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AVANT- PROPOS

Le présent travail, effectué pour I’obtention du dipldme de Doctorat en chimie des
substances naturelles, a été conduit par Monsieur KOUAME Bosson Antoine, Maitre de
Conférences a I’Universit¢ NANGUI ABROGOUA.

Les identifications des plantes ont été faites au Centre National de Floristique (CNF)
d’Abidjan.

Les extractions ont été faites au sein du laboratoire de Chimie Bio-Organique et de
Substances Naturelles (LCBOSN) de I’Universit¢ NANGUI ABROGOUA.

Les tests antioxydants ont été réalisés au laboratoire central de 1I’Université NANGUI
ABROGOUA.

Les tests antimicrobiens ont été faits au laboratoire du Centre Suisse de Recherches

Scientifiques en Cote d’Ivoire.

Les analyses chromatographiques et spectrales ont été réalisées au laboratoire de Chimie des
Matériaux de I’Université du Québec a Montréal (Canada).

Des résultats issus des travaux de la these ont fait I’objet de publications de trois articles dans
des revues scientifiques & audience internationale et d’'une communication (en ligne) aux
journées scientifiques du CAMES a Dakar au Sénégal (5e édition).

Article 1 : Kouassi KS, Kouamé BA, Mamyrbékova-Békro JA., Békro Y-A. (2020).
Composition, antibacterial and antioxidant activities of essential oil from Enantia polycarpa
and Clerodendrum polycephalum. International Journal of Current Research, 12(2), pp.9987-
9991.

Article 2 : Kouassi KS, Kouamé BA, Mamyrbékova-Békro JA., Békro Y-A. (2020).
Composition chimique par CPG/SM et activités antimicrobiennes de I’huile essentielle extraite
par entrainement a la vapeur de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. récoltée en Cote d’Ivoire.
European Scientific Journal, ISSN: 1857 - 7881 (Print) e - ISSN 1857- 7431.

Article 3 : Kouassi KS., Kouameé BA, Mamyrbékova-Békro JA, Békro Y-A., Fofié NBY,
(2020). Chemical composition and antibacterial activities of the essential oils from the leaves
of Premna angolensis and Premna quadrifolia, two Lamiaceaec from Cote d’Ivoire.
International Journal of Innovative Science and Research Technology, 5(8), pp.681-686
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Communication : Kouassi KS, Kouamé BA, Mamyrbékova-Békro JA, Békro Y-A. (2021).
Comparative study of essential oil obtained by hydrodistillation and steam distillation for
optimal use: case of Emilia praetermissa milne-redh. (Asteraceac) harvested in Cote d’Ivoire.

Journeées Scientifiques du CAMES a Dakar (Sénégal); 5¢é edition.
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INTRODUCTION GENERALE



L’étre humain fait partie intégrante de la nature et son existence dépend en partie de la nature. C’est elle
qui nous protege et nous fournit tout ce dont nous avons besoin pour notre subsistance, nos croyances et

pour notre sante.

Ainsi depuis toujours, les hommes ont recours aux plantes pour leurs soins. L’usage des plantes pour
les soins fait partie de la médecine traditionnelle. L’OMS définit cette médecine traditionnelle comme, la
somme de toutes les connaissances, compétences et pratiques pour soigner reposant sur les théories, les
croyances et les expériences propres a différentes cultures. Qu’elles soient explicables ou non, et utilisées

dans la préservation de la santé (OMS, 2013).

L’utilisation de la médecine traditionnelle dans le traitement de certaines maladies chez les hommes
date de trés longtemps et s’est toujours faite de fagon empirique (Svoboda, 2000). De nos jours, la majorité
de la population mondiale, surtout celle des pays en développement, se soigne avec des plantes
médicinales (UA, 2001). De ce fait, les plantes médicinales restent un patrimoine précieux pour
I’humanité (OMS, 2013).

