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Les abréviations et symboles
AV : Ammoides verticillata.
HE : Huile essentielle.
D.O : Densité optique.
DPPH: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl.
FRAP: Ferric Reducing-Antioxidant Power.
Fe®* : Fer ferreux.
Fe®" ions Ferriques.
P1 : pourcentage d’inhibition.
Min : minute.
Nm : nanométre.
K 3 Fe(CN)6 : ferricyanure de potassium.
BHT : Hydroxy toluéne butylé.
GSH : Glutathion.
GSSG : glutathion oxydé.
GPx-SeOH : enzyme sous forme d’acide sélénique.
GPx-Se-S-G : Enzyme sous forme d’adduit séléno-sulfide.
GPx-Se-H : enzyme sous forme active.
EOA : especes oxygéenées activées,
SOD : le superoxyde dismutase.
GPx : la glutathion peroxydase.
CAT : la catalase.
O,"* ’anion superoxyde.
OH- : le radical hydroxyle.
NO- : le monoxyde d'azote.
0, : I'oxygéne singulet.
H,0; : le peroxyde d'hydrogéne.
ONOOH : le nitroperoxyde.
E : tocophérol.
C:ascorbate.
Q :ubiquinone.
ADN : Acide désoxyribonucléique .
ABTS : L’acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) .
GC-MS : Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse.
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Introduction

L’intérét des plantes médicinales est en plein essor grace a 1’intégration de techniques
permettant d’une part d’évaluer la qualité, la sécurité et D’efficacité des métabolites
secondaires et d’autre part ; le role potentiel des médicaments €laborés a partir de ces
métabolites dans les traitements. En effet, les plantes, avec leur grande variété de constituants
phytochimiques, ont un potentiel important dans le traitement de plusieurs maladies humaines
et animales (Ouedraogo et al., 2021). Les constituants phytochimiques sont a forte valeur
ajoutée, et sont utilisees dans les industries agro-alimentaires et pharmaceutiques. Les
activités antimicrobiennes, et anti-oxydantes ont été rapportées par plusieurs travaux et sont
attribuées a leurs compositions chimiques (Makhloufi, 2010).

Les extraits de plantes jouent un rdéle important dans la médecine traditionnelle en tant que
substituts thérapeutiques pour soulager la souffrance. Les produits naturels sont encore des
ressources majeures pour la découverte de nouveaux agents thérapeutiques. Les huiles
essentielles (HE) dérivées de plantes sont des substances volatiles complexes contiennent des
composés phytochimiques divers, tels que les monoterpenes, les sesquiterpénes et les
phénylpropanoides, etc (Lima et Leiyao., 2020).

Les HE peuvent étre obtenus a partir d'une matiére premiere végétale par distillation a la
vapeur d’eau et par hydro-distillation. Habituellement, les HE sont synthétisés et produits par
des tissus secrétoires spécialisés (par exemple, les trichomes glandulaires, les canaux, les
poches et les idioblastes) et sont présentes dans tous les organes végétaux, elles jouent un réle
écologique essentiel chez les plantes (Zeni et al., 2021).

Les huiles essentielles, en raison de leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydants, peuvent
étre utilisées comme conservateurs alimentaires, comme bioconservateurs dans l'industrie
cosmétique et contre plusieurs agents pathogénes humains et champignons phytopathogéenes,
entre autres applications (Tefiani et al., 2015). Cependant, la forte volatilite, la sensibilité a
I'oxygéne et a la lumiére et I'nydrophobicité des HE ont limité leurs applications. Pour ces
raisons, des tensioactifs et des méthodes d'encapsulation ont été utilisés pour améliorer la
stabilité thermique, la dispersibilité et contrdler le taux de libération des HE (Oun et al.,
2022).

La terre diatomée (TD) est utilisée pour I’encapsulation des huiles essentielles (Bounouira.,
2022 ; Oun et al., 2022). La terre diatomée est une substance d'origine naturelle qui a été
certifiées comme insecticides organiques et qui sont non toxiques et écologiquement sans
risque (Bounouira., 2020).

Les especes réactives de I'oxygéne sont utilisées par les organismes vivants en raison de leur

réactivité benefique dans de nombreux processus biologiques, tels que les mécanismes de
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Introduction

défense ou les molécules de signalisation. Ces espéces sont utiles et bénéfiques en faibles
concentrations dans la cellule par I'équilibre entre systeme prooxydant/antioxydant.
Cependant, un déséquilibre entre les radicaux libres et les systémes antioxydants méne au
stress oxydatif, ce dernier est la cause de plusieurs dysfonctionnements métaboliques et
endommage les macromolécules biologiques (lipides, ADN et protéines) (Mouffouk, 2019).
Le potentiel antioxydant des huiles essentielles dépend de leur composition, les composés
phenoliques et autres métabolites secondaires présents dans les huiles essentielles (contenant
des doubles liaisons conjuguées) ont généralement des propriétés antioxydants importantes
(Hanif et al., 2019). En raison des propriétés redox des composés phénoliques, ils jouent un
rle essentiel dans la neutralisation des radicaux libres et également dans la décomposition
des peroxydes. L'activité antioxydant des HE est également due a d'autres composés présents
dans les huiles essentielles comme les alcools, les cétones, les aldéhydes, les éthers et les
monoterpénes (Hanif et al., 2019).

L’huile essentielle obtenue a partir d’Ammoide verticillata se caractérise par les propriétés
antioxydante (Tefiani et al.,, 2016 ; El Ouariachi et al.,, 2011). L’huile essentielle
d’Ammoides verticillata est riche en thymol qui est un composé actif et présente des
propriétés antioxydantes, suivi de la présence de p-cyméne et de limonéne (Benziane et al.,
2023).

Vue la grande importance apportée a la valorisation de la flore algérienne, nous nous sommes
intéressés a une espéce de la famille des Apiacées. La plante sur laquelle a porté notre choix
est une espéce « Ammoides verticillata» (Daira et al., 2016).

L’objectif de ce travail est d’évaluer [D’activité antioxydante de I’huile essentielle
naturelle et encapsulée (fixée) par la terre de diatomée de la plante aromatique d’Ammoide
verticillata.

Ce travail est réparti comme suit; la premiére partie est consacrée a une synthese
bibliographique mettant 1’accent sur des généralités de I’huile essentielle et la plante
Ammoides verticillata, le stress oxydant, les radicaux et les antioxydants.

La partie expérimentale est subdivisée en deux parties : la premiére présente le matériel et les
méthodes utilisés pour la réalisation de ce travail, a savoir : Extraction des huiles essentielles
par hydrodistillation et fixation par la terre diatomée. Etude de I’activité antioxydante de
I’huile essentielle d’Ammoides verticillata par le test de DPPH et le test de FRAP.

La seconde partie est consacrée a la présentation et la discussion des résultats obtenus.

On termine par une conclusion générale

-
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Chapitre I Les huiles essentielles

1-Généralités sur les huiles essentielles

Les HE sont des produits naturels concentrés avec des odeurs fortes produites par les plantes
aromatiques comme des métabolites secondaires (Bouyahya et al., 2018), ce sont des liquides
hydrophobes concentrés contenant des composés volatils (Kar et al., 2018) et sont insolubles
dans les solvants inorganiques (tel que 1’eau) alors qu'elles sont solubles dans les solvants
organiques (éther, alcool, huiles fixes) (Hanif et al., 2019). Elles ont d'abord été développées
par les arabes au moyen age et étaient connus pour leurs parfums et diverses autres propriétés

médicinales telles qu'antiseptiques, bactéricides, virucides et fongicides (Kar et al., 2018).

Les huiles essentielles sont obtenues avec de tres faibles rendements, ce qui en fait des
substances fragiles, rares, mais toujours précieuses, ainsi les différentes méthodes d'extraction
des huiles essentielles doivent d'une part tenir compte de ces caractéristiques et d'autre part

apporter des performances quantitatives (Kennas et Boussalah.,2018).

Les huiles essentielles sont abondamment présentes dans les organes végétaux comme les
bourgeons, les tiges, les racines, les graines (noix de muscade, coriandre), les fruits (fenouil,
poivre, épicarpes des citrus), les fleurs (oranger, rose, lavande, menthe), les feuilles
(eucalyptus, menthe, thym, laurier, sauge, aiguilles de pin, le basilic), le bois et les écorces
(cannelle, camphrier, bois de rose) ainsi stockées dans les canaux, les poils sécréteurs
épidermiques qui s’accumulent dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface
de la cellule et recouvertes d’une cuticule rencontrés souvent chez les Lamiaceae , les
Myrtaceae et les Apiaceae, les organes souterrains : racines, rhizomes (Gingembre) (Bounab
et al., 2020; Boukhatemet al., 2019; Bakkaliet et al., 2008 ).

Les genres riches en huile essentielle appartiennent aux familles de Myrtaceae (eucalyptus),
Lauraceae (cannelle), Rutaceae (citron), Lamiaceae (menthe), Asteraceae (camomille),
Apiaceae (coriandre), Cupressaceae, Zingiberaceae (gingembre), etc (Bounab et al.,
2020;Boukhatem et al., 2019; Bakkaliet et al., 2008).

La variabilit¢ chimique des huiles essentielles est influencée par divers facteurs qui
comprennent les variations physiologiques, les conditions environnementales, les facteurs
génétiques et I'évolution, les variations géographiques, entre autres. Ce sont le lieu de récolte,
I'dge et la partie de la plante récoltée, la période et I'neure de récolte, la méthode de réecolte, le
séchage, le stockage, le transport de la matiére premiere, etc., qui peuvent influencer leur
qualité (Ouedraogo et al., 2021;Tefiani et al.,2016).

-



Chapitre I Les huiles essentielles

2-Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles contiennent un mélange de nombreux composés organiques qui
comprennent des alcools, des aldéhydes, des esters, des cétones, des terpénes, des oxydes, des
coumarines, des lactones, des acides, des aldéhydes aromatiques et des phénols (Caroline et
al., 1998). La présence d'un grand nombre de phénols, terpénes et autres composés
aromatiques rend les huiles essentielles plus précises dans leur mode d'action (Kar et al.,
2018). Les constituants des HE sont répartis en deux classes en fonction de leur voie de

biosynthese: les terpénoides et les phénylpropanoides.

- Les terpénoides

Les terpénoidessont connus comme des métabolites secondaires (Bouyahya et al, 2018).
Dans les huiles essentielles, leur masse moléculaire n'est pas élevée, ce sont les molécules les
plus volatils ; dans la plupart des cas leur formule générale est (C5H8)n (figures 1 et 2)
(Bencheikh, 2017).

AN

Limonene Menthal

Citronellal

CH

Eucaliptol Thymol Camphor

Figure 1: Structure chimique de quelques monoterpénes extraits des H.E (Srividya et Lange,
2016).




Chapitre I Les huiles essentielles
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Figure 2 : Structure chimique de quelques sesquiterpénes extraits des H.E (Sadibolova et al.,
2019)

-Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (phénylpropanoides)

Sont bio-métabolisés a partir d’acides aminés aromatiques. Ces composés phénoliques sont
généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle
(Bouyahya et al., 2018). Contrairement aux composes terpéniques; les composes aromatiques
sont moins fréquent dans les huiles essentielles. Ces derniers sont généralement responsables
des caractéres organoleptiques des huiles essentielles, exemple I'eugénol qui est responsable
de l'odeur du clou du girofle (Zaibet., 2016).

3-Méthode d’extraction des huiles essentielles

La procédure d'extraction est I'étape-clé pour obtenir la meilleure quantité et qualité d'huiles
essentielles. Toutefois, des facteurs tels que le type de plante, la composition chimique, le lieu
de stockage de I'HE dans la plante (racine, écorce, bois, rameau, feuille, fleur et/ou graine)
doivent tous étre pris en compte avant I'extraction (Djousseet al., 2020).

Y’a plusieurs techniques, variables, selon la partie du végétal traitée, la fragilité de la plante

utilisée et les caractéristiques botaniques :

- L'hydrodistillation

L'hydrodistillation conventionnelle reste la méthode la plus couramment utilisée pour
I'extraction des huiles essentielles (Kennas et Boussalah., 2018). Elle est la méthode la plus
simple. Elle consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter dans un alambic

rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans

-



Chapitre I Les huiles essentielles

un réfrigérant et 1’huile essentielle se sépare de 1’hydrolat par simple différence de densité.
Cependant, I’hydrodistillation possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop

puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Dris, 2020).

-Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

C’est I'une des méthodes officielles pour 1’obtention des HE. Dans ce systeme d’extraction,
le matériel végétal est soumis a I’action d’un courant de vapeur sans macération préalable.
Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis décantées dans 1’essencier,
avant d’étre séparées en une phase aqueuse et une phase organique (HE). L’absence de
contact direct entre I’eau et la matiére végétale, puis entre 1’eau et les molécules
aromatiques, évité certains phénomeénes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la

qualité de I’huile (Boukhatem et al., 2019).

-L’expression a froid

Procédé simple, utilisé pour l'extraction d’HE. Le matériel végétal, constituée essentiellement
du zeste d’agrumes (citron, orange, mandarine, etc.) est press¢é mécaniquement a froid pour
libérer son contenu en HE. Aprés déchirement des péricarpes riches en cellules sécrétrices,
I’HE libérée est entrainée par un courant d’eau puis séparée par décantation ou centrifugation
(Nabti, 2020). Ceux-ci sont séparés les uns des autres en utilisant la méthode appropriée. Il
est important de noter que les huiles essentielles produites a partir de cette méthode ont une

courte durée de conservation par rapport aux autres méthodes (Hanif et al., 2019).

-Enfleurage

L'enfleurage est une autre méthode d'extraction conventionnelle, été utilisée principalement
pour l'extraction d'huiles essentielles de fleurs (par exemple, le jasmin). Au cours de cette
méthode, une graisse froide purifiée et inodore est étalée sur le matériel végétal (par exemple,
les fleurs). Les odeurs sont dégagées par les fleurs et sont par conséquent dissoutes dans la
graisse (Couic-Marinier et Lobstein, 2013). De nouvelles fleurs remplacent les anciennes et
le processus est répété pendant de tres longues périodes jusqu'a ce que la saturation de la
graisse soit atteinte. Ensuite, la graisse est collectée et extraite avec de l'alcool. Selon les
normes actuelles, il siagit d'une méthode longue, laborieuse et colteuse. Elle ne semble pas
avoir dapplications pour I’extraction des huiles essentielles utilisées dans I'industrie

alimentaire et est pratiquement obsoléte de nos jours (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).
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Chapitre I Les huiles essentielles

-L’extraction au fluide supercritique

Au-dela du point critique, un fluide peut avoir la densité d’un liquide et la viscosité d’un gaz,
d’ou une bonne diffusion dans les solides et un bon pouvoir solvant, 1’intérét s’est porté
initialement au dioxyde de carbone ce qui s’explique si ’on considére ses atouts: produit
naturel, inerte chimiquement, inflammable, non toxique, facile a éliminer totalement, sélectif,
disponible, peu réactif chimiquement (Zaibet et al., 2016).

La méthode est utilisée pour préparer des extraits d’épices (gingembre, paprika, céleri), des
arbmes (thé noir, bois de chéne fumé) et des essences végétales pures (débarrassées des
terpénes, dépourvues d’intéréts olfactifs et oxydables, ou privées de certains constituants)

(Zaibet et al., 2016).

-L’extraction par solvants

Le principe de cette méthode consiste & épuiser la matiére premiére de ses constituants
odorants au moyen d’un solvant, et récupérer celle-ci chargée d’extraits qui apres distillation
donne une concrete ou risinoide (habituellement de consistance solide et insoluble dans
I’alcool) contenant des huiles essentielles, mais aussi d’autres produits. Ces concretes sont
traitées par I’alcool absolu qui ne dissout que les huiles essentielles, on obtient alors un absolu
(absolu d’Iris, de Violette, de Jasmin....) (Chekoual.,2019).

Les solvants utilisés sont des mélanges d’hydrocarbures de bas poids moléculaire, ils doivent
étre capables d’extraire 1’ensemble des constituants de 1’essence sans toutefois avoir une
action destructrice et de solubilisation de la matiére végétale et une bonne capacité de
pénétration cellulaire et diffusion dans les tissus, d’autant lorsque les organes sécréteurs sont

internes (Chekoual., 2019).

-Extraction par micro-ondes

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelée Vacuum Micro-wave Hydro distillation
(VMHD) consiste a extraire I'nuile essentielle a I'aide des micro-ondes d'énergie constante et
d'une sequence de mise sous vide. Seule I'eau de constitution de la matiére végétale traitée
entre dans le processus d'extraction des essences (Bencheikh, 2017). Sous l'effet conjugué du
chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de facon séquentielle dans
I'enceinte de I'extraction, I'eau de constitution de la matiere végetale fraiche entre brutalement
en ébullition (Bencheikh, 2017). Le contenu des cellules est donc plus aisément transféré vers
l'extérieur du tissu biologique, et l'essence est alors mise en ceuvre par la condensation, le

refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats. Cette technique présente les

vl
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avantages suivants: rapidité, économie d'énergie et d'eau, extrait dépourvu de solvant résiduel
(Bencheikh, 2017).

4-Les propriétés des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont utilisées en aromathérapie et agissent comme antioxydant (Rachid
Ismaili, 2017).

Les HE possedent un large spectre d'activité antibactérienne, antifongique et méme antivirale.
Il a également été démontré que les HE inhibent la croissance de souches microbiennes
résistantes aux antibiotiques conventionnels, en ce qui concerne leur mode d‘action, les HE
perturbent I'assemblage de I'ATP et entrainent des dommages dans la paroi cellulaire des
agents pathogenes fongiques (Nabti, 2020).

Les HE peuvent également désintégrer la membrane mitochondriale en interférant avec le
systéme de transport d’électrons. Plusieurs HE ont montré des activités antivirales contre de
nombreux virus a ARN et a ADN, tels que le virus de I'herpés simplex de type 1 et de type 2
(HSV-1 et HSV-2), le virus de la dengue de type 2, le poliovirus, le virus Junin et le coxsackie
virus B1 (Nabti., 2020). Pour les bactéries, les HE déstabilisent principalement l'architecture
cellulaire, entrainant une dégradation de I'intégrité de la membrane cytoplasmique, perturbant
ainsi, de nombreuses activités cellulaires, notamment la production d'énergie et le transport
membranaire (Nabti, 2020)

Les nombreuses propriétés naturelles des huiles essentielles en font des agents de
conservation tres prometteurs pour I’industrie alimentaire. Le recours aux huiles essentielles
s’avere étre un choix pertinent face a la nécessité de réduire ou de remplacer les agents de
conservation chimiques ou synthétiques (Laib et Barkat., 2011).

Une trés petite quantité d'HE ont souvent les qualités de plusieurs tasses de tisane de la méme
plante. Par exemple, une goutte de I'HE de menthe poivrée est comparable a 26 a 28 tasses de
thé a la menthe poivrée. Cela ne veut pas dire des HE Ils ne doivent pas étre utilisés, mais ces
huiles doivent étre utilisées avec beaucoup de précaution et en toute sécurité, Les HE sont

d'excellents remedes lorsqu'il est utilisé de maniére appropriée (Hanif et al., 2019).
5-Application des huiles essentielles

-En industrie agro-alimentaire
Les huiles essentielles (HE) représentent une source de molécules bioactives et font I’objet de
nombreuses études pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour la protection des

aliments contre 1’oxydation (Ismaili et Houbairi., 2017).

-
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L’intégration des huiles essentielles comme agent de conservation des aliments s’avére étre
un choix pertinent car elle contribue a controler la flore microbienne et a préserver I’aliment

des phénomenes d’oxydation (Kennas et Boussalah., 2018).

Les huiles essentielles sont utilisées dans la conservation des aliments et de nombreux

produits alimentaires (Irshad et al., 2020).

-En parfumerie et cosmeétique

Les huiles essentielles sont utilisées pour améliorer I'numeur et soulager la dépression, pour
leur propriété parfumerie de la plante (Irshad et al., 2020).

L’utilisation des huiles essentielles comme base dans la fabrication de parfums constitue une
pratique courante depuis des siecles dans la plupart des civilisations, cet usage a cours
particuliérement en Europe et aux Etats-Unis. Ces régions ont d’ailleurs développé des
industries importantes qui se démarquent par leur haut niveau d’exportations dans ce domaine

(Merzougui et Tadj., 2012).

Dans le domaine de la cosmétique et des industries, les huiles essentielles sont rapidement
utilisées et majoritairement utilisées dans les industries de la parfumerie qui se développent de

plus en plus.

-En pharmacie

L'usage interne des huiles essentielles peut étre proposé par voie orale, otique, rectale ou
vaginale selon I'état ; cependant, les praticiens rapportent que l'application externe locale
d'huiles est souvent plus acceptable et plus efficace que I'utilisation par voies internes
(Caroline et al., 1998).

Les plantes qui sont utilisées pour I’obtention d’huiles essentielles dont une petite quantité
peut avoir un intérét médicamenteux (en particulier dans le domaine des antiseptiques
externes) mais qui, majoritairement, sont surtout destinées a I’aromatisation des formes

médicamenteuses destinées a la voie orale (Merzougui et Tadj., 2012).

6-Conservation des huiles essentielles

Il a été prouvé que les huiles essentielles subissent des altérations a long terme ce qui
entrainent non seulement une déficience sensorielle, mais peuvent également compromettre le
bien-étre du consommateur. Bien qu'un suivi de la qualité et une connaissance approfondie
des caractéristiques des huiles essentielles lors du stockage soient indispensables (Claudia et
al., 2013).




Chapitre I Les huiles essentielles

7-Toxicité des huiles essentielles

Bien que les huiles essentielles sont des substances naturelles, mais cela ne signifie pas qu'elle
est sans danger pour la santé humaine. Il est ainsi important de connaitre le produit, le choisir
selon des criteres qualificatifs rigoureux, de respecter avec préecision les doses et de choisir le
mode d’administration adéquat, et pour éviter la survenue d’effets indésirables, et les
interactions avec d’autres médicaments. Ainsi, les huiles essentielles peuvent s’avérer
allergisants, photosensibilisants, cytotoxiques, irritants, nephrotoxiques, hépatotoxiques,
neurotoxiques... (Bencheikh, 2017).

Dans les cas extrémes, 1’huile essentielle archaique et oxydée peut présenter des risques de

toxicité (Kaloustian et Hadji-Minaglo, 2012).

8- L’huile essentielle et terre diatomée.

Les huiles essentielles ont acquis une grande popularité, notamment en raison de leur large
spectre d'activités biologiques éprouvées, notamment antifongiques, antibactériennes,
insecticides, antivirales, antioxydants, entre autres (Puskarova et al., 2017). Les principaux
composants des huiles essentielles appartiennent aux classes des monoterpenes, diterpénes et
sesquiterpenes, composés généralement sensibles a I'oxygene, a la lumiere, a la chaleur et a
I'numidité. Ces substances peuvent subir des modifications irréversibles au contact d'autres
matériaux ou d'agents extérieurs, sans protection adéquate (Baldim et al., 2019 ; Sherry et
al., 2013).

Les HE présentent plusieurs limites, telles que la complexité chimique, la volatilité élevée, la
sensibilité a la dégradation et a l'oxydation, l'insolubilité dans les systémes aqueux et, en
général, une faible biodisponibilité. Ces caractéristiques entravent leur utilisation directe dans
des produits plus élaborés (Baldim et al., 2019). De cette mani¢re, I’encapsulation apparait
comme une solution efficace, car elles fournit une protection contre les problémes
d'instabilité, modifie la solubilité du produit, la libération des substances bioactives et peut
améliorer l'activité biologique (Baldim et al., 2019 ; Sherry et al., 2013).

L'encapsulation est un processus qui consiste en l'inclusion de l'agent actif dans un autre
matériau de paroi de substance produisant des particules a I'échelle du nanométre (nano-
encapsulation), du micrometre (micro-encapsulation) ou du millimétre. L'encapsulation est
applicable dans l'industrie agricole, alimentaire, pharmaceutique, biotechnologique et textile
(Ray et al., 2016).

.
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Cette technologie permet, par exemple, la transformation de substances liquides et volatiles en
solides, la modification de la solubilité du composé, la protection et la modulation de sa
libération et de sa fonctionnalité (Baldim et al., 2019).

Bounouira et al (2022) étudié l'encapsulation de 1’huile essentielle d”’Ammoides verticillata
par la terre diatomée obtenue a partir de diatomite fossilisées et agit par absorption des lipides
de la cuticule des insectes et partiellement par abrasion.

Les diatomées ou Bacillariophycées font partie de 1I’embranchement des algues brunes
(Chromophytes), elles sont tres anciennes puisque les premiéres diatomées fossiles datent du
Cretacé (120 millions d'années) (Bounouira et al., 2020).

Les diatomées sont des cellules eucaryotes enchassées dans une paroi de silice hydratée (le
frustule) qui se compose de deux unités imbriquées : 1’épivalve et I’hypovalve. Ces deux
valves sont reliées par des ceintures connectives, constituées de fines bandes siliceuses.
L’accumulation d’un dépdt siliceux se constitue apres dégradation de la matiere organique ;
les dépots de silice de diatomées fossiles constituent une roche appelée diatomite (Bounouira
et al., 2020).

La terre de diatomées (kieselguhr), composée principalement de silice amorphe, SiO,xnH,0,
est largement utilisée comme additif alimentaire, son innocuité pour le traitement des grains a
été récemment revue. La terre de diatomée agit comme déshydratant, réduisant la disponibilité
de l'eau dans l'environnement du grain stocké. L'effet a été considéré comme étant
principalement dd a la forte accumulation de silice dans la préle. L'ajout dautres produits bio
rationnels, tels que les huiles essentielles, est une méthode destinée a réduire le risque de
développer une résistance aux dessicants et a renforcer l'activité de la terre de diatomée
(Lupu et al., 2020).

Les formulations commerciales de la terre de diatomée ont une faible toxicité pour les
mammiféres et peuvent étre éliminées du grain pendant le processus de mouture. De
nombreuses formulations de la terre de diatomée sont maintenant disponibles dans le
commerce et sont généralement efficaces contre les ravageurs des grains entreposés (Yang et
al., 2010).

De plus, il a été démontré que la terre de diatomée peut avoir des effets additifs lorsqu'elle est
associée a d'autres substances a risque réduit, telles que des insecticides a faible toxicité, des

plantes médicinales ainsi que des phéromones (Yang et al., 2010).

-
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1-Généralité sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité comme médicaments pour la prise en
charge des maladies humaines, malgré les grandes avancées de la science et de la médecine
moderne au cours de ces dernieres décennies, ces plantes continuent de contribuer de fagon
importante a l'amélioration de I'état de santé des populations, notamment celle des pays en
développement (Ouedraogo et al., 2021).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leur
subsistance (Jdaidi et al., 2023).

En Afrique, plus de 80% de la population utilise les plantes médicinales pour assurer leurs
soins de santé. Ceci est li¢ au coit ¢levé des médicaments chimiques, a 1’¢loignement et a
I’insuffisance des centres de santé, surtout en milieu rural, pour une prise en charge des
problémes de santé publique. Ces espéces sont une source importante de nouvelles molécules
bioactives dotées d’un potentiel thérapeutique. De nombreuses ¢tudes ont montré que les
propriétés médicinales des plantes proviennent de la présence d’agents bioactifs dans leurs
extraits. Les éléments les plus importants sont les alcaloides, les flavonoides, les vitamines,
les tanins, les huiles essentielles, les acides, résines, huiles grasses, saponines et
polysaccharides (Jdaidi et al., 2023).

2-Geénéralités sur Ammoide verticillata

Ammoide verticillata est une plante odorante qui appartient a la famille des Apiacées (figure
3), pousse spontanément dans le nord de I'Algérie, le Maroc, la Tunisie et le nord de I'Asie
(Souhaiel et al., 2017). C’est une plante aromatique utilisée en préparations culinaires et
aussi utilisee en thérapeutique pour les activites antioxydants et antimicrobiennes prouvées de
son I’huile essentielle (Abdelli et al., 2020).

Ammoides pusilla est une plante annuelle gréle a souche filiforme et tige tres ramifiée de 10 -
40 cm, sans rosette de feuilles basales. Ces feuilles inferieures sont pétiolées et comporte de
nombreux segment multifides verticillés, les supérieures pennatifides a segments linéaires : le
fruit est ovoide de moins de 1 mm de long, le nombre de chromosomes diploides est 2n = 18
(Attou et al., 2017). La floraison de cette espéce commence au mois de mai et s’étale jusqu’a
juillet, les fleurs sont de couleur blanche et regroupées en ombelles composées de 8 a 15
rayons (Bendjabeur, 2019; Daira et al., 2016).

.
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En Algérie, cette plante est abondante dans les champs, les pelouses ou dans les foréts et/ ou
sur les altitudes montagneuses d’environ 1190m d’hauteur, on la trouve dans des régions
caractérisees par des sols calcaires (Boussouar et Teiri., 2022).

Ajwain pousse a I'état sauvage en Europe méditerranéenne, en Afrique du Nord et en Egypte,
ainsi qu'en Asie du Nord (Iran) et dans le sous-continent indo-pakistanais. La plante est
cultivée aussi en Egypte. Elle est utilisée comme épice dans certaines régions d’ Asie (Taibi et
al., 2023; Bekhechi et al., 2010).

Figure 3 : la plante Ammoide verticillata (photo origine)

3-Classification d’Ammoide verticillata
Ammoides verticillata est classé selon la clé de détermination botanique, d’aprés lachgheur
(2021) dans le tableau 1

Tableau 1 : classification botanique de la plante Ammoides verticillata

Embranchement Phanérogames ou spermaphytes
Sous- embranchement Angiospermes

Classe Eudicotylédones

Sous- classe Dialypétales

Ordre Apiales

Famille Apiacées

Genre Ammoides

Espéce Ammoides verticillata

Le genre Ammoide de la famille des Apiaceae en Algérie comprend deux espéces: Ammoide
atlantica Wolf, qui est endémique, et Ammoide pusilla (Brot.) Breistr. (syn. A. verticillata
(Duby) Briqg., Ptychotisammoide W. D. J. Koch, carumammoide (L.) Ball, petroselinum
ammoides (L.) Rchb. f.). En Algérie, cette espéce est connue sous le nom de Noukha.
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Dans les pays d'Afrique du Nord, la méme espece est connue comme Nabta, Ridjl EI-Ghorab
et Gazarech-Cheytan, et est connu pour ses propriétés digestives (Taibi et al., 2023;
Tefiani.,2016;El ouariachi et al., 2013;Laouer.,2003).

4-Composition chimique d’Ammoide verticillata

Les résultats du screening phytochimique d’Ammoide verticillata confirment la richesse de
cette plante en composés phénoliques (polyphénols, tanins, catechiques, flavonoides,
flavones, leucoanthocyanes, coumarines, anthocyanes et quinones libres), en composés
terpeniques (saponosides, steroides, stérols, triterpénes), en composés azotés (alcaloides) et en
carotenoides (Daira et al., 2016). La composition de I'huile essentielle c’est avérée riche en
thymol qui est un compose phénolique (Toubal et al., 2012), responsable de ses propriétés
pharmacologiques et il détermine également les caractéres d'odeur et de saveur de I'huile
(Elouariachi., 2013; Bekhechi., 2010).

Les résultats de Tefiani (2015) montrent que les monoterpénes prédominaient dans HE d'A.
pusilla (57 %) bien qu'elles soient plus prononcées, Alcool de cumin (44%), p-cymene
(18%), limonene (14 %), le thymol (11 %) et le y terpinéne (7 %) prédominaient dans I'huile
d'A. pusilla. Divers facteurs déterminent la composition chimique variabilité des composants
volatils et des huiles essentielles et qui incluent les variations physiologiques, les conditions
environnementales, facteurs génétiques et évolution, géographie variantes, entre autre
(Tefiani., 2016).

5-Les propriétés thérapeutiques

Ammoide verticillata est connue pour ses propriétés thérapeutiques et effets médicaux, elle
présente des activités biologiques, telles que des propriétés antioxydants, antibactériennes,
antifongiques et insecticides (Taibi et al., 2023), et est largement utilisé en médecine
traditionnelle comme agent antispasmodique, antidiabétique et antipyrétique, ainsi
qu'antiseptique (Benyoucef et al., 2019).

Les résultats de Attou et al., (2019) montrent que l'huile essentielle d’Ammoide verticillata a
une trés bonne activité antimicrobienne contre cing souches bactériennes (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes et Micrococcusluteus) et la
levure Candida albicans. Par ailleurs, I'huile essentielle peut piéger 50 % du radical libre
DPPH a une concentration de 15,37 pg/ml. L'analyse CG/MS a révélé le thymol en tant que
composant majeur (45,77 %), suivi de monoterpénes (p-cymeéne, limonéne, le y-terpinéne :

44,31 %), cette composition confirme le pouvoir antioxydant et antimicrobien.

.
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Les résultats de Senouci et al., (2019) affirment que I'huile essentielle inhibait de maniére
significative la croissance fongique et présentait une activité antifongique modérée a élever
contre les champignons. En présence d'huile essentielle, les champignons testés ont montré
une sensibilité importante & une concentration de 0,5 mL/L, des effets inhibiteurs sur la
croissance d'Alternariaalternata (89 %), Fusariumsolani (89 %), Aspergillus niger (68 %) et

Penicillium crustosum(50 %) ont été observés.

6-Toxicité d’Ammoide verticillata
Aucun cas d’intoxication n’a été causé par Ammoides pusilla, et les tests de toxicité ne

montrent aucun effet néfaste de cette plante (Bendjabeur, 2019).

.
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1- Stress oxydatif, radicaux libres et antioxydants

Le stress oxydant est défini lorsque 1’organisme est incapable de se défendre contre
I’agression des especes oxygénées activées, suite a un déséquilibre 1ié, soit a une production
accrue des especes oxygénées (EOA), soit a une diminution de la capacité de défense
antioxydant (Defraigne et Pincemail, 2008).

Dans des conditions physiologiques, des radicaux libres sont produits en permanence en faible
quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions énergétiques ou de
défense; la production des EOA est parfaitement maitrisée par les systemes de défense de
I’organisme ; la balance antioxydants / pro-oxydants est en équilibre (figure 4) (Favier,
2003).
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Figure 4 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).
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Le stress oxydant résultera d’une situation ou l’organisme ne contrdle plus la présence
excessive de radicaux oxygénés. Il est potentiellement impliqué dans le développement du
vieillissement ou de pathologies associées au vieillissement (maladies cardio-vasculaires et
neuro-dégénératives, cancer, diabéte, asthme, ...) (Haleng et al., 2007). Comme le montre le
tableau 2, les sources de stress oxydant peuvent avoir diverses origines endogenes et

exogeénes (Haleng et al., 2007).
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Tableau 2: Sources de stress oxydant endogénes et exogénes (Haleng et al., 2007).

Mode de vie Tabagisme, Faible consommation en fruits et
Iégumes, Alcool, Médicaments
Exposition au soleil

Exercice intense ou mal géré

Environnement Pollution, Amiante, Radiations

Contacts avec des substances cancérogenes

Mécanismes biochimiques Xanthine-oxydase, Inflammation, Altération
de la fonction endothéliale, Surcharge en fer,
Oxydation de I’hémoglobine, Altérations

mitochondriales

Biosynthése des prostaglandines

2-Radicaux libre

Les radicaux libres sont des atomes ou groupes d’atomes trés instables possédant un nombre
impair d’¢lectrons sur la loge extérieure. Ils sont produits par divers mécanismes
physiologiques, en raison de leur importance pour l’organisme a un niveau de base
(AGOUAZI, 2021).

L’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives de
I’oxygéne (Favier, 2003). L’appellation « dérivés réactifs de 1’oxygeéne » n’est pas restrictive,
elle inclut les radicaux libres de 1’oxygeéne proprement dit mais aussi certains dérivés
oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tel le peroxyde d’hydrogene
H,O, (ZAIBET, 2016). Les radicaux libres provoquent des transformations moléculaires et
des mutations génétiques dans de nombreux types d'organismes (Martinello et Mutinelli,
2021).

Les radicaux libres sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme normal. Plusieurs
mécanismes et systemes responsables de la production de radicaux libres ont été identifiés
jusqu’a présent, parmi eux nous citons :

* des fuites d’¢lectrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie

» des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées

* du systéme xanthine déshydrogénase/ oxydase activé

 d’exposition a des agressions de 1’environnement, comme les agents infectieux, la pollution,

les UV, la fumée de cigarette et le rayonnement (Zaibet, 2016).

-
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La formation des radicaux libres peut étre programmée et répond a une nécessité biologique.
Les cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) sont équipées d’un dispositif
spécial permettant la biosynthése d’0%, d’H,0, et d’hypochlorite qui leur servent a détruire
les bactéries, parasites ou composes chimiques étrangers présents dans les tissus (Paul Borel.,
1988).

Dans d’autres cas, la formation de radicaux oxygénés est non spécifique, « indésirable », sans
doute inéevitable, au cours de toutes les réactions enzymatiques qui mettent en jeu des
transports d’électrons (respiration cellulaire, fixation d’oxygeéne sur 1’hémoglobine,
fonctionnement des enzymes du groupe des oxygénases, interactions avec 1’oxygene de
molécules auto-oxydables comme [’adrénaline, la riboflavine, le tétrahydrofolate ou les
protéines glyquées) (Paul Borel., 1988).

Les effets nocifs des radicaux libres oxygénés proviennent de leur capacité de réaction avec
les acides gras polyinsaturés, les acides aminés, les protéines, les oses, les acides nucléiques,
aboutissant a la dégradation de ces molécules avec libération éventuelle de substances
toxiques. L’effet toxique sur les membranes plasmiques se marque par un accroissement de la

perméabilité passive aux ions K* (Paul Borel., 1988).

3-Les types des radicaux libres

Parmi les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composeés radicalaires qui jouent un réle particulier en
physiologie et qui sont appelés radicaux primaires. Les radicaux primaires dérivent de
I'oxygéne par des réductions a un électron tels I'anion superoxyde O, et le radical hydroxyle
OHe, ou de 1'azote tel le monoxyde d'azote NO- (Figure 5) (Favier, 2003).

D'autres especes dérivées de I'oxygene dites espéces actives de I'oxygene, comme l'oxygéne
singulet*O,, le peroxyde d'hydrogéne (H.0,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des
radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux.
L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de
I'oxygeéne (Favier, 2003). Les radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux
primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

Les métaux de transition, comme le Fe?* et le Cu?* agissent comme catalyseurs dans la

formation du radical hydroxyle (Haleng et al., 2007).

.
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Figure 5 : Origine des différents radicaux libres oxygénes et espéces réactives de I’oxygene

impliqué en biologie (Favier, 2003).

4-Les antioxydants : systemes de défense contre les radicaux libres

L'oxygene est toxique et les organismes aérobies ne survivent a sa présence que parce qu'ils
contiennent des défenses antioxydants (Halliwell, 2007). Autour de cette ambiguité entre
nécessité et danger de I’oxygene et des radicaux libres, des antioxydants sont développés par
la nature, ils permettent de controler et de se défendre le plus précisément possible (Leverve,
2009).

Le role des antioxydants est de neutraliser les radicaux libres dans les cellules biologiques, les
radicaux ayant un impact negatif sur les organismes vivants (Munteanu and Apetrei., 2021).
L’activité antioxydant une des propriétés les plus importantes est leur capacité antioxydant,
qui contribue a la prévention de certaines maladies, en protégeant les cellules contre les
dommages causés par les agents oxydants tels que les radicaux libres (Martinello et
Mutinelli, 2021).

5-Classement ou les types des antioxydants
L’organisme dispose d’un vaste réseau d’antioxydants ou de défense qui ne se limite pas
qu’aux seules vitamines C et E. D’une part, une multitude d’antioxydants proprement dits

sont synthétisés par 1’organisme ou le plus souvent apportés par 1’alimentation (Defraigne et

Pincemail, 2008).
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5-1- Défenses antioxydantes endogenes
Plusieurs enzymes clés luttent contre les radicaux libres et autres espéces oxydantes, parmi
ceux-ci, la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase (CAT)
(figure 6) (Djenidi., 2019).
Les défenses enzymatiques et non enzymatiques inhibent I'attaque oxydative. Elles ont toutes
un métal de transition, capable de prendre différentes valences lors du transfert d'électrons au
cours du processus de détoxification (Graham et al 2004). D’autre part, des systémes
enzymatiques extrémement complexes assurent la réparation des éventuels dommages
oxydatifs au niveau des protéines ou de I’ADN, s’y ajoutent quelques oligoéléments
(sélénium, cuivre et zinc) qui sont les cofacteurs de divers enzymes a activité antioxydant
(Defraigne et Pincemail., 2008).
Deux iso-formes du superoxydé dismutase (SOD) convertissent 'O, en peroxyde
d'hydrogene, la forme manganése limitée aux mitochondries et la forme cuivre et zinc située
dans le cytosol (Graham et al., 2004). Le peroxyde d'hydrogeéne est ensuite décomposé en
eau par les actions de la catalase ou de la glutathion peroxydase, une séléno-protéine
tétramérique. L'activité de la glutathion peroxydase dépend de la présence de glutathion réduit
(GSH) comme un donneur d'hydrogéne. Le glutathion est le principal tampon redox thiol
cellulaire dans les cellules et est synthétisé dans le cytosol a partir de L-glutamate, de la L-
cystéine et de la glycine. GSH participe a un grand nombre de réactions de détoxification
formant du disulfure de glutathion, qui est reconverti en GSH par l'action du glutathion
réductase au détriment du NADPH (Graham et al., 2004). Ce dernier est généré par la voie
des pentoses phosphates, dont la glucose-6-phosphate déshydrogénase est la premiére
enzyme. Cette enzyme est sujette a des polymorphismes courants, et une activité réduite
peuvent compromettre les concentrations de GSH et conduire a embryopathie.
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Figure 6: Principales défenses antioxydants enzymatiques (Laouafa., 2018)
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La céruloplasmine et la transferrine jouent également un réle important en séquestrant les ions
de fer libres et en inhibant ainsi la réaction de fenton et la production d’OH (Graham et al.,
2004).

5-2-Défenses antioxydants exogenes

D’autres mécanismes de lutte contre les radicaux libres entrent également en jeu. Il s’agit de
nombreuses molécules exogénes, apportées par |’alimentation, capables d’éliminer ces
composés oxydatifs, ou de stopper les réactions d’oxydations en chaine, mais avec une
specificité moindre (Djenidi., 2019). Certains composés antioxydants comme les vitamines E
(tocophérol), C (ascorbate) (figure 7), Q (ubiquinone), ou les caroténoides apportés par les
aliments, agissent en piégeant les radicaux et en captant I'électron célibataire, les transformant
en molécules ou ions stables (Haleng et al., 2007 ; Favier, 2003). La vitamine piégeuse va
devenir un radical, puis sera soit détruite, soit régénérée par un autre systeme. Ainsi, la
vitamine E est régénérée par la vitamine C qui est elle-méme régénérée par des enzymes, les

ascorbates réductases (Favier, 2003).
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Figure 7: Antioxydants exogenes phénoligques (baaziz., 2023)
Les propriétés antioxydantes sont largement étudiées pour divers molécules, y compris les
molécules naturelles, afin d'identifier de nouveaux composés a partir de sources naturelles
(Zdenka et al., 2020).
Les plantes médicinales jouent un réle crucial dans la prévention des maladies chroniques
telles que les cardiopathies, le cancer, le diabete,... etc. Ces plantes contiennent une diversité

de composes bioactifs ou composés phytochimiques comme les coumarines, les terpénes, les
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polyphénols, les tanins, etc.) qui peuvent réduire le stress oxydatif et moduler les voies
biologiques nocives (BakrShori, 2020; El Moussaoui et al., 2019).

Differents mécanismes sous-tendent la capacité antioxydant des phénols, tels que le piégeage
des radicaux libres, le don dhydrogene, la chélation des ions metalliques, I'extinction a
I'oxygéne unique et l'action en tant que substrat pour les radicaux super oxydes et hydroxyle
(Martinello et Mutinelli., 2021).

Les antioxydants végétaux sont synthétisés par les plantes contre le stress biotique (espéces
pathogenes, prédatrices, compétitives) et abiotiques (rayonnement UV, dessiccation, choc
thermique) et favorisent l'attraction des pollinisateurs, la dispersion des graines et les

phénomeénes allopathiques (Martinello et Mutinelli., 2021).

.
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1-Lieu de travail
L’expérimentation est réalisée au niveau du laboratoire de la faculté des Sciences et de la

Technologie, université de Tissemsilt.

2-Objectif de travail

Le but de cette étude est de tester 1’activité antioxydants d’huiles essentielle d’Ammoide
Verticillata encapsulée par la terre diatomée, la plante était choisie essentiellement en
fonction de leur utilisation par la population algérienne en phytothérapie.

La plante sélectionnée pour cette étude été achetée chez un herboriste de la wilaya de
Tissemsilt vendant les plantes médicinales, I’herboriste nous a informé que la plante été
récolté de la région Bordj Bounaama, Tissemsilt et le séchage était effectué dans un endroit
sombre, sec et aéré. La plante était conservée dans des boites en carton jusqu’au moment de

I’extraction des huiles essentielles.

3-Extraction des huiles essentielles

Pour I’extraction de I’HE, différentes parties de la plante (tige, feuille, fleurs) sont utilisées.
L’extraction de I’huile essentielle est réalisée par hydro-distillation. Cing distillation de 50g
chacune de matériel végétal séché (partie aérienne) avec 500 ml d’eau distillé dans un ballon
de 01 litres surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reliée & un réfrigérant ; la
distillation a été réalisée par ébullition, pendant 03 heures apres ’apparition de la premicre
goutte de distillat a la sortie du tube de condensation de la vapeur. Les vapeurs chargees
d’huile; en traversant un réfrigérant se condensent dans une lampe a décanté.

Aprées décantation, 1’huile essentielle est récupérée et conservée dans des flacons bruns bien
fermés hermétiquement a 1’abri de la lumiére et a une température entre 4 et 6°C pour éviter
tout risque de dégradation de I’huile essentielle.

L’extraction est répétée plusieurs fois pour obtenir une quantité suffisante de 1’huile

essentielle.

.
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Figure 8: Dispositif d’hydro-distillation pour 1’extraction de 1’huile essentielle (originale)
4-Détermination du rendement en huiles essentielles

Le rendement des huiles essentielles (Rmt) est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’huile essentielle obtenue et la masse végétale séche traitée (Senouci, 2020).

Rmt: rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage (%) (p/p).

P1: poids en (g) d’HE.

PO: poids en (g) de la matiére végétale séche traitée.

Rmt =P1*100/PO.

5-Activité antioxydant

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles d’Ammoide verticillata libre et HE fixée par la
terre diatomée a été évalué par deux méthodes : le test de DPPH et le test de FRAP.

- Fixation de I’huile essentielle >’ Ammoides verticillata par la terre diatomée

25 mg de la terre diatomée est mélangé avec I’HE a différentes concentrations utilisées pour

I’évaluation de I’activité anti oxydante.
5-1-Test de DPPH

- Principe
Le DPPH posséde un électron non apparié¢ sur un atome du pont d’azote. La mesure de
I’efficacité d’un antioxydant est établie en mesurant la diminution de la coloration violette

mesurable par spectrophotométrie a 517 nm. La capacité de céder des hydrogenes par les
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huiles essentielles est mise en évidence par une méthode spectrophotométrique en suivant la
disparition de la couleur violette d’une solution méthanolique du radical libre DPPH

provoquée par la réduction du radical par ’antioxydant (AH) (Latreche., 2019).

-Mode opératoire

L’activité antioxydant des huiles essentielles a été évaluée par la mesure du pouvoir de
piégeage du radical DPPH selon la méthode décrite par BEKTAS et al, (2005),

Un volume de 100 pl de chacune des solutions méthanoliques d’huile essentielle libre et fixee
par terre diatomée préparées a différentes concentrations (0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125,
0.00625, 0.0031, 0.00152 mg/ml) est mélangé avec 2.9 ml d’une solution méthanolique de
DPPH® a 0,004% (p/v). Aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance est mesurée a 517 nm par spectrophotomeétre JENWAY 7305 UV -Visible. Nous

procédons de la méme maniere pour 1’acide ascorbique (antioxydant de référence)

5.2-Détermination du pourcentage d’inhibition

L’activité anti radicalaire est exprimée en pourcentage de réduction de la solution de DPPH®
(Dongmo et al., 2010). D’aprés Dung et al., (2008) et Eyob et al., (2008), le pouvoir de
réduction est déterminé en appliquant la formule suivante :

PR = (AC - AE)/ AC x 100

PR : Pouvoir de la réduction exprimé en pourcentage (%) ;

AE : Absorbance de la solution de DPPH® en présence de I’huile essentielle ou de I’acide
ascorbique ;

AC : Absorbance du Blanc, la solution de DPPH® en absence de I’huile essenticlle et de

’acide ascorbique.

5.3-Test de FRAP (ferrique reducing antioxydant power)

- Principe

La méthode est basée sur la réaction de réduction du (Fe®*) présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en (Fe?*), la réaction est révélée par le virement de la couleur jaune
du fer ferrique (Fe**) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe®"), I’intensité de cette coloration
est mesuré par spectrophotomeétre a 700 nm (Attou., 2017). Une absorbance élevée indique
que I’échantillon posseéde un grand pouvoir réducteur (Gholivand et al., 2010).

-Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des huiles essentielles a été déterminé selon la méthode décrite par Dris

(2020). Pour ce faire, un volume de 1 ml de chacune des solutions méthanoliques d’huile

.
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essentielle libre et fixée par terre diatomée préparées a différentes concentrations (0.2, 0.1,
0.05, 0.025, 0.0125, 0.00625, 0.0031, 0.00152 mg/ml), est mélangé avec 2.5 ml d’une
solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml d’une solution de ferrocyanure de
potassium K3Fe (CN)6 a 1%.

L’ensemble est incubé au bain-marie & 50°C pendant 20 min puis, refroidi a température
ambiante avant d’ajouter 2.5 ml d’acide trichloracétique a 10% pour stopper la réaction.

Le mélange est centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 min. Puis, 2.5 ml de surnageant est
mélangé avec 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml d’une solution aqueuse de trichlorure de fer
FeCl; a 0.1%. La mesure de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait 10 min aprés
incubation a 700 nm par spectrophotométre JENWAY 7305 UV-Visible contre un blanc
semblablement préparé, en remplacant I’échantillon d’huile essentielle par de 1’eau distillée.
Une solution d’acide ascorbique préparée a différentes concentrations (comprise entre 400 et

5 mg/ml) et dans les mémes conditions est utilisée comme contrdle positif.

6-Expression des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de graphe ou ’abscisse est représentée par les
différentes concentrations d’échantillon testées et 1’ordonnée est représentée par les
absorbances obtenues. L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des fractions testées.

-
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Matériel végétal

1- Rendement de I’extraction d’huile essentielle (R)

L’extraction de I’huile essentielle effectuée par hydro-distillation, le rendement en huile
essentielle de la partie aérienne d’Ammoides verticillata est 2.88% (w/w) (tableau 3), ce
rendement est similaires a celui obtenu par Tadj et Merzougi (2012), ou le rendement moyen
de I’extraction est de 2.9 %.

Notre rendement est considéré comme élevé si on le compare a celui qu’a eu Ouariachi et al

(2011) qui est de 2% & partir de la partie aérienne d’A. verticillata récoltées a Ahfir au Maroc.

Tableau 3 : rendements en (%) d’extraction de I’H.E d’Ammoide verticillata.

Extraction N° poids végétal (g) poids D’HE (g) Rendement en HE%

50 1.44 2.88

On peut estimer que des facteurs comme le temps de récolte, et des conditions de séchage
mises en ceuvre (séchage naturel a ’ombre ou au soleil) et la méthode d’extraction peuvent
influencer le rendement de I’huile essentielle obtenue par extraction a partir de matériel

végetal sec.

Bencheikh et al (2015) rapporte que le séchage de la plante, avant 1’extraction par hydro
distillation, a des effets trés nets sur le rendement en huile essentielle. Le rendement en huile

essentielle évolue durant le séchage du matériel végétal.

La plante, aprés sa récolte continue a vivre et son activité de biosynthese des terpenes et
dérivés s’accentue. Il parait s’agir pour la plante d’un moyen de défense contre le stress
hydrique. C’est ce qui expliquerait ’augmentation des rendements en huiles essentielles.
Apres la mort définitive de la plante, toute 1’activité de biosynthése s’arréte et les pertes
d’huiles essentielles par évaporation ne sont plus compensées, d’ou les baisses des

rendements de distillation (Bencheikh et al., 2015).

Ammoides verticillata utilisée dans notre travail résiste au séchage, puis qu’en comparant nos
résultats avec les données rapportées par Souhaiel et al., (2017) et Tefiani et al., (2015) qui
ont réalisé 1’extraction de I’huile des feuilles et les fleurs de plante récoltées puis séchées, les
valeurs du rendement d'extraction sont respectivement de 2, 7 % et 2, 9% , et ils sont
similaires a notre résultat. En général en peut déduire que le rendement des huiles essentielles

est stable pendant plusieurs semaines.

.
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2- Evaluation de I’effet antioxydant de I’huile essentielle
Pour I’étude des activités antioxydant, nous avons utilisé deux tests différents a savoir

I’inhibition du DPPH et le Test de FRAP (ferrique reducing antioxydant power).

2-1- Test de DPPH

Le test d’inhibition du DPPH in vitro est représenté par le pourcentage d’inhibition de ce
radical. Différentes concentrations de 1’huile essentielle d’Ammoides verticillata et de I’huile
essentielle aussi extraite de cette plante mais fixée par la terre diatomée, sont testées par
comparaison a I’acide gallique (polyphénol de référence). Les résultats obtenus sont
représentés dans la figure 9.

Les résultats montrent que le pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’huile essentielle
d’Ammoide verticillata et de 1’huile essentielle de la méme plante fixée par la terre diatomée
est proportionnel a la concentration des échantillons dans le milieu réactionnel.

Le pouvoir anti-radicalaire de 1’acide gallique a été évalué afin de le comparer a notre 1’huile
essentielle. La réduction de I’absorbance du DPPH a été beaucoup plus importante avec
I’acide gallique par rapport a huiles essentielles d’A. verticillata.

A la concentration de100 pg/ml d’acide gallique, le PI avait déja atteint les 90.95%, puis, le
taux du Pl a commencé a se stabiliser a partir de 150 pg/ml, aboutissant a une inhibition du
radical DPPH de 98.1% pour la concentration 400 pg/ml (figure 10). L’acide gallique a donc
provoqué une réduction presque totale du DPPH en sa forme non radicalaire DPPH-H.

Les résultats indiquent une augmentation du pouvoir d’inhibition (PI) du DPPH en fonction
des concentrations des échantillons testés, a la concentration (0.00152 mg/ml), I’huile
essentielle a présenté un PI de 74.13%, tandis qu’a la plus grande concentration (0.2 mg/ml),
le Pl a atteint 97.26%.

Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentielle non fixée aux concentrations (0.1 et 0.2
mg/ml) présente un effet inhibiteur de DPPH proche de celui de I’acide gallique.

Une augmentation des pourcentages d’inhibition (PI) de DPPH en fonction des concentrations
de I'huile essentielle fixée par la terre diatomite est observée, en fait, a faible concentration
(0.00152 mg/ml), I’huile essentielle fixée par la terre diatomée a présenté un Pl de 56.05%.
Un taux d’inhibition (PI) de DPPH de 85.15% est obtenu a la concentration 0.2 mg/ml par
I’HE fixée.

Les données obtenues avec 1’huile essentielle fixée par la terre diatomée indiquent qu’elle
présente une activité faible comparée a celle de 1’acide gallique et de I’huile essentielle non

fixée. Cette activité d’inhibition du DPPH varie avec la concentration.

.
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Figure 9 : Activiteé anti radicalaire des huiles essentielles d’Ammoide verticillata en utilisant

le test du DPPH (HE : huile essentielle, HE+TD : huile essentielle + terre diatomée).
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Figure 10: Activité anti radicalaire de 1’acide gallique utilisant le test du DPPH

Selon les résultats de Tefiani et al. (2015), I’huile essenticlle d’Ajowan a exercé une
excellente activité inhibitrice du radical vis-a-vis du DPPH en atteignant plus que 80%
d’inhibition a une dose de 0.7mg/ml. Les résultats de Senouci et al. (2020) montrent que
I’huile de d’A. verticillata avait une meilleure activité inhibitrice du radical DPPH avec un
pourcentage de 98,2% d’inhibition, a une dose de 2,5mg/ml. Nos résultats sont ont accords

avec les resultats des deux études réalisées par Senouci et al. (2020) et Tefiani et al. (2015).
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2-2- Test FRAP “pouvoir réducteur du fer”

L’évaluation de la capacité antioxydante de I’huile essenticlle d’Ammoides verticillata par la
méthode de FRAP a été déterminée par rapport a 1’acide ascorbique.

La figure 11 représente les résultats de I’activité réductrice le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux
(Fe?") de I’huile essentielle d’Ammoide verticillata et de ’huile essentielle de la plante mais
fixée par la terre diatomée.

Les valeurs des D.O obtenues montrent une augmentation proportionnelle du pouvoir
réducteur en fonction des concentrations de I’huile essentielle non fixée et aussi celle fixée
par la terre diatomée.

Le taux de réduction de 86.5% a été obtenu a une concentration de 300 pg/ml d’acide
ascorbique, tandis que la réduction du fer par I’huiles essenticlles d ’Ammoide verticillata été
plus importante que celle de 1’acide ascorbique, étant donné que le taux de réduction est de
90.53% a la concentration de 0.2 mg/ml d’huile essentielle. Puis, a la concentration
(0.0125mg/ml), I’huile essentielle a présenté un pouvoir de réduction de 81.74%, et 1’acide
ascorbique, a faible concentration qui est de 10 pg/mg atteint 58.5%.

D’apreés les résultats de Belkacem (2019), le pouvoir réducteur est dose dépendante, ainsi a la
concentration de 7,5 mg/mL, les pouvoirs réducteurs de 1’acide ascorbique et 1’huile de A.
verticillata sont largement supérieurs (DO >2,5)

L’évaluation de la capacité antioxydant par la méthode de FRAP de I’huile essentielle fixée
par la terre diatomée a ét¢ déterminée par rapport a 1’acide ascorbique et 1’huile essentielle

non fixée.
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Figurell : Activité anti-radicalaire de ’HE d’Ammoide verticillata libre en utilisant le test

du FRAP (HE : huile essentielle, HE+TD : huile essentielle + terre diatomée)
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Figure 12 : Activité anti-radicalaire de 1’acide ascorbique en utilisant le test du FRAP

Une augmentation des taux de réduction en fonction des concentrations de 1’huile essentielle
d’A. verticillata fixée par la terre diatomée indique ne capacité réductrice de 96.06% a la
concentration 0.2 mg/ml ; et méme a faible concentration le pouvoir réducteur est important,
il est de 80.66% a la concentration 0.0125 mg/ml.

L’huile essentielle d’A. verticillata fixée par la terre diatomée possede un pouvoir réducteur
plus ¢élevé que celui de I’huile essentielle non fixée et de I’acide ascorbique.

Ces résultats sont expliqués par un mécanisme basé sur le transfert d’électrons, comme ceux
des activités de pié¢geage des radicaux DPPH. La capacité réductrice d’un composé¢ peut
servir comme indicateur de son activité antioxydant (Tefiani, 2015).

D’aprés les résultats de Daira et al. (2016), le screening phytochimique d’Ammoides
verticillata confirment la richesse de cette plante en composés phénoliques (polyphénals,
tanins, catechiques, flavonoides, flavones, leucoanthocyanes, coumarines, anthocyanes et
quinones libres), en composés terpeniques (saponosides, steroides, stérols, triterpénes), en
composés azotés (alcaloides) et en carotenoides.

La détermination de la composition chimique des huiles essentielles vient vraiment soutenir
les résultats des activités biologiques, d’ou on constate que 1’huile essentielle d’Ammoides
verticillata est la plus active sur le plan antioxydant, grace a la présence de phénols qui en
raison de leurs groupes hydroxyles sans oublier également le réle de substituant alkyle
incorporé dans quelques monoterpénes, ou bien pour les autres huiles essentielles grace a la

présence de fonctions oxygeéne dans les cétones (Attou et al., 2017).
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D’aprés Souhaiel et al. (2017), I'analyse de I'HE Ammoides pusilla a montré des composés
volatils pour les feuilles et les fleurs et les parties aériennes représentant respectivement 99,5
% et 99,34 % de I'HE totale. Le thymol était le compose majoritaire dans I'HE des feuilles et
des fleurs et des parties aériennes, représentant (39,26 % et 33,05 %) de I'huile, suivi du y-
terpinene (28,97 % et 28,19 %), du p-cymene (13,69 % et 15,31 %) et éther de méthyl-thymol
(7,33 % et 8,91 %), respectivement. 1l est important de souligner qu'il n'y a pas une grande
différence dans la composition chimique des feuilles et des fleurs et des parties aériennes
d’HE. Le thymol est considéré comme le composé antioxydant le plus efficace de tous
les mono et sesquiterpénes et possede 1’activité antioxydant la plus élevée (Tefiani,
2015).

Dans la présente étude, I’huile essentielle étudiée a montré une activité antioxydant en
piégeant le radical DPPHe et la capacité de réduire les ions ferriques Fe®*. Le potentiel
antioxydant de notre HE étudiée peut étre lié a sa composition phytochimique dominée par les
composés phénoliques. Selon Daira et al. (2016), I’huile essentielle d’A. verticillata riche en
composé phénolique. les composeés phénoliques sont connus pour étre l'un des antioxydants
naturels les plus efficaces grace a leur structure chimique appropriée pour piéger les radicaux
libres et leur transformation en composés stables par les mécanismes de transfert du proton et
de I'électron (Taibi et al., 2023).

L'analyse de la composition chimique de I'huile essentielle d’A. verticillata du Maroc réalisée
par GC et GC-MS montre que I'huile contient des composes phenoliques (48,0 %) avec le
carvacrol (44,6 %) et le thymol (3,4 %) comme composés principaux. Les composés
phénoliques végétaux constituent 1'un des principaux groupes de composants qui neutralisent
les radicaux libres (EI Ouariachi et al., 2011).

L’huile essentielle de A. verticillata s’est révélés étre un antioxydant efficace par des essais in
vitro, et peuvent donc étre proposés comme de nouvelles sources potentielles d'additifs
naturels pour les industries alimentaires et/ou pharmaceutiques. Selon les résultats d’El
Ouariachi et al., (2011), il existe une relation entre la teneur totale en phénols et le pouvoir
antioxydant. I'activité antioxydante de I'huile essentielle pourrait étre attribuée a sa teneur en
composés phenoliques carvacrol et thymol (El Ouariachi et al., 2011).

L’huile essentielle d’A4. verticillata fixée par la terre diatomée montre une capacité
réductrice plus élevé que celle de I’huile essentielle non fixée et de I’acide ascorbique,
cette capacité peut étre due a I’encapsulation de I’huile par la terre diatomée. L’encapsulation
est une technique qui consiste en l'inclusion de I'agent actif dans un systéme porteur, cette

technologie permet, par exemple, la transformation de substances liquides et volatiles en

.
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solides, la protection et la modulation de sa libération et de sa fonctionnalité, puisque 1’huile
essentielle présente plusieurs limites, telles que la complexité chimique, la volatilite élevée, la
sensibilité a la degradation et a I'oxydation, l'insolubilité dans les systemes aqueux et, en
général, la faible biodisponibilité, ces caractéristiques entravent leur utilisation directe dans
des produits plus élaborés (Baldim et al., 2019).

L’¢tude d’Oun et al. (2002) sur l'activité antioxydante de terre diatomeée-huile essentielle
d'origan a été déterminée a l'aide des méthodes DPPH et ABTS. Les matériaux composites
terre diatomée-huile essentielle d'origan ont présenté une forte activité antioxydant et ont

augmenté avec l'augmentation de la concentration de matiéres actives.

&



Conclusion

Le présent travail porte essentiellement sur 1’évaluation de la potentielle activité antioxydante
de I’huile essentielle d’Ammoides verticillta fixée par la terre diatomée par comparaison a
I’huile de la méme plante non fixée. Nos résultats ont bien mis en évidence I’intérét de la
valorisation des huiles essentielles en vue de la mise en place d’alternatifs antioxydants
naturels.

L’obtention de I’huile essentielle par hydro-distillation reste une méthode simple et efficace,
et donne un rendement intéressant d’une valeur de 2,88%.

L’huile essentielle d’Ammoide verticillata est active a piéger le radical DPPH et réduire le fer,
sa capacité antioxydante totale est tres élevée. L’efficacité de l'huile essentielle sur le plan
antioxydant dépend de sa richesse en composes bioactifs.

Cependant I’huile essentielle fixée par la terre diatomée représente un candidat intéressant
pour la modulation des radicaux libres comme le DPPH, et a un taux de réduction de I’ion fer
plus élevé par rapport a I’huile essentielle et I’acide ascorbique.

L’encapsulation de I’huile essentielle par la terre diatomée présente un moyen qui peut
améliorer leurs activités biologiques et de protection contre la dégradation et I'oxydation.
Cependant, des études sur la cytotoxicité de ces huiles encapsulées doit étre envisagée en vue
d’assurer la sécurité alimentaire.

Cette étude permet la mise en valeur de la flore algérienne qui constitue une réserve
importante et intéressante. L’ensemble de nos