

Fleuriet A. et Macheix J. J. (1977) Effet des hlees sur les composés phénoliques des
fruits de tomates " cerises 'Lycopersicon esculentuwar cerasiforme). Phys. Veg. 15,
239 - 250.

Fong Harry H.S. et Bauman J. L. (2002) Hawthoourdal of Cardiovascular Nursing.
16 (4) , 1-8.

Fouché J. G., Marquet A. et Hambuckers A. (200®) Rntes Médicinales, de la plante
au médicamenbservatoire du Monde des Plantsrt-Tilman.

Garcia Vallejo M. C., Garcia Vallejo I. et Valasbiegueruela A. (1989) Essential Oils of
GenusLavandulaL. in Spain 11TH International Congress of Essgrfils. Fragrance
and Flavours. New Delhi. 4, 15-26.

Gazi M. R., Kanda K. et Kato F. (2004) OptimisatwinVarious Cultural Conditions on
Growth and Antioxidant Activity Generation b§accharomyces cerevisideO 2373.
Journal of Biological Sciences. 4 (2), 224-228.

Georgetti S. R., Casagrande R., Di Mambro V. Mz&ni Ana ECS. Et Fonseca Maria.
JV. (2003) Evaluation of the Antioxidant Activityf dDifferent Flavonoids by the
Chemiluminescence MethodAPS PharmSci. 5 (2), 5p.

Goren A. C., Topcu G., Bilsela G., Bilsela M., Agghaus Z. et Pezzuto J. M. (2002) The
Chemical Constituents and Biological Activity ofdesitial Oil of Lavandula stoechas ssp.
Stoechas. Z. Naturforsch. 57c, 797-800.

Grieve M. (1931). A Modern Herbal: The Medicinaljlidary, Cosmetic and Economic
Properties, Cultivation and Folklore of Herbs, Gess Fungi, Shrubs and Trees with All
Their Modern Scientific Uses. Jonathan Cape Limitexhdon.

Gruenwald J. et al. (1998) PDR for Herbal Medicinkst ed. Montvale, MJ. Medical
Economics Company. Inc.



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Guérin-Faublée V. et Carret G. (1999) L'antibiognaen principes, méthodologie, intérét
et limites. Journées nationales GTV-INRA. 5-12.

Giulgin1., Uguz M. T., Oktay M., Beydemig. et Kiifrevigzlu O. 1. (2004) Evaluation of
the Antioxidant and Antimicrobial Activities of Gka Sage $alvia sclareal.). Turk J
Agric. 28, 25-33.

Hadi M. (2004) La quercétine et ses dérivés: madéscia caractére pro- oxydant ou
capteurs de radicaux libres; études et applicatiodipeutiques. These Présentée en vue
de I'obtention du grade de Docteur en SciencesUtaversité Louis Pasteur Domaine :
Pharmacochimie. 155p.

Hale A. L. (2003) Screening Potato Genotypes fotigdidant Activity, Identification of
the Responsible Compounds, and Differentiating BuNsrkotah Strains Using Aflp and
Microsatellite Marker Analysis. Office of Gradua&tudies of Texas A&M University.
Genetics. 260p.

Halliwell B. (1994) Free radicals and antioxidarggersonal view. Nutr. Rev. 52, 253-
265.

Harborne JB. (1989) Methods in plant biochemiskrylant phenolics. Academic Press,
London,UK.

Harikrishna D., Appa Rao A. V. N. et Prabhakar M. Q004) Pharmacological
investigation of prunin-6"-O-p-coumarate: A flavat@lycoside. Indian J Pharmacol. 36
(4), 244-250.

Hatanaka A., Kajiwara T. et Sekiya J. (1987) Bidbgsis pathway for C6-aldehydes
formation from linolenic acid in green leaves. Chehys Lipids. 44, 341-361.

Hayase F. et Kato M. (1984) Antioxidant compounfissweet potatoes. J. Nutri. Sci.
Vitaminol. 30, 37 - 46.

Hegarty V.M. et al. (2000) “Tea Drinking and Bokkneral Density in Older Women.”
Am J Clin Nutr. 71(4 1), 3-7.

Heilerova L., Bakova M., Tarapik P., Silhar S. et Labuda J. (2003) Comparison of
Antioxidative Activity Data for Aqueous Extracts bémon Balm Kelissa officinalis L),
Oregano Qriganum vulgare 1), Thyme Thymus vulgaris L), and Agrimony Agrimonia
eupatoria L) obtained by Conventional Methods and the DNAd8BBiosensor. Czech J.
Food Sci.21 (2), 78-84.

Holetz F. B., Ueda-Nakamura T., Dias Filho B. Par¢a Cortez D. A., Palazzo Mello J.
C. et Vataru Nakamura C. (2002) Effect of plantra&sts used in folk medicine on cell
growth and differentiation of Herpetomonas samuelpessoafKinetoplastida,
Trypanosomatidae) cultivated in defined medium. iNga. 24 (3), 657-662.

Hosein S. R., et Lytle M. (2001) Les Antioxydantsaducteur : Alain Boutilier. Catie
Feuillet d’'information. 5p.



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Huang D-J., Lin C-D, Chen H-J. et Lin Y-H. (2004ntfoxidant and antiproliferative
activities of sweet potatdgomoea batatafl..] Lam ‘Tainong 57’) constituents Bot. Bull.
Acad. Sin. 45, 179-186.

Inouye S., Tsuruoka T., Uchida K. et Yamaguch{2001) Effect of Sealing and Tween
80 on the Antifungal Susceptibility Testing of Essal Oils. Microbiol. Immunol. 45 (3),
201-208.

Janot M-M. (1965).Précis de botanique. Tome lltiBdimasson. P. 131.

Joffin J-N. et Leyral G. (2001) Microbiologie Techune. 1 Dictionnaire des techniques.
Collection Biological Technique.°2dition. CNDP. 312p.

Jukic M. et Milo§ M. (2005) Catalytic Oxidation and Aoxidant Properties of Thyme
Essential OilsThymus vulgaraé.). Croatica Chemica Acta. 78 (1), 105-110.

Julve P. (2004) écologique et chorologique de taeflde France. Baseflor. Index
botanique.version :23.

Kahler W. et al. (1993) “Diabetes Mellitus—A Freadical- Associated Disease. Results
of Adjuvant Antioxidant Supplementation.” Z Gesarinie Med. 48(5), 223-32.

Kaid Slimane I. L. (2004) contribution a I'’étude kdecomposition chimique et du pouvoir
antibacterien des huiles essentielles Gistus ladaniferusde la région de Tlemcen.
Mémoire pour I'obtention du dipléme d’ingenieur t@dieen Biologie. Option : Contrdle de
Qualité et Analyse. Faculté des Sciences.univ.ABBrEen.

Kalpoutzakis E., Aligiannis N., Mitaku S., Chinou, IHarvala C. et Skaltsounis
A.L.(2001) New semisynthetic antimicrobial Labdafgpe diterpenoids derived from
the resin"Ladano” ofistus creticusZ.Naturforsch.56 C, 49-52.

Karumi Y., Onyeyili P.A. et Ogugbuaja V.O. (2004ehtification of Active Principles of
M. balsamia(Balsam Apple) Leaf Extract. J. Med. Sci. 4 (3)94182.

Khallil Abdel-Raouk M. (2001) Phytofungitoxic Prapies in the Aqueous Extracts of
Some Plants. Pakistan Journal of Biological Sciend€4), 392-394.

Koenigs R. et Guelz P.G (1974) Monoterpenes in d@ksential leaf oil ofCistus
ladaniferus Z. Pflanzenphysiol. 72, 237-248.

Kokkalou E. (1988) The Constituents of the essérndih from Lavandula stoechas
growing wild in Greece. Planta Med. 54, 58-59.

Kreofsky T., Schlager J. W., Vuk-Pavlovic Z., Abaaih R. T. et Rohrbach M. S. 1992.
Condensed tannin promotes the release of arackidmml from rabbit resident alveolar
macrophages. Am. J. Resir. Cell. Mol. Biol. 7, 17B1.

100Krippeit-Drews P., LANG F., Haussinger D. et Drew& (1994) HO, induced

hyperpolarization of pancreatic B-cells. PflugersiA 426, 552 - 554.



101Lafont R. (2002) Méthodes Physiques de SéparatioiAaalyse et Méthodes de Dosage
des Biomolécules. Biologie et Multimédia.

102Lahlou M. (2004) Methods to Study the Phytochemisind Bioactivity of Esential Oils.
Phytother. Res. 18, 435-448.

103Lahouel M. & Fillastre J-P. (2004) Role of flavodsi in the prevention of
haematotoxicity due to chemotherapeutic agentsimndaé&(3), 313-320.

104Lamaison J.L.C. et Carnet A. (1990). Teneurs encpaux flavonoids des fleurs de
Crataegeus monogyna Jaed] deCrataegeus laevigatéPoiret D. Q en fonction de la
vegetation. Pharm. Acta. Helv. 65, 315-320.

105Lamarti A., Badoc A., Deffieux G. et Carde J. P994) Biogénése des Monoterpénes.
Bull. Soc. Pharm. Bordeaux. 133, 69 —118.

106Laverdiére F., Holstein A., Thiebaut L., Mallee Bravejat G. et Desclozeaux B. (1999)
Les Principales Methodes D’analyse. Dossier Coupl&gntre Sciences des Processus
Industriels et Naturels (SPIN). 51p.

107 Lawrence B.M. (1996) Progress in essential oilstuPeer & Flavorist 21, 55-68.

108Lee K. W., Kim Y. J., Lee H. J. et Lee C. Y. (2008pcoa Has More Phenolic
Phytochemicals and a Higher Antioxidant Capacigntiieas and Red Wine. J. Agric.
Food Chem. 51, 7292-7295

109Leitdo G. G., Leitdo S. G. et Vilegac W. (2002) €uPreparative Separation of Natural
Naphthopyranones with Antioxidant Activity by Higpeed Counter-Current
Chromatography. Z. Naturforsch. 57¢, 1051-1055.

110Lopes N., Kato M. J., Andrade Eloisa H-A., Mai&3.S., Yoshida M., Planchart A. R. et
Katzin A. M. (1999). Antimalarial use of volatilael drom leaves ofVirola surinamensis
(Rol.) Warb. Journal of Ethnopharmacology. 67, 313

111lugasi A., Bbvari J., Sagi K. V. et BirL. (2003) The role of antioxidant phytonutrients
in the prevention of diseases. Acta Biologica Sdegesis. 47(1-4), 119-125.

112Lyons L. et Nambiar D. (2005) Un guide pratique gdantes médicinales pour les
personnes vivant avec le VIH. CATIE. 60p.

113Mabry T. J et Ulubelen A. (1980) Chemistry and izéition of phenylpropanoids
including flavonoids, coumarins and lignans. J.i&gFood Chem. 28, 188 - 196.

114Maganga A. (2004) Influence of Variety and Orga@igltural Practices on Yield and
Essential Oil Content of Lavender and Rosemarynterior BC. (STOPA). Ecorational
Technologies. Kamloops. BC.23p.



115Marfak A. (2003) Radiolyse Gamma des Flavonoidesd& de leur Reactivite avec les
Radicaux Issus des Alcools : Formation de Depsidieégse pour obtenir le grade de
Docteur de I'Universite de Limoges. Spécialité ofhysique. 187p.

116 Mariotti J.P., Tomi F., Casanova J., Costa J.en8rdini A. F. (1997) Composition of
the Essential oil ofCistus ladaniferusL. Cultivated in Corsia (France). Flavour and
Fragrance Journal. 12, 147-151.

117Markham K. R. (1982) Téchniques of Flavonoid idicdtion. Biological Techniques
Series. Ed. Treherne J. E. et Rubery P. H. Academass. 113p

118 Masquelier J., Dumon M. C. et Dumas J. (1979) 8salion des collagénes par des
oligomeres procyanidoliques. Acta therapeutiquiOl, - 104.

119Mastelic J.M. et Kustrak D. (1997) Essential oidaglycosidically bound volatiles in
aromatic plants: ILavandin(Lavandula hybrida reverchgnActa Pharmaceutica. 47,133-
138.

120Mathon C.C. (1986) Potageres autrefois répandueasijetird’hui disparues. Suggestions
pour une typologie. JATBA, 121-126.

121Maydani M. (2000) Effect of functional food ingredients: antin E modulation of
cardiovascular diseases and immune status in thexlyl Am J Clin Nutr. 71(suppl),
1665S-1668S.

122Maydani M. (2000) Vitamin E and prevention of heart diseaseigh-risk patients. Nutr
Rev. 58, 278-281.

123Mcanlis G. T., Mceneny J., Pearse J. et Young(L998) Black tea consumption does not
protect low density lipoprotein from oxidative mbdation. Eur. J. Clin Nutr. 52, 202-
206.

124McGuffin M., Hobbs C., Upton R. et Goldberg. A. @19 Botanical Safety Handbook.
New York: CRC Press.37.

125Medi¢- Sart M., Jasprica |., Smdié-Bubalo A. et Mornar A. (2004) Optimization of
Chromatographic Conditions in Thin Layer Chromaamiry of Flavonoids and Phenolic
Acids. Croatica Chemica Acta. 77 (1-2), 361-366.

126 Mendoza L., Tapia L., Wilkens M. et Urzua A. (200®)tibacterial Activity of 13-Epi-
Sclareol, Alabdane Type Diterpene Isolated fromuBegnaphalium heterotrichium and
P. Cheiranthifolium (Asteraceae). Bol.Soc.ChiliQu47 (2), 91-98.

127Mensor L. L., Menezes F. S., Leitdo G. G., ReiSA.Santos T. C., Coube C. S. et Leitdo
S. G. (2001) Screening of Brazilian plant extrdotsantioxidant isoactivity by the use of
DPPH free radical method. Phy- tother. Res. 15; 11,

128 Mergaert P., Vaubert D., Gyoérgyey J., Jahni G., Mauwy N., Chaparro Egafia C.,
Villarroel R., Kelemen Z., Kelemen K., VinardellM- Kondorosi A. etKkondorosi E.



(2001) Utilisations d’arrays d’ADNc pour I'étude ddéveloppement des nodosités
symbiotiques chekledicago truncatulaEcole thématique Biologie végétale. 7p.

129Meyer A.S., Yi O.S., person D.A. et al. (1997) lition of humain low- density
lipoprotein oxidation in relation to composition phenolic antioxidants in grapes. J.
Agricult Food Chem. 45, 1638-1643.

130Mishra A. K. et Dubey N. K. (1994) Evaluation ofr8e Essential Oils for Their Toxicity
against Fungi Causing Deterioration of Stored Fdodmmodities. Applied and
Environmental Microbiology Microbiology. 60 (4), @1-1105.

131Misirli A., Kuden A., Demir G. et Gllcan R. (2001etermination of phenolic
compounds in some almond hybrids varying in rest#ao Pseudomonas amygdali. In:
Ak B.E. (ed.). 11 GREMPA Seminar on pistachios afmdonds = 11eme Colloque du
GREMPA sur le pistachier et 'amandier. Zarago€dHEAM-IAMZ. P.71-86.

132Molleken U., Sinnwell V. et Kubeczka K-H. (1998) destial Oil Composition of
Smyrnium olusatrunPhytochimistry. 49 (6), 1709-1714.

133Molyneux P. (2004) The use of the stable free adigphenylpicrylhydrazyl (DPPH)
for estimating antioxidant activity. SongklanakalinSci. Technol. 26 (2), 211-219.

134Morel Y. et Barouki R. (1999) Repression of gengresgsion by oxidative stress.
Biochem J. 342 (3), 481-496.

135Motiejunaitt O. et Peiulyté D. (2004) Fungicidal properties #finus sylvestrid.. for
improvement of air quality. Medicina (Kaunas). 40, (/87-794.

136 Mrabet N., Lahlou H. et Benijilali B. (1999) Effeof MoroccanCistus ladaniferus L
(rockrose) extracts on the growth of four fungiyt@ganie Mycologie. 20 (1), 23-33.

137Murtaza N., Mirza M. Yageen Z. et Badar Y. (1994)dtes on antibacterial activity of
Nelumbium speciosum Wild seed oil extracts. PJSIR269-272.

138Nagai T., Inoue R., Suzuki N., Myoda T. et Nagashifn (2005) Antioxidative ability in
a linoleic acid oxidation system and scavengindjtas against active oxygen species of
enzymatic hydrolysates from poll€hstus ladaniferusinternational Journal of Molecular
Medicine. 15, 259-263.

139Nakagawa K., Kawagoe M., Yoshimura M., Arata H.nlfikawa T., Nakamura M. et
Matsumoto A. (2000) Differential Effects of FlavaddQuercetin on Oxidative Damages
Induced by Hydrophilic and Lipophilic Radical Geatrs in Hepatic Lysosomal
Fractions of Mice. Journal of Health Science. 46569-512.

140Narayana K. R., Reddy M. S., Chaluvadi M. R. etsna D. R. (2001) Bioflavonoids
Classification, Pharmacological, Biochemical Effeeind Therapeutic Potential. Indian
Journal of Pharmacology. 33, 2-16.

141Naves Y.R. (1974) Technologie et chimie des pasfumturels, Essences concretes,
Resinoides, Huiles et pommades aux fleurs. Editélasson & Cie, paris.



142Nemecz G. (2001) Hawthorn. Communication Januaby{fey. P. 10-13.

143Nitsch J. P et Nitsch C. 1961. Synergistes natutetsauxines et des giberellines. Bull.
Soc. Fr. 26, 2237 — 2240.

144Nostro A., Germano M. p., D'Angelo V., Marino A. @annatelli M.a. (2000) Extraction
methods and bioautography for evaluation of mediciplant antimicrobial activity.
Lettres en microbiologie appliquée. 30 (5), p379.

145Novelli G. P. (1997) Role of free radicals in semhock. J Physiol Pharmacol. 48, 517-
527.

1460hran H., Marol S., Hepsen I.F. et Sahin G. Effeftsome probable antioxidants on
selenite-induced cataract formation and oxidatiteessrelated parameters in rats.
Toxicology. 139, 219-232.

1470Okamura H., Mimura A., Yakou Y., Niwano M. et Takah Y. (1993) Antioxidant
activity of tannins and flavonoids Bucalyptus rostrataPhytochem. 33, 557 — 561.

1480kuda T., Kimura Y., Yoshida T., Hatano T., OkudaetlArichi S. (1983) Studies on the
activities of tannins and related compounds frondligiral plants and drugs. I. Inhibitory
effects of lipid peroxidation in mitochondria andcnesome of liver. Chem. Pharm. Bull.
31, 1625 - 1631.

149Packer L. et al. (1995) “Alpha-Lipoic Acid as a Rigical Antioxidant.” Free Radical
Biology and Medicine. 19, 227-250.

150Panda K., Chattopadhyay R., Fhosh M. K. et al. 919¢tamin C prevents cigarette
smoke induced oxidative damage of proteins anckaszd proteolysis. Free Radicals Biol
Med. 27, 1064-1079.

151Panichayupakaranant P. et Kaewsuwan S. (2004) &igaguided isolation of the
antioxidant constituent fronCassia alata L leaves. Songklanakarin J. Sci. Technol.
26(1), 103-107.

152Panovska K.T., Kulevanova S. et Stefova M. (2085)itro antioxidant activity of some
TeucriumspeciegLamiaceae)Acta Pharm. 55, 207-214.

153« PARFUM — L'EXPO ». (2002) Le monde magique dufypar. Une exposition proposee
par le Comité Francais du Parfum. Fondation Clatetelan.

154Pedneault K., Léonhart S., Angers P., GosselirRamputh A., Arnason J. T. et Dorais
M. (2001) Influence de la Culture Hydroponique deef@ues Plantes Médicinales sur la
Croissance et la Concentration en Composés Seceadkis Organes Végétaux. Texte de
conférence - 5ieme Colloque sur les produits niuterigine végétale. Université Laval,
Qc, Canada. 2p.



155Pieroni A., Janiak V., Durr C. M., Ludeke S., TraehE. et Heinrich M. (2002) In vitro
Antioxidant Activity of Non-cultivated Vegetables Bthnic Albanians in Southern Italy.
Phytother. Res. 16, 467-473.

156Pincemail J., Meurisse M., Limet R. et DefraignegdJ.(1998) Mesure et utilisation des
antioxydants en médecine humaine. MS. 73.

157 Pincemail J., Meurisse M., Limet R. et DefraigneQl. (1999) L’évaluation du stress
oxydatif d'un individu : une réalité pour le médecvVaisseaux, Coeur, Poumon. 4 (5).

158 Pizarro C. M. (1966) Sinopsis de la Flora Chile®antiago, Ediciones de la Universidad
de Chile.

159 Ponponio R., Gotti R., Gotti R., Alfredo Santadgdtiand Cavrini V. (2003) Analysis of
cathechins in extract afistusspecies by microemulsion electro kinetic chromegphy.
Journal of chromatography A. 990, 215-223.

160Porter N. (2001) Essential oils and their productiGrop & Food Research. Number 39.

161Psotova J., Lasovgkd. et VEar J. (2003) Metal-Chelating Properties, Electrocical
Behavior, Scavenging And Cytoprotective Activiti®$ Six Natural Phenolics. Biomed.
Papers 147(2), 147-153.

162Quezel P. et Santa S. (1963) Nouvelle flore degékile et des régions désertiques
méridionales. Tome II. Ed. C.N.R.S. Paris.

163Rahman M. et Gul S. (2002) Antibacterial Activity Hydrodistilled Essential Oil of
Psammogeton canescdd. Umbelliferae. Biotechnology, 1 (1), 55-60.

164Rai M. K., Acharya D. et Wadegaonkar P. (2003) Pthmived-antimycotics: Potential of
Asteraceous plants, In: Plant-derived antimycofiostent Trends and Future prospects,
Haworth press, N-York, Londin, Oxford. 165-185.

165Rajendran S., Deepalakshmi P. D., Parasakthy Kvai¢ H. et Niranjali Devaraj S.
(1996) Effect of tincture oCrataegus on the LDL-receptor activity of hepatic plasma
membrane of rats fed an atherogenic diet. Atheeossis. 123 (1-2), 235-241.

166 Rakotoarison D. A., Gressier B., Trotin F. et al947) Antioxidant activities of
polyphenolic extracts from flowers, in vitro callend cell suspension cultures of
Crataegus monogyn&harmazie. 52, 60-64.

167Ravn H., Andary C., Kovacs G. et Molgaard P. (1984&ffeic acid esters as in vitro
inhibitors of plant pathogenic bacteria and fuiochem. Syst. Ecol. 17, 175 - 184.

168Rees S. B. et Harborne J. B. (1985) The role afsesrpene lactones and phenolics in
the chemical defence of the chicory plant. Phytath24, 2225 — 2231.

169Richard H. et Multon J.L. (1992) Les arbmes ahtages. Tec & Doc, Lavoisier, Paris.
438 p.



170Ristorcelli D., Tomi F. et Casanova J. (199&)-NMR as a tool for identification and
enantiomeric differentiation of major terpenes epbfied by the essential oil of
Lavandula stoechas L. ssp. Stoechdavour Fragr. J. 13, 154-158.

171Rose J. et Treadway S. (1999). Herbal Support fdeathy Cardiovascular System. Adv.
Nutrition Pub. Inc. 6 (16), 6p.

172Sarkar A., Bishayee M. et Chatterjee |I. B. (1995¢taBcarotene prevents lipid
peroxidation and red blood cell membrane proteimalge in experimental hepato
carcinogenesis. Cancer Biochem Biophys. 15, 111-125

173.Schnaubelt K. (1998) Advanced Aromatherapy. Vernttedling Arts Press.

174Schwammle B., Winkelhausen E., Kuzmanova S. etn&teWW. (2001) Isolation of
Carvacrol Assimilating Microorganisms. Biotechrig®. (4), 341-345.

175Scientific Correspondence. (2003) Broad spectrutmaeotic drug for the treatment of
ringworm infection in human beings. 85 (1), 30-34.

176 Serafini M., Laranjinha J.A, Almeida L.M, Maiani G000) Inhibition of human LDL
lipid peroxidation by phenol-rich and their impaxct plasma total antioxidant capacity in
humans. J Nutr Biochem, 11, 585-590.

177Sharma S., Sangwan N. S. et Sangwan R. S. (20&&I@pmental process of essential
oil glandular trichome collapsing in menthol miGurrent Science. 84 (4-25), 544-550.

178.Sidi Boulenouar K. et Ziane A. (2003) Etude phyiouque des huiles essentielles de
Lavandula stoechak. et Lavandula stoechak. de la région de Tlemcen. Mémoire pour
I'obtention du dipléme d’études supérieur en big@oQption : Biochimie. Faculté des
Sciences.univ.ABB.Tlemcen.

179.Simpson William T. (1999) Drying and Control of Mtire Content and Dimensional
Changes. Gen. Tech. Rep. FPL-GTR-113. MadisonsEBreducts Laboratory. 463 p.

180Singleton V. L., Ortofer R., Lamuela-Raventos R.(/899) Analysis of total phenols and
other oxidation substrates and antioxidants by meainFolin Ciocalteu reagent. In:
Packer L. (ed). Methods in Enzymology. Orlando. deraic Press. 152-178.

181.Skoula M., AbidiC. et Kokkalou E. (1996) Essential oil variationLaivandula stoechas
L. ssp. stoechaggrowing wild in crete (Greece). Biochemical Sysétics and Ecology.
24 (3), 255-260.

182Smallfield B. (2001) Introduction to growing herlisr essential oils, medicinal and
culinary purposes. Crop & Food Research. Numbedg5,

183Sousa EMBD., Chiavone-Filho O,.Moreno M.T., SilvaNDQ Marques M.O.M. et
Meireles M.A.A. (2002) Experimental Results for tB&traction of Essential Oil From
Lippia sidoidesCham. Using Pressurized Carbon Dioxide. Brazilianrnal of Chemical
Engineering. 19 (02), 229-241.



184Souza Lucia K. H., De Olivera Cecilia M. A., FdPédro H., De Olivera Junior J. G., De
Souza Junior A. H., De Fatima O., Fernandes L.ilea3aria do Rosario R. (2003)
Antimicrobial Activity of Hyptis ovalifoliaTowards Dermatophytes. Mem Inst Oswaldo
Cruz. Rio de Janeiro. 98 (7), 963-965.

185.Stavric B. et Matula T. I. (1992) Flavonoids in €bdrheir significance for nutrition and
health. p. 274 - 294. In : ONG ASH et Packer L ddpid soluble and antioxidants:
Biochemistry and clinical applications. Basel :KBiauser Verlag.

186 Stefanovits-Banyai E., Tulok M. H., Heded A., Renner C. et Varga |. S. (2003)
Antioxidant effect of various rosemariRgsmarinus officinalis . clones. Acta Biologica
Szegediensis. 47 (1-4), 111-113.

187 Subrahmanyam M., Hemmady A. et Pawar S.G. (2001ipbActerial Activity Of Honey
On Bacteria Isolated From Wounds. Annals of Bummd laire Disasters. XIV (1)

188Sun J., Khtan B., Huang S-H., Whiteman M. et ZhZ.Y{2002) Effects of natural
products on ischemic heart diseases and cardioeassystem. Acta Pharmaco. 23 (12),
1142 -1151.

189.Svedstrom U., Vuorela H., Kostiainen R. TuomingrKakkonen J., Rauha J-P., Laakso
I. et Hiltunen R. (2002) Isolation and identificati of oligomeric procyanidins from
Crataegudeaves and flowers. Phytochemistry. 60 (8), 823-82

190.Svoboda K.P. et Hampson J.B. (1999) Bioactivityes$ential oils of selected temperate
aromatic plants: antibacterial, antioxidant, afi@mmatory and other related
pharmacological activities. Plant Biology Departe®AC Auchincruive, Ayr, Scotland,
UK., KA6 5HW.

191 Takeoka G. (1998) Flavor chemistry of vegetablasklavor chemistry. Thirty years of
progress. Teranishi R. et al. (Ed.). Cluwer Acad#Rienum Publishers, New York. 287-
304.

192 Talavera S., Gibbs PE. et Herrera J. (1993) Reptodubiology of Cistus ladaniferus
(Cistaceae). Plant Syst. and Evol. 186, 123-134.

193 Teixeira da Silva J-A. (2004) Mining the essentids of the Anthemideae. African
Journal of Biotechnology. 3 (12), 706-720.

194Thanos C. A., Georghiou K., Kadis C. et Pantaz(1992) Cistaceae: A Plant Family
With Hard Seeds. Isr. Journal of Botany. 41, 263-2

195Tutin T.G. (1976) Flora Europea. Cambridge, Cadd®iUniversity Press. Vol 4.

196.Twidwell E. K., Wagner J. J. et Thiex Nancy J. (2pQ@QJse a Microwave Oven to
Determine Moisture Content of Forages. EXEx 8027. p



197Upson T. M., Grayer R. J., Greenham J. R., WillidsA., Al-Ghamdi F. et Chen F-H.
(2000) Leaf favonoids as systematic characterhéngenerd.avandulaand Sabaudia
Biochemical Systematics and Ecology. 28, 991-1007.

198Vansant G. (2004) Radicaux libres et antioxydangsincipes de base. Symposium «
Antioxydants et alimentation ». Institut Danone.

199Velickovi¢ Dragant T., Randjelo¥iNovica V., Ristt Mihailo S., Veltkovic Ana S. et
Smelcerowt Andrija A. (2003)Chemical constituents and antimicrobial activitytbé
ethanol extracts obtained from the flower, leaf astdm of Salvia officinalis L.
J.Serb.Chem.Soc. 68 (1), 17-24.

200Veluri R., Weir Tiffany L., Bais Harsh P., Stermizank R., et Vivanco Jorge M. (2004)
Phytotoxic and Antimicrobial Activities of CatechDerivatives. J. Agric. Food Chem.
52, 10771082.

201Vergeé S., Soulet S., Lacan F., Mas T., ArnaudindydNay B., Castagnino C., Delaunay
J.C., Cheze C., Monti J.P., Deffieux G., MérilloMJ Nuhrich A. et Vercauteren J.
(1999) Les Polyphenols du Vin : de La Chimie PoarMie. Bull. Soc. Pharm. Bordeaux.
138, 75-90.

202Wang J. et Mazza G. (2002) Effects of Anthocyarsind Other Phenolic Compounds on
the Production of Tumor Necrosis Factar in LPS/IFNy-Activated RAW 264.7
Macrophages. J. Agric. Food Chem. 50, 4183-4189.

203Wang S-Y., Wu J-H., Shyur L-F., Kuo Y-H. et Chand §2002) Antioxidant Activity of
Abietane-Type Diterpenes from Heartwood @®hiwania cryptomerioidesHayata.
Holzforschung. 56 (5).

204Wichtl M. et Anton R. (1999) Plantes therapeutiqu&sadition, pratique officinale,
science et thérapeutique. Edition Tec et Doc E tdrug™ edition.

205Wiesenfeld E. (1999) Aroma Profiles of Various Laslala Species. SIS: Scientific
Instrument Services.

206 Wilson C. L., Solar J. M., El Ghaouth A. et WisngkvM. E. (1997) Rapid evaluation of
plant extracts and essential oils for antifungaivaty againstBotrytis cinereaPlant Dis.
81, 204-210.

207.Yrjonen T. (2004) Extraction and Planar Chromatpgra Separation Techniques in the
Analysis of Natural Products. Conference Room SMaiiki Infocentre (Viikinkaari 11),
Faculty of Pharmacy of the University of Helsingdlp.

208Zapatero J. M. (1999) Selections from current ditere: effects of Hawthorn on the
cardiovascular system. Family Practice. 16 (5)-538.

209Zhu Q. Y., Hackman R. M., Ensunsa J. L., Holt ReRKeen C. L. (2002) Antioxidative
Activities of Oolong Tea. J. Agric. Food Chem. 6029-6934.



Annexes

Tous les résultats de chaque test sont expriméa pavyenne de trois répétitions (n=3)
Chagque moyenne est représentée par la (Moye18is)
SD : écart type

Tableau Al: Teneur en eau de différentes plantes
(g/100g de plante seche « % »)

La plante Humidité en %
L. stoechas Oum el alo(Automne)| 52.50+ 0.7071
C. ladaniferus (Automne) 52.03+ 0.02828
C. oxyacantha (Printemps) 66.2+ 0.1000
S. olusatrum  (Printemps) 81.8+ 0.2000

Tableau A2 : Rendement en huile essentielle desféifentes plantes
(g/100g de plante seche « % »)

La plante Rendement en %
L. stoechas Oum el alo(Automne)| 2.01+ 0.02082
L. stoechas Ain fezzghutomne) 0.46+ 0.005774
C. ladaniferus (Automne) 0.09+ 0.01000
S. olusatrum  (Printemps) 0.037+ 0.001414

Tableau A3 : Densité des huiles essentielles

La plante Densité moyenne
lavandula stoecha®©um el aloAutomne)| 0.813+ 0.1080
lavandula stoechaBin fezzgAutomne) 0.855+ 0.1443
cistus ladaniferugAutomne) 0.757+ 0.1051
smyrnium olusatrunPrintemps) 0.889+ 0.04250

Tableau A4 : Résultat de la mise en évidence deavbnoides

Origine végétale de I'extrait brut | Lecture / coloration

Lavandula stoechas + / rouge
Cistus ladaniferus + / rouge
Crataegus oxyacantha ++ / rouge vif

Smyrnium olusatrum ++ / rouge foncé




Tableau A5 : Rendement en extrait sec brut
(g/100g de matériel végétal sec)

La plante Rendement moyen
en % (p/p)
Lavandula stoechas| 2.398+ 0.3300
Cistus ladaniferus 3.613+ 0.2973
Crataegus oxyacantha 4.553+ 0.05774
Smyrnium olusatrum| 1.082+ 0.2973

Tableau A6 : Valeurs de I'absorbance pour la courbeé’étalonnage des polyphénols

(o))

Dose mg/ml 0.35 1.04 1.73 2.42 3.12 3.4
Abs 0.108 | 0.133 | 0.313 | 0.376 | 0.373 | 0.416
(660 nm) 0.123 | 0.194 | 0.294 | 0.356 | 0.395 | 0.383
0.098 | 0.169 | 0.315 | 0.365 | 0.417 | 0.490
Abs moyenng 0.109 | 0.165 | 0.307 | 0.366 | 0.395 | 0.429
+ + + + + +

0.01258| 0.03066| 0.01159| 0.01002| 0.02200| 0.05479

Tableau A7: Valeurs de I'absorbance pour la courbel’étalonnage des flavonoides

Dose pg/ml 5 15 25 35 45 50
Abs 0.055 0.069 0.094 0.088 0.112 0.121
(367nm) 0.058 0.060 0.093 0.093 0.113 0.121
0.050 0.064 0.085 0.094 0.110 0.126
Abs moyenng 0.054 0.064 0.091 0.092 0.112 0.123
+ + + + + +

0.004041] 0.004509| 0.004933 0.003215| 0.001528| 0.002887

Tableau A8 : Teneur en polyphenols et flavonoide§ésultat exprimé en équivalent
gramme de I'étalon employé par 100g de plante secka poudre)

La plante Qté moyenne des polyphenolsQté moyenne des flavonoide
en mg eq. résorcinol/100g en mg eq. catéchol/100g
matériel végétal sec matériel végétal sec
Lavandula stoechas 686.71+ 42.439 87.76 6.824
Cistus ladaniferus 1035.99+ 33.225 41.59 2.728
Crataegus oxyacantha 457.17+ 27.483 74.28 2.946
Smyrnium olusatrum 94.56+ 30.353 20.3% 2.572




Diametre de 'auréole d’inhibition en mm

Tableau A9 : Antibiogramme

NA SP SXT TE E (15
Dose (30ug) | (100pg) (30u9) ul)
ATB (1,25/23,75)
Les souches ug
Pseudomonas aeroginosa 0 1 14 0 5
(p4)
0.5 1 13 0 5
0.5 1 13 0 5
Pseudomonas aeroginosa 0.5 0.5 0 0 5
ATCC27853 0.5 0.5 0 0 5
0.5 0.5 0 0 5
Enterobacter cloacea (En) 12 7 0 5 0.5
10 7 0 5 0.5
10 5.5 0 5 0.5
Klebsiella pneumoneae
(KL1) 0 2 12 5 5
0 2 12 5 5
0 2 12 5 5
E. coli ATCC25922 19 4 15 6 12
19 5 15 6 12
19 5 15 6 12
E. coli (E1) 15.5 4 14 0.5 4
16 10 15 0.5 4
15.5 4 15 0.5 4
Staphylococcus aureus 0.5 3 14 3 5.5
ATCC25923 0.5 4 14 3 6
0.5 3 14 4 5.5
Staphylococcus aureus
(ST1) 0.5 5 4 3 0.5
ATCC 601. 0.5 6 3 4 0.5
0 4 0 5 0
Salmonella typhi (SL) 0 5 12 2 6
0 5 12 2 6
0 5 14 2 8
Citrobacter 18 4.5 0.5 0.5 0.5
18 5 0.5 0.5 0.5
18 5 0.5 0.5 0.5
Listeria monocytogenes
(L11) 1 4 0 0.5 1
1 4 0 0.5 0.5
1 4 0 0.5 1
Proteus mirabilis (Pr) 0 19 0 0 18
0 19 0 0 17
0 20 0 0 17




Tableau A10 : Antifongigramme (Antifongique : nystdine (Mycostatine))

1) Les moisissures
Diameétre de la colonie en cm

Ladose| 5yl 40ul
La souche (50ppm) | (400ppm)
Rhizopus stolonifer48heures 6.6 2.1
6.7 2.35
6.7 2.4
Mucor sp 4jours 2 1.3
1.5 1.4
1.8 1.35
Trichoderma sp  4jours 8 2
8 1.1
8 2.3
Alternaria sp 4jours 0.9 0.6
1 0.6
1 0.6
Aspergillus flavus 7jours 3.8 2.1
3.4 3.2
3.6 2.9
Fusarium sp 7jours 0 0
0 0
0 0
Penicillium sp 7jours 0.9 0.7
0.6 0.7
0.7 0.6

2-Les levures
Diametre de l'auréole d’inhibition en mm

La souche Dose| Diametre
Candida albicans 30ppm| 13.33
444 10.5
13.5




Tableau A1l : Activité de la Mycostatine sur la creissance des moisissures exprimée en
% d'inhibition de la colonie mycélienne

% d’inhibition % moyen % d’inhibition %moyen
dans les trois tests dans les trois tests
La dose 5ul 5ul 40ul 40ul
La souche (50ppm) (50ppm) (400ppm) (400ppm)
Rhizopus stolonifer 17,5 73,75
48heures incubation 16,25 16,67+ 0,7417 70,63 71,46 + 2,009
16,25 70
Mucor sp 23,08 80
4jours incubation 76,92 57,44 + 29,84* 78,46 79,23 £0,7692
72,31 79,23
Trichoderma sp 0 75
4jours incubation 0 0+0 86,25 77,5+ 7,806
0 71,25
Alternaria sp 80,43 86,96
4jours incubation 75,61 77,95 +2,417 85,37 86,33 +0,8472
77,78 86,67
Aspergillus flavus 9,52 50
7jours incubation 10,53 9,25 + 1,437 15,79 30,48 +17,61*
7,69 25,64
Fusarium sp 100 100
7joursincubation 100 100+ 0 100 100+0
100 100
Penicillium sp 68,97 75,86
7jours incubation 68,42 70,8 + 3,651 63,16 72,53 + 8,229
75 78,57

* : pas tout a fait significatif




Tableau A12 : Test antifongique

1) Les huiles _essentielles
(Diameétre des colonies en centimeétre)

E] pli20 ml HE. Lavandula stoechas HE. Cistus ladaniferus
MC 4 10 20 40 100 110 12p 4 10 20 40 100 110 120 (1250
Les souche
R.stolonifer 8 6.9 3.4 0 0 5.4 5 3.4 1.9 0.7 (
48 heures 8 6.9 | 3.45 0 0 54 506 32 185 0|7 0
8 6.8 3.4 0 0 5.34 5 31 185 0J8 D
Mucor sp 4.4 3.7 4 1.4 0 2.9 1.4 1.2 Q 0
4 jours 3.9 3.8 3.5 1.5 0 2.9 155 1.15 ( D
4.2 3.7 4 1.5 0 2.8 1.5 1.1 Q q
Trichoderma| 7.5 55 3 1.1 0 2.8 2.8 1.5 13 1 0.7 0
sp 8 5.8 2.7 1.1 0 3.0 2.9 1.y 1.4 1/1 0/65 0
4jours 7.8 5.7 2.9 1.1 0 3.0 2.9 1.6 185 1/05 0.75 0
Alternaria 4 3.15| 2.1 1 0 2.5 2.1 1.6 1 a
sp 2 3.3 2.3 1 0 2.5 2.2 1.5 1.1 q
4 jours 3 3.2 | 2.15 1 0 2.4% 2.0 185 12
A. flavus 3.7 3.1 2.7 1.5 0.9 0 2.9 2.8 19 1B5 1|35 1.2 0
3.7 35| 255 1.6 0.8 0 2.7 2.8 18 165 1.3 1.2 0
3.8 3.2 26| 155 1.0 0 2. 2.8 1.85 1.8 1.3 1.2 0
Fusariumsp| 3.3 2.1 1.5 0 0 3.15 1.9 1.y 1.%55 D
7 jours 3.1 2.0 | 1.55 0 0 2.1 1.85 16 1.85 D
3.2 | 205 15 0 0 3.2 1.85 1.65 1|4 D
Penicillium 2.6 2.1 1.5 1.1 0.6 1.15 1.8 11 111 Q.
sp 255| 2.0 1.1 1.2 0.4 1.1 1.35 1 L a.
7 jours 275 2.1 1.3 1.2 0.4 0 1.2 1.8 11 11 Q




Tableau A12 (suite) : Test antifongique
2) Les flavonoides
(Diamétre des colonies en centimétre)

[EF] /20mI MC tarmoini|  Témoin2 EF. Lavandula | EF.Crataegus EF. Cistus EF. Smyrnium
(PDA) | (PDA+DMSO)
Les souches 300 | 500] 700| 300| 504 700] 300] 500 709 1000[ 300| 500| 700
R. stolonifer 8 8 62| 58 53 8| 7.7 74551 4| 32 34 14 08
8 8 60| 6| 54 8| 75 7/ 58 4 3B 31 13 §7
8 64| 59 54 8| 78 7d4552| 4| 34 32 194 0.8
Mucor sp 6,5 8 8|69 58 8 8 8 26 2p 17 B B 10
6,5 8 74 64 54 8| g g 2B 17 6 B 8 46
6,4 8 76 74 59 8| g g 28 1l 17 40 $0 68
Trichoderma sp 8 8 36| 28 22 8| 7 5p 8 1 2|8 44 4 15
8 8 33| 27 24 8| 72 5| o 4 2§ 20 p 17
8 8 39| 29 24 8| 74 53 d 7o 2|5 28 |2 18
Alternaria sp 4,6 2 25| 24 29 2431|515 15| 14| 14 22 19 14
4,1 1.65 25 2| 18p25] 33| 31| 1.551.45[ 13 2| 18] 16
4,5 4 25( 24 21 4| 35 31 1p535[ 14 21| 18] 16
Aspergillus sp 4,2 5 46| 44 41 e4p62| 63| 399 38| 3 6,6 6,5 4,6
3,8 4.6 48| 4 44 63 74 62 & 31 26 4,86 | 47
3,9 5 454 46| 44| 6.396.7| 6.4| 3.09 3.3| 3.1 6.6 65| 4.8
Fusarium 7] 31 1.9 45| 2| 14 19 1B 1p o6 d6 Q6 5 [1.86 [1
2,85 2.1 24 1.9 13 17 16 14 de @6 96 [0 [m6| 23
5.0 2.1 43| 2qd 14 18 1ff 13 o6 d6 06 [0 pwWsp27
Penicillium 7] 2,9 2.8 31| 24 21 3% 3p 3k s 1[758 21| 19| 14
1.9 1.95 22 294 21 3% 37 32 1fsss| 16 1194 16| 1.3
2,8 2.2 32| 24 24 33 35 32 1[7665|165 2,85 1.8 | 1.4




Tableau 28 (A13) : Essai Antioxydant
(Capacité de réduction du radical libre mesuré a 58.nm)

Réduction de I'’Absorbance en fonction de la doskedt¢rait

Nature de la substance Dose (ug/ml) de I'antioxydant Absorbance Abs
chimique Abs 1] Abs2| Abs3d (Moyenne + SD
Contrble (DPPH) 0 0.478 0.471 0.448 0.466 + 0.015]0
EF. L. stoechas 4 0.248| 0.255 0.236 0.246 £ 0.009609
5 0.227| 0.215 0.303 0.248 £0.04772
7 0.123| 0.157, 0.132 0.137 £0.01762
10 0.033| 0.094 0.036 0.054 +0.0343D
15 0.032| 0.041 0.041 0.038 + 0.005196
30 0.035| 0.024 0.041 0.033 +0.008622
50 0.025| 0.022 0.028 0.025 + 0.003000
100 0.022| 0.023 0.02f 0.024 + 0.002646
150 0.024| 0.023 0.025 0.024 + 0.001000
EF. C. ladaniferus 5 0.443| 0.419 0.395 0.419 +0.02400
7 0.327| 0.384 0.335 0.349 +0.03086
10 0.254| 0.239 0.241 0.245 £ 0.008145
13 0.161| 0.19 0.176 0.178 £0.0175p
15 0.156| 0.15 0.105 0.139 +0.02944
20 0.154| 0.122 0.114 0.130 +£0.0211}F
30 0.016| 0.019 0.019 0.018 £0.001732
50 0.011| 0.014 0.008 0.011 +0.003000
100 0.005| 0.003 0.00f 0.005 + 0.002000
EF. C. oxyacantha 0.8 0.309] 0.241 0.246  0.265 + 0.03790
3 0.227| 0.102] 0.175% 0.116 +0.1054
5 0.115| 0.062 0.079 0.085 +0.02706
10 0.078| 0.060 0.058 0.065+0.0110p
30 0.050| 0.05 0.055 0.0537 +0.003215
50 0.054| 0.053 0.049 0.052+ 0.002646
100 0.046/ 0.048 0.05p 0.0487 + 0.00305
EF. S. olusatrum 1 0.464| 0.467 0.419 0.450+ 0.02689
3 0.420| 0.397] 0.414 0.410+0.01193
5 0.388| 0.381] 0.397 0.389 £ 0.008021
7 0.358| 0.335 0.347 0.347 £0.01150
10 0.250| 0.223 0.165 0.213 +0.0434B
15 0.072| 0.069 0.075 0.072 £ 0.003000
30 0.060| 0.03§ 0.049 0.049 +£0.0110D
40 0.033| 0.042 0.025 0.033 £ 0.008505
50 0.035| 0.028§ 0.020 0.028 £ 0.007506
60 0.026| 0.01§ 0.006 0.015+0.0105p
Trolox 0.8 0.254| 0.253 0.255 0.254 + 0.001000
2 0.216| 0.173 0.250  0.213 +0.03859
4 0.055| 0.033 0.060 0.049 +£0.01436
5 0.031| 0.044 0.024 0.033+0.0101b
6 0.004| 0.001f 0.003 0.003 +0.001528
12 0.001| 0.001 0.001 0.001 + 0.000
Acide ascorbique 0.5 0.339 0.438 0.397 0.391 +9¥04
1 0.211| 0.229 0.220 0.220 + 0.009000
1.2 0.189| 0.178 0.200 0.189 + 0.01100
5 0.015| 0.014 0.013 0.014 +0.001000
10 0.011] 0.013 0.012 0.012 £ 0.001000
20 0.007| 0.009 0.005 0.007 £ 0.002000




Tableau 28 (suite A13)) : Test antioxydant (suitegsultat)

Nature de la substance Dose (pg/ml) de I'antioxydant Absorbance Abs
chimique Abs 1| Abs?2| Abs3 (Moyenne + SD
Contrble (DPPH) 0 0.467 0.478 0.47Y3 0.507 + 0.064(73
HE S. olusatrum 2 0.451| 0.458 0.465 0.458 + 0.007000
10 0.456| 0.468 0.444 0.456 + 0.012Q0
20 0.454| 0.458 0.450 0.454 + 0.004000
100 0.450| 0.410 0.43D 0.430 + 0.020Q00
300 0.371] 0.3797 0.388 0.377 +0.006000
500 0.314] 0.389 0.39p 0.366 +0.04513
600 0.394| 0.306 0.35p 0.350 + 0.044Q0
700 0.347| 0.348 0.34p 0.347 +0.001000
1 000 0.347] 0.348 0.340 0.345 +0.004359
3 000 0.258 0.253 0.259 0.257 +0.0032115
5 000 0.180, 0.213 0.185 0.193+0.017719
7 000 0.175/ 0.184 0.166 0.175 + 0.009000
9 000 0.149] 0.154 0.140 0.148 + 0.007095
11 000 0.095 0.062 0.057 0.071 £ 0.02065
13 000 0.053 0.050 0.055 0.053+0.0025(17
HE L. stoechas 2 0.468| 0.459 0.450 0.459 + 0.009000
10 0.455| 0.448 0.441 0.448 + 0.007000
20 0.439| 0.443 0.399 0.427 £0.02433
100 0.495| 0.463 0.478 0.477 £0.01637
300 0.399| 0.480 0.382 0.420 + 0.05237
400 0.457| 0.393 0.382 0.411 + 0.04080
500 0.355| 0.379 0.374 0.369 +0.01246
600 0.345| 0.345 0.33D 0.34 + 0.008660
1 000 0.259] 0.257 0.260 0.259 + 0.0015p8
3000 0.140, 0.14% 0.132 0.139 + 0.006557
5 000 0.087] 0.097 0.080 0.088 +0.008544
7 000 0.075/ 0.078 0.072 0.075 + 0.003000
9 000 0.062] 0.062 0.068 0.062 +0.0005774
11 000 0.033 0.031 0.038 0.034 +0.0036/06
13 000 0.031] 0.029 0.033 0.031 +0.002000
HE C. ladaniferus 2 0.461| 0.452 0.461 0.461 + 0.009000
10 0.449| 0.440 0.458 0.449 + 0.009000
20 0.441| 0.454 0.428 0.441+0.013Q0
300 0.402| 0.396 0.408 0.403 + 0.08200
500 0.392| 0.321 0.40R 0.393 + 0.005083
1 000 0.218 0.193 0.169 0.193 £ 0.02450
3000 0.089] 0.064 0.069 0.074 +0.01323
5 000 0.053] 0.058 0.058 0.0547 +0.002887




Tableau Al4 : Résultat du test Antioxydant exprimam |’ EC50

et la Puissance Antioxydante

Extrait

EC50

ARP

Extrait naturel

EF L. stoechas

4,98463188
5,51590076
5,38393399

0,20061662
0,18129405
0,18573779

EF C. ladaniferus

10,7963896
11,9421251
11,5328673

0,09262356
0,08373719
0,08670871

EF C.oxyacantha

3,06265187
2,4453605
2,74609215

0,32651442
0,40893766
0,36415384

EF S. olusatrum

9,92597841
9,50042581
9,62555735

0,10074574
0,10525844
0,10389009

HE L. stoechas

1893,55079
1875,52585
1789,24869

0,00052811
0,00053318
0,00055889

HE C. ladaniferus

1110,76663
856,605124
876,802913

0,00090028
0,0011674
0,00114051

HE S. olusatrum

3496,9444
3595,46994
3496,21989

0,00028596
0,00027813
0,00028602

Les standards

Aciode ascorbique

0,88781625
1,138782
1,10453593

1,1263592
0,8781312
0,9053576

TROLOX

2,05951962
1,92702258
2,19908762

0,48555012
0,51893528
0,45473404




Tableau A15 : Réduction de ’Absorbance du DPPH egrolution en fonction du temps

EF L. stoechas EF C. ladaniferus EF C. oxyacantha
Temps Abs Temps Abs Temps Abs
(min) (518nm) (min) (518nm) (min) (518nm)
0 1.009 0 1,040 0 0.968
1 0,249 1 0,703 1 0,601
2 0,169 2 0,644 2 0,194
3 0,168 3 0,638 3 0,168
4 0,159 4 0,630 4 0,165
5 0,155 5 0,624 5 0,165
6 0,152 6 0,618 6 0,164
7 0,149 7 0,614 7 0,164
8 0,148 8 0,610 8 0,164
9 0,146 9 0,606 9 0,164
10 0,146 10 0,602 10 0,163
11 0,144 11 0,599 11 0,164
12 0,144 12 0,597 12 0,164
13 0,144 13 0,595 13 0,164
14 0,144 14 0,593 14 0,165
15 0,144 15 0,591 15 0,165
16 0,145 16 0,590 16 0,164
17 0,145 17 0,589 17 0,164
18 0,145 18 0,587 18 0,165
19 0,145 19 0,587 19 0,165
20 0,145 20 0,585 20 0,165
21 0,145 21 0,585 21 0,165
22 0,144 22 0,584 22 0,165
23 0,144 23 0,583 23 0,165
24 0,144 24 0,582 24 0,165
25 0,144 25 0,579 25 0,165
26 0,144 26 0,578 26 0,165
27 0,145 27 0,578 27 0,165
28 0,145 28 0,577 28 0,165
29 0,145 29 0,576 29 0,165
30 0,145 30 0,575 30 0,165

31 0,575 31 0,165
32 0,575

To (0 min) solution de DPPH sans extrait naturetomposé antioxydant
ti (i>0) solution de DPPH + I'extrait naturel ou conspaantioxydant



EF S. olusatrum EF S. olusatrum(suite) TROLOX Acide ascorbique

Temps  Abs Temps  Abs Temps  Abs Temps  Abs
(min)  (518nm) (min)  (518nm) (min)  (518nm) (min)  (518nm)
0 0.998 31 0,667 0 1.073 0 1.055
1 0,840 32 0,666 1 0,572 1 0,125
2 0,785 33 0,664 2 0,210 2 0,105
3 0,774 34 0,664 3 0,158 3 0,101
4 0,764 35 0,663 4 0,156 4 0,101
5 0,753 36 0,662 5 0,156 5 0,101
6 0,745 37 0,661 6 0,156 6 0,100
7 0,739 38 0,661 7 0,155 7 0,100
8 0,733 39 0,660 8 0,155 8 0,100
9 0,727 40 0,658 9 0,155 9 0,100
10 0,722 41 0,658 10 0,155 10 0,100
11 0,717 42 0,657 11 0,155 11 0,100
12 0,713 43 0,657 12 0,155 12 0,100
13 0,709 44 0,656 13 0,155 13 0,100
14 0,705 45 0,655 14 0,155 14 0,100
15 0,702 46 0,655 15 0,155 15 0,100
16 0,699 47 0,655 16 0,154 16 0,100
17 0,695 48 0,654 17 0,154 17 0,100
18 0,693 49 0,654 18 0,154 18 0,100
19 0,690 50 0,654 19 0,154 19 0,099
20 0,688 51 0,653 20 0,154 20 0,100
21 0,685 52 0,653 21 0,154 21 0,100
22 0,683 53 0,653 22 0,154 22 0,100
23 0,681 54 0,652 23 0,154 23 0,099
24 0,679 55 0,652 24 0,154 24 0,099
25 0,677 56 0,652 25 0,154 25 0,099
26 0,675 57 0,652 26 0,154 26 0,099
27 0,673 58 0,652 27 0,154 27 0,099
28 0,671 59 0,652 28 0,154 28 0,099
29 0,670 60 0,652 29 0,154 29 0,099
30 0,668 61 0,652 30 0,154 30 0,099

31 0,099



HE L. stoechas

Temps  Abs Temps  Abs Temps  Abs Temps  Abs
(min)  (518nm) (min)  (518nm) (min)  (518nm) (min)  (518nm)
0 1,078 47 0,712 94 0,654 138 0,621
1 0,942 48 0,711 95 0,654 139 0,620
2 0,903 49 0,709 96 0,652 140 0,619
3 0,881 50 0,708 97 0,651 141 0,619
5 0,866 51 0,706 08 0,650 142 0,618
5 0,854 52 0,705
o 0840 - 0704 99 0,649 143 0,617
2 0.836 o4 0.702 100 0,648 144 0,617
8 0.829 55 0.701 101 0,647 145 0,616
9 0,823 56 0,699 102 0,647 146 0,616
10 0,817 57 0,698 103 0,646 147 0,615
11 0,811 58 0,696 104 0,645 148 0,614
12 0,806 59 0,695 105 0,644 149 0,614
13 0,802 60 0,694 106 0,643 150 0,613
14 0,798 61 0,692 107 0,642 151 0,613
15 0,793 62 0,690 108 0,641 152 0,615
16 0,789 63 0,690 109 0,640 153 0,615
17 0,785 64 0,688
18 0789 o 0687 110 0,639 154 0,612
19 0778 oo 0685 111 0,639 155 0,612
20 0.774 67 0.683 112 0,638 156 0,612
21 0,771 68 0,682 113 0,637 157 0,613
22 0,768 69 0,681 114 0,638 158 0,613
23 0,764 70 0,680 115 0,638 159 0,613
24 0,761 71 0,680 116 0,637 160 0,610
25 0,758 72 0,678 117 0,636 161 0,610
26 0,755 73 0,677 118 0,635 162 0,610
27 0,752 74 0,676 119 0,635 163 0,610
28 0,749 75 0,674 120 0,634 164 0,608
29 0,747 76 0,673
20 0’744 -~ 0672 121 0,633 165 0,608
31 0742 78 0671 122 0,632 166 0,608
39 0.739 29 0.670 123 0,631 167 0,608
33 0738 80 0.669 124 0,630 168 0,608
34 0735 81 0.668 125 0,630 169 0,606
35 0,733 82 0,667 126 0,629 170 0,606
36 0,730 83 0,666 127 0,628 171 0,606
37 0,730 84 0,664 128 0,626 172 0,606
38 0,727 85 0,663 129 0,625 173 0,606
39 0,725 86 0,662 130 0,624 174 0,606
40 0,726 87 0,661 131 0,623 175 0,606
41 0,724 88 0,660
hie 0'790 a0 0659 132 0,623 176 0,606
’ ’ 133 0,622 177 0,606
43 0,720 90 0,658 ’ ’
44 0.718 o1 0.657 143 0,622 178 0,606
45 0,717 92 0,656 135 0,622 179 0,606
46 0,714 93 0,655 136 0,622 180 0,606

137 0,622 181 0,606



HE S. olusatrum

Tem  Abs Tem  Abs Tem  Abs Tem  Abs Tem  Abs
ps (518n ps (518n ps (518n ps (518n ps (518n

(min m) (min m) (min m) (min m) (min m)
) ) ) ) )

0 1,173 44 1,004 88 0,899 132 0,766 176 0,625
1 1,128 45 1,002 89 0,896 133 0,763 177 0,622
2 1,116 46 1,000 90 0,893 143 0,759 178 0,619
3 1,106 47 0,997 91 0,890 135 0,756 179 0,616
5 1,100 48 0,994 92 0,889 136 0,753 180 0,613
5 1,096 49 0,992 93 0,885 137 0,749 181 0,610
6 1,092 50 0,990 94 0,882 138 0,746 182 0,607
7 1,089 51 0,988 95 0,879 139 0,742 183 0,604
8 1,085 52 0,985 96 0,876 140 0,739 184 0,601
9 1,083 53 0,983 97 0,874 141 0,736 185 0,598

10 1,080 54 0,982 98 0,871 142 0,732 186 0,595
11 1,078 55 0,980 99 0,869 143 0,729 187 0,592
12 1,076 56 0,978 100 0,865 144 0,726 188 0,589
13 1,073 57 0,976 101 0,863 145 0,723 189 0,585
14 1,071 58 0,974 102 0,858 146 0,720 190 0,582
15 1,068 59 0,972 103 0,855 147 0,716 191 0,579
16 1,065 60 0,969 104 0,853 148 0,713 192 0,576
17 1,063 61 0,968 105 0,850 149 0,710 193 0,573
18 1,061 62 0,964 106 0,847 150 0,706 194 0,571
19 1,059 63 0,962 107 0,844 151 0,703 195 0,568
20 1,056 64 0,960 108 0,842 152 0,700 196 0,565
21 1,054 65 0,957 109 0,839 153 0,697 197 0,562
22 1,052 66 0,954 110 0,836 154 0,694 198 0,560
23 1,050 67 0,952 111 0,833 155 0,691 199  0.569
24 1,048 68 0,949 112 0,830 156 0,687 200 0,558
25 1,046 69 0,947 113 0,827 157 0,684 201 0,554
26 1,043 70 0,944 114 0,824 158 0,680 202 0,553
27 1,041 71 0,942 115 0,821 159 0,678 203 0,549
28 1,039 72 0,940 116 0,818 160 0,675 204 0,548
29 1,036 73 0,937 117 0,815 161 0,672 205 0,545
30 1,034 74 0,934 118 0,812 162 0,669 206 0,542
31 1,032 75 0,932 119 0,808 163 0,666 207 0,541
32 1,029 76 0,930 120 0,805 164 0,662 208 0,537
33 1,028 77 0,928 121 0,802 165 0,659 209 0,536
34 1,025 78 0,925 122 0,798 166 0,656 210 0,533
35 1,023 79 0,922 123 0,795 167 0,653 211 0,531
36 1,021 80 0,920 124 0,792 168 0,650 212 0,528
37 1,019 81 0,917 125 0,790 169 0,647 213 0,527
38 1,017 82 0,914 126 0,785 170 0,643 214 0,524
39 1,014 83 0,911 127 0,782 171 0,640

40 1,012 84 0,909 128 0,779 172 0,637

41 1,010 85 0,906 129 0,776 173 0,634

42 1,008 86 0,904 130 0,772 174 0,631

43 1,006 87 0,901 131 0,769 175 0,628



HE C. ladaniferus

Tem  Abs Tem  Abs Tem  Abs Tem  Abs Tem  Abs
ps (518n ps (518n ps (518n ps (518n ps (518n

(min m) (min m) (min m) (min m) (min m)
) ) ) ) )

0 1,087 41 0,555 82 0,370 123 0,257 163 0,184
1 0,968 42 0,549 83 0,367 124 0,254 164 0,183
2 0,950 43 0,544 84 0,363 125 0,252 165 0,181
3 0,934 44 0,538 85 0,359 126 0,250 166 0,180
5 0,925 45 0,533 86 0,356 127 0,248 167 0,179
5 0,920 46 0,527 87 0,353 128 0,246 168 0,178
6 0,912 47 0,522 88 0,349 129 0,244 169 0,177
7 0,884 48 0,517 89 0,346 130 0,241 170 0,176
8 0,873 49 0,512 90 0,343 131 0,239 171 0,174
9 0,856 50 0,507 91 0,340 132 0,237 172 0,174

10 0,836 51 0,501 92 0,337 133 0,235 173 0,174
11 0,820 52 0,496 93 0,333 143 0,233 174 0,171
12 0,807 53 0,491 94 0,330 135 0,231 175 0,171
13 0,792 54 0,486 95 0,327 136 0,229 176 0,171
14 0,778 55 0,481 96 0,325 137 0,227 177 0,171
15 0,765 56 0,476 97 0,321 138 0,225 178 0,171
16 0,751 57 0,472 98 0,319 139 0,223 179 0,175
17 0,738 58 0,467 99 0,316 140 0,221 180 0,176
18 0,725 59 0,462 100 0,313 141 0,220 181 0,176
19 0,715 60 0,458 101 0,310 142 0,218 182 0,176
20 0,703 61 0,453 102 0,307 143 0,216 183 0,176
21 0,694 62 0,449 103 0,305 144 0,214 184 0,175
22 0,686 63 0,445 104 0,302 145 0,212 185 0,174
23 0,677 64 0,440 105 0,299 146 0,211 186 0,174
24 0,670 65 0,436 106 0,296 147 0,209 187 0,174
25 0,662 66 0,431 107 0,294 148 0,207 188 0,174
26 0,654 67 0,427 108 0,291 149 0,205 189 0,174
27 0,647 68 0,423 109 0,289 150 0,203 190 0,174
28 0,639 69 0,419 110 0,286 151 0,202 191 0,174
29 0,632 70 0,416 111 0,283 152 0,199 192 0,174
30 0,625 71 0,411 112 0,281 153 0,197 193 0,174
31 0,618 72 0,407 113 0,278 154 0,196 194 0,174
32 0,611 73 0,403 114 0,276 155 0,195 195 0,174
33 0,605 74 0,399 115 0,273 156 0,193 196 0,175
34 0,598 75 0,395 116 0,271 157 0,191 197 0,174
35 0,592 76 0,392 117 0,268 158 0,190 198 0,174
36 0,586 77 0,388 118 0,266 159 0,188 199 0,174
37 0,579 78 0,385 119 0,264 160 0,187 200 0,175
38 0,573 79 0,38 120 0,261 161 0,186 201 0,175
39 0,567 80 0,377 121 0,259 162 0,185 202 0,175
40 0,561 81 0,374 122
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Effet de 'extrait brut du Ciste surla crissance de Fusartum

Fig. 41 (Photo A2) : Activité antifongique de I'extait flavonoidique du Ciste
(On observe uniqguement une germination des spereaghrium
sans propagation du mycélium dans le milieu dauceit



Effet de I'extrait brut dela Lavande sur lac roissance de Rbizavis siolonier

Fig. 41 (Photo A3) : Réduction de la croissance dr stolonifersous I'effet
de l'augmentation de la dose de I'extrait brut dd.. stoechas
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Effet de 1’'extraint brut d’ Avhépine sur la croissamnce
d? Aspergiilus Flavus

Fig. 41 (Photo A4) : Effet stimulant de la croissace d’A. flavus
par I'extrait flavonique de Crataegus



Préparation pour 1litre

Bouillon Nutritif (BN)

Extrait de viande

Peptone pancréatique

Chlorure de sodium
pH= 7.4

Gélose nutritive (GN)
Extrait de viande de boeuf
Extrait de levure

Peptone
Chlorure de sodium
Agar

pH=72a7,4

Mueller Hinton (Gélose)
Infusion de viande de boeuf
Hydrolysat de Caseine
Amidon
Agar

pH=7.4

Potatoes Dextrose Agar (PDA)
Filtrat de pomme de terre
Glucose
Agar

Acidifie a pH=4.5

Milieu Sabouraud (Liquide)
Peptone pepsique de viande
Glucose

pH=5,7+0,2

Milieux de culture

300ml
17.5¢9
1,59
10g

200g
20g
159

10g
3590