La flore ivoirienne présente une grande biodiversité qui profite & la médecine traditionnelle, utilisée
par la grande majorité des populations rurales. Parmi les especes végétales utilisées en médecine
traditionnelle, figurent les plantes aromatiques (PAM) qui sont une source de produits a forte valeur

ajoutée tels que les huiles essentielles, les extraits et les résines (Kambiré, 2019 ; Ouattara, 2012).

Les huiles essentielles constituent la matiére premiere de I’aromathérapie, une médecine qui utilise
leurs diverses propriétés et activités biologiques a des fins préventives ou curatives (Pénoél, 1999). Elles
font également I’objet d’une énorme consommation dans divers secteurs industriels dont I’industrie
pharmaceutique, la parfumerie, la cosmétique, 1’industrie agro-alimentaire (patisserie, confiserie, dérives

culinaires, etc.), ce qui leur confere un caractere économique poussé (Bakkali et al., 2008).

Elles apportent aussi des solutions en agriculture biologique, leur utilisation contrélée comme insecticide
et pesticide réduirait celle des pesticides de synthese qui ont des effets néfastes sur les étres vivants et
I’environnement (Vidal et al., 2018).

Plusieurs travaux ont été menés sur les plantes aromatiques et médicinales issues de la flore ivoirienne
(Zinzendorf, 1989 ; Vangah-Manda et al., 1994 ; Traoré et al., 1999 ; Oussou, 2009 ; Kouame-Bi,
2012 ...). Ces travaux ont porté sur les propriétés biologiques, pharmacologiques et phytochimiques

des plantes issues de la médecine traditionnelle ivoirienne (Touré, 2015).




En outre, face aux limites de certains produits de synthése proposes par la médecine moderne, devant
la recrudescence de certaines pathologies (maladies dues aux stress oxydatif par exemple) , le recours aux
plantes médicinales, dans le but de découvrir de nouvelles molécules pouvant pallier le déficit du systéme
immunitaire de I’homme reste un défi (Konan, 2009). C’est pourquoi, les huiles essentielles produites par
les plantes aromatiques apparaissent comme une source potentielle de molécules actives. Elles font I’objet
d’étude pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour le traitement de certaines maladies
infectieuses (Bouhdid et al., 2006).

C’est dans ce cadre que le laboratoire de chimie bio-organique et de substances naturelles (LCBOSN)
de I’Universitt NANGUI ABROGOUA, s’est investi depuis plusieurs années, entre autre, dans la
caractérisation chimique des extraits des huiles essentielles des plantes aromatiques de Cote d’Ivoire.

Aussi faut-il noter que les substances naturelles extraites des plantes se présentent généralement sous
la forme de mélanges complexes. Une variation quantitative et qualitative de la composition chimique des
huiles essentielles en fonction de la méthode d’extraction des huiles essentielles est fréquente (Taha et
al., 2017). Pour une utilisation adéquate de ces extraits naturels, la méthode d’extraction et la

détermination de leurs compositions chimiques s’avérent donc primordiales.

L’objectif général de ce travail est de contribuer a la valorisation de cing plantes aromatiques de la
flore ivoirienne qui sont Emilia praetermissa Milne-Redh, Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., Premna
quadrifolia Schumach. & Thonn., Premna angolensis Girke et Clerodendrum polycephalum Baker.
D’une part, par la détermination de la composition chimique suivie de 1’évaluation des activités
antioxydante et antimicrobienne de leurs huiles essentielles, d’autre part, faire la comparaison des huiles
essentielles selon la méthode d’extraction pour une étude comparative en vue d’un usage plus efficient
des HE

Pour y parvenir, nous voulons :

V' extraire I’huile essentielle par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau ;

v’ de caractériser la composition chimique des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse
couplée a I’indice de rétention (CPG(Ir)) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG/SM) ;

v comparer la composition chimique des huiles essentielles extraites par les deux techniques ;

v’ évaluer I’activité antioxydante par spectrophotométrie des huiles essentielles ;

v' évaluer I’activité antimicrobienne des huiles essentielles.
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Le présent mémoire comporte deux parties constituées de deux chapitres chacune. Les deux parties
sont la revue bibliographique et 1’étude expérimentale :

La revue bibliographique traite des généralités sur les huiles essentielles des plantes d’étude, I’histoire
de leur utilisation, les différentes définitions, les méthodes d’extraction et les techniques d’analyse des
huiles essentielles. Ensuite, nous avons exposé la composition chimique, la biosynthése de quelques
constituants et les activités biologiques des huiles essentielles. Enfin, cette premiére partie s’achéve sur la
généralité sur les plantes étudiees.

La seconde partie expose 1’étude expérimentale. Elle présente le matériel biologique et technique
utilisés pour 1’étude. Les méthodes d’extraction (hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur) y sont
décrites. Les protocoles des analyses sont explicités. Les résultats sur les huiles essentielles de E.
praetermissa, P. ruderale, P. quadrifolia, P. angolensis et de C. polycephalum sont présentés.
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PARTIE I .

REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LES HUILES ESSENTIELLES

1.1- HISTORIQUE

Les plantes ont toujours été trés largement utilisées par I’homme, d’abord comme sources alimentaires,

mais aussi comme matériaux, objets décoratifs et pour leurs effets (toxiques ou bénéfiques) sur sa santé.

Leur utilisation, pour les substances odorantes qu’elles contiennent, est faite depuis Il'antiquité.
L’utilisation des ardmes pour soigner n’est pas une technique récente. Dans toutes les civilisations de
I’antiquité, la mention des arbmes est présente, pour des usages religieux, cosmétiques mais aussi

thérapeutiques.

L’homme s’est aussi intéressé a « détacher de son support » le principe aromatique d’une plante

(Deschamp, 1990) ; en cela 1’Inde, la Chine et I’Egypte semblent avoir été a I’origine de la recherche.

En Chine, environ trois siecles avant Jésus-Christ, plusieurs plantes médicinales ont été répertoriées. Les
parfums de certaines étaient associés a des rites mystiques, artistiques et esthétiques. En effet la Chine, a
publié des traités de médecine dans lesquels ont été répertoriées des plantes aromatiques utilisees
notamment en infusions et macérations huileuses. L’empereur Chen-Nong (2800 av. J.-C.), médecin
érudit, consignait son savoir relatif aux plantes médicinales dans un livre, le Pen Ts’ao, dans lequel
figuraient I’anis, la cannelle, le curcuma et le gingembre. Ce livre a fait autorité jusqu’au XVlIe siécle ou
il a été revu et corrigé par un médecin botaniste et pharmacologue curieux et lettré, Li Che Tchen qui ne
recense pas moins de 1000 plantes médicinales utiles (Roulier, 1990 ; Lardry et Haberkorn, 2007).

En Europe, le temple Grec d’Epidaure, dédié a Asclépios était, au Ve siécle av. J.-C., un des hauts lieux
de la médecine grecque ou se mélent magie, usage de plantes et thermalisme (Roulier, 1990). Hippocrate
indiquait dans les Aphorismes qui lui sont attribués, 1’utilité des bains aromatiques dans le cadre du
traitement des maladies de la femme. A Athénes, il lutta contre les épidémies, et tout particulierement
contre la grande peste qui ravagea la ville, en faisant briler de la lavande, du romarin, de I’hysope et de
la sarriette. Plus tard, une utilisation plus systématique des ardbmes se développa en Grece, tout
particuliérement sous forme de massage. A Sumer (région de la basse Mésopotamie ol vivait, au I\V®
millénaire av. J.-C., un peuple a I’origine des premiéres cités-Etats et d’une des premiéres formes connues
d’écriture), on connaissait déja I’intérét des ardmes pour lutter contre certaines maladies (Roulier, 1990 ;
Kramer, 1994).

Les Egyptiens de 1’époque pharaonique (3150-1085 av. J.-C.) utilisaient 1’embaumement, avec
notamment un mélange d’huiles aromatiques composé d’huile de cedre et de basilic. Cela rendait compte

d’une pratique assez sire des plantes aromatiques (Franchomme et al., 1990 ; Abrassart, 1997).




Des « recettes » avec les huiles aromatiques a I’attention des embaumeurs, mais aussi des medecins de
cette époque, ont été retrouvées. Le célebre Imhotep (vers 2778 av. J.-C.), architecte constructeur de la
pyramide de Saqgarah, médecin du pharaon Djoser (Ille dynastie vers 2880 av. J.-C.), pratiquait la
médecine en utilisant largement les plantes aromatiques. Parmi elles, figuraient 1’ail, I’anis, la cannelle,
la cardamome, le cumin, I’encens, le laurier, la menthe (Roulier, 1990). En outre, des papyrus
hiéroglyphes anciens montrent 1’utilisation des huiles extraites des plantes, les parfums et les essences de
plusieurs plantes aromatiques, auxquels ils recouraient pour la pharmacologie et I'embaumement (Jean-
Pierre, 2002).

Dans les ruines de Nippur (une des plus grandes cités de cette époque), une tablette d’argile écrite en
caractéres cunéiformes par un médecin sumérien qui vivait vers la fin du 111° millénaire av. J.-C a été
trouvée. Sur cette tablette, il a rassemblé ses prescriptions les plus précieuses. Ce document, considéré
comme le plus vieux manuel de médecine au monde, montre que pour composer ses médicaments, le
médecin utilisait des substances animales (lait, peau de serpent,...), minérales, mais aussi végétales

(myrte, thym) (Kramer, 1994).

En Inde, ¢’est dans le millénaire a cheval sur le début de notre ére que se sont constitués les grands traités
(samhitd) de la médecine ayurvédique. Massages et bains font intervenir différents arémes. Un célebre
médecin ayurvédique, Susruta, connaissait déja I’art de 1’anesthésie pratiquée a 1’aide de plantes (chanvre
indien) et enseignait comme régles de santé, 1’hygiene et la diététique. Il conseillait couramment les
plantes médicinales et aromatiques (Roulier, 1990). A cette époque, la cannelle, la coriandre, le

gingembre, la myrrhe et le santal étaient déja utilisés (Abrassart, 1997).

Des plantes entiéres servaient pour apporter soulagement et bien-étre sous forme de cataplasmes,
infusions, maceérations, décoctions (Lardry et Haberkorn, 2003). Quant aux huiles essentielles, elles ont
toujours, occupé une place importante dans la vie quotidienne de I’homme qui les utilisait autant pour se

parfumer, aromatiser la nourriture ou méme se soigner. (Bruneton, 2016).
1.2- DEFINITIONS DES HUILES ESSENTIELLES

Plusieurs approches définitionnelles du terme « huile essentielle » plus ou moins proches sont admises.

Selon sa profession, chacun répondra a la question d’une maniere différente.

Une huile essentielle peut étre un ensemble de molécules pour un chimiste, un arébme pour un

parfumeur ou encore la quintessence ou 1’esprit d’un végétal pour un alchimiste (Moro, 2008).
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Pour la norme francaise AFNOR NF T 75-006 de 1998, les huiles essentielles sont des produits obtenus
a partir d’une maticére premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par expression mise en
ceuvre a partir de 1’épicarpe des citrus. Elles sont ensuite séparées de la phase aqueuse par des procédés

physiques (Bruneton, 1999).

Une huile essentielle est un produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir
d’une maticre premicre végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
distillation séche, soit par un procédé mécanique appropri¢ sans chauffage. L’huile essentielle est le plus
souvent séparee de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif

de sa composition (Pharmacopée Européenne, 2011 ; Bruneton, 2016).

Néanmoins, les huiles essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles, ce
qui les différencie des huiles dites fixes. Elles sont plus ou moins colorées et leur densité est en général
inférieure a celle de 1’eau. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée.
Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels, entrainables a la vapeur d’eau, trés
peu solubles dans I’eau (AFSSAPS, 2008).

Aussi est-il important de ne pas confondre essence et huile essentielle. Une essence est une sécrétion
naturelle élaborée par un organisme végétale tandis qu’une huile essentielle est un extrait naturel de
plantes ou d’arbres aromatiques obtenu par distillation. Par conséquent, 1’huile essentielle est une essence

extraite et modifiée selon les procédés d’obtention mis en ceuvre. Elle répond aux critéres de la norme

AFNOR NF 75 -006 de février 1998 (Clarke S., 2008).

Pour étre de qualité optimale, une huile essentielle doit étre 100% naturelle (c'est -a-dire non dénaturée
par des molécules de synthese chimique), 100% pure (c'est -a-dire non mélangée avec d’autres huiles
essentielles ayant des caractéristiques proches) et 100% intégrale (c’est -a-dire que le distillateur aura
recueilli la totalite des molécules contenues dans la matiere végétale distillée). La détermination du
chémotype permet de la garantir (Chassaing, 2006). Enfin les huiles essentielles sont considérées comme

des métabolites secondaires produits par les plantes comme moyen de défense contre les ravageurs

phytophages.
1.3- METHODES D’EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES

1.3.1- Méthodes traditionnelles d’extraction des huiles essentielles
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1.3.1.1- Méthode d’hydrodistillation

Le principe de I'hydrodistillation est celui de la distillation des mélanges binaires non miscibles. Elle
consiste a immerger le matériel vegétal dans un alambic rempli d'eau, que I'on porte ensuite a ébullition.
La vapeur d'eau et l'essence libérée par le matériel végétal forment un mélange non miscible. Les
composants d'un tel mélange se comportent comme si chacun était tout seul a la température du mélange,
c'est-a-dire que la pression partielle de la vapeur d'un composant est égale a la pression de vapeur du
composant pur. La pression totale au-dessus du mélange est égale a la somme des pressions partielles des
constituants (Hernandez, 2005).

Pt=PHo+P1+P2+P3+...
Pt : pression totale au-dessus du mélange
Ph2o : pression partielle de I'eau

P1, P2, P3: pressions partielles des différents constituants du mélange.

A la pression atmosphérique, le point d'ébullition sera inférieur a 100°C. Le pourcentage d'un
constituant de masse molaire Mc entrainé par la vapeur d'eau est donné par la formule suivante :
Mc ﬁ

T
%C =—- x —= =
373718 me

Tc : température d'ébullition du constituant entrainé
Mc : masse moléculaire du constituant entrainé
Me : masse d'eau évaporée

mc : masse du composé entrainé.

Aussi, la vitesse de vaporisation des composés volatiles des plantes aromatiques par
hydrodistillation est-elle fonction de la résistance a la diffusion de 1’huile essentielle dans les tissus

cellulaires et la solubilité des molécules volatiles dans 1’eau.

L'hydrodistillation est une méthode simple dans son principe et qui ne nécessite pas un appareillage
colteux. Cependant, en dépit de sa simplicité, elle peut apporter de nombreux artéfacts. En effet, I'eau,
I'acidité et la température du milieu peuvent induire des réactions d’hydrolyse, de réarrangement, de
racémisation, d'oxydation, d'isomérisation, etc. (Hernandez, 2005).

1.3.1.2- Hydrodistillation sous pression

Cette technique a les mémes principes que I’hydrodistillation conventionnelle décrite ci-dessus. La

différence réside dans le déroulement de 1’opération sous pression relativement élevée afin d’obtenir les
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huiles essentielles difficilement entrainable a la vapeur d’eau. La pression permet d’économiser de la

vapeur d’eau et elle augmente la production pour un méme volume d’appareillage (Bocchio, 1985).

1.3.1.3- Entrainement a la vapeur d’eau

C’est la méthode la plus utilisée pour 1’extraction des composés volatils des plantes aromatiques. Le
matériel végétal n’est pas en contact avec I’eau, mais la vapeur d’eau produite dans une enceinte est
conduite a travers la matiere végétale de bas en haut, éclate les cellules et entraine les molécules volatiles
(Figure 1). La vapeur d’eau saturée en composes volatils se condense en un mélange hétérogene constituée
de I’huile essentielle et d’hydrolat (Bruneton, 1999 ; Marrouf et Tremblin, 2009). La phase aqueuse
recueillie, appelée eau florale, contient des traces de composés aromatiques.

L’huile essentielle étant hydrophobe et souvent moins dense que ’eau, surnage dans la majorité des
cas a sa surface et est recueillie apres décantation, grace a un vase florentin ou essencier (Huie, 2002). La
distillation de chaque espéce végétale est mystérieuse et de nombreux parametres nuancent la qualité de
I’huile essentielle et de 1’eau florale obtenue, les caractéristiques de la plante interviennent bien sir
grandement, mais la beauté d’un végétal aromatique ne pourra s’exprimer sans la maitrise de 1’extraction.
Le distillateur, par le choix de son matériel et des paramétres de distillation peut révéler pour une méme

plante de grands crus ou au contraire des qualités bien inférieures (Romdhane, 1993).

a- chaudiére ; b- cuve principale contenant des tamis ; c- réfrigérant ; d- essencier

Figure 1 : Schéma du dispositif congu pour I’entrainement a la vapeur (photo : Kouassi, 2020)
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1.3.1.4- Hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est une variante de 1’entrainement a la vapeur. Dans ce cas, le flux de vapeur n’est
pas ascendant mais descendant. Cette technique exploite ainsi I’action osmotique de la vapeur d’eau. Le
principe de cette méthode réside dans 1’utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser le mélange
dispersé dans la matiére vegétale (Meyer, 1984).

Ces techniques d’extraction ci-dessus reposent toutes sur le méme principe, basé sur 1’entrainement des
composés volatils de la plante par la vapeur d’eau. Le degré de contact entre la plante et I’cau est le seul

parametre qui differe (Neija, 2013).
1.3.1.5- Expression a froid

L’expression a froid, généralement appliquée aux agrumes, utilise la pression a froid pour extraire les
huiles essentielles en utilisant des rouleaux ou des éponges. Cela ne nécessite aucune source de chaleur
laissant ainsi a I’huile une odeur trés proche de 1’originale. Le principe de cette méthode consiste a faire
éclater par différents procédés mécaniques (compression, perforation) les poches qui sont situées a la
superficie de I’écorce de ces fruits renfermant 1’huile essentielle. L’huile libérée est ensuite recueillie par
un courant d’eau. Une nouvelle technologie fondée sur un principe proche mise au point en 1952 permet
I’expression a froid de 1’huile essentielle des hespéridés en s’affranchissant de 1’'usage d’eau afin d’éviter
les hydrolyses ou les solubilisations de certaines classes de composés aromatiques. A I’inverse de

I’expression traditionnelle, cette méthode fait appel a la dépression (Meyer, 1984).
1.3.1.6- Extraction des constituants aromatiques par les solvants organiques

L’extraction par les solvants organiques a chaud est tout aussi largement utilisée actuellement. Les
organes sont trempés dans un solvant organique volatil a chaud. Cette méthode est utilisée pour obtenir
des produits que 1’on ne peut extraire par un autre procédé et ce en vue de rendement plus élevé (Meyer,
1984).

Le soxhlet est le dispositif adapté a ce type de procédé. Le choix du solvant est influencé par des
facteurs techniques et économiques : sélectivité, stabilité, inertie chimique et température d’ébullition pas

trop élevee pour permettre son élimination totale (Bruneton, 1999).
1.3.2- Méthodes innovantes d’extraction des huiles essentielles

1.3.2.1- Hydrodistillation assistée par ultra-sons

Le principe de cette technique consiste a désorganiser les parois des plantes et les tissus des cellules,

par I’action des ultrasons, produisant des micros cavitations. Ces changements favorisent la diffusion de
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I’eau dans les tissus cellulaires, ce qui peut également accélérer 1’extraction des huiles essentielles. Le

rendement et la vitesse d’extraction sont les principaux avantages de cette méthode (Lucchesi, 2005).

1.3.2.2- Extraction assistée par micro-ondes

C’est une technique récente développée dans le but d’extraire les produits naturels comparables aux
huiles essentielles et aux extraits aromatiques. Dans cette méthode, la plante est chauffée par un
rayonnement micro-onde dans une enceinte dont la pression est réduite de facon séquentielle : Les
molécules volatiles sont entrainées dans le mélange azéotropique formé avec la vapeur d’eau propre a la
plante traitée (Meyer, 1984). Ce chauffage, en vaporisant I’eau contenue dans les glandes oléiféres, crée
a ’intérieur de ces derniéres une pression qui brise les parois végétales et libére ainsi le contenu en huile.
Les avantages de ce procédé sont le temps d’extraction (dix a trente fois plus rapide), I’économie de

I’énergie et une dégradation thermique réduite (Romdhane, 1993).

1.3.2.3- Extraction par fluide supercritique

La technologie utilisant les fluides supercritiques suscite actuellement beaucoup d’intérét dans divers
domaines scientifiques et industriels. Les fluides supercritiques les plus utilisés sont le CO> et I’eau.
L’extraction par CO> supercritique est un exemple de technique simple, rapide, efficace et pratiquement
sans solvant ni prétraitement (Huie, 2002 ; Reverchon et De Marco, 2006 ; Gomes et al, 2007 ; Jessop,
1998 ; Mukhopadhyay, 2000). Généralement le CO> supercritique permet de solubiliser des composés
apolaires et de faibles masses moléculaires. Sa relative inertie et son inoxydabilité, sa faible viscosité et
sa miscibilité en toute proportion avec les gaz a une certaine température critique, donne un avantage
important pour la mise en ceuvre de procédés chimiques et d’extraction dans les différents domaines (Poux
etal., 2010).

Toutefois, le CO, supercritique posséde une tres faible polarité comme inconvénient. On est donc
souvent amener a travailler sous des pressions trés élevées ou alors accroitre le pouvoir solvant par I’ajout
d’un co-solvant polaire tel que 1’éthanol. L’extraction par fluide supercritique permet d’extraire certains
composeés organiques non facilement extractibles par hydrodistillation, notamment les n-alcanes C»7, Cog,
Ca1 et Cs3, (Hawthorne et al, 1993).

1.3.2.4- Extraction par eau subcritique

Malgré son usage fréquent comme solvant dans le domaine de la synthése organique, un grand intérét

pour I’eau en tant que solvant a été généré par le nouveau concept de chimie verte. L’intérét principal de

Page 12



I’utilisation de 1’eau subcritique réside dans les variations importantes de ses propriétés physicochimiques
(Chemat, 2011 ; Mancini, 2006).

1.3.2.5- Extraction par solvant accéléré (ASE)

L’extraction par solvant accéléré est une contribution récente et innovante aux techniques d’extraction.
Connue sous le nom d’ASE (Accelerated Solvent Extraction), cette technique permet I’extraction solide-
liquide avec des solvants a des températures et a des pressions élevées de fagon a accroitre 1’efficacité de
I’extraction, (Hawthorne et al, 1993). Ce qui rend le processus d’extraction plus efficace et plus rapide.
Les composés non susceptibles d’étre hydrolysés, dans ces conditions se prétent mieux a cette méthode

(Golmakani et Rezaei, 2008 ; Milojevic et al., 2008).

A I’heure actuelle, seules trois (3) méthodes d’obtention des huiles essentielles & usage thérapeutique
sont autorisées par la pharmacopée européenne : 1I’entrainement a la vapeur d’eau, la distillation séche et

I’expression a froid pour les huiles essentielles des péricarpes des plantes du genre citrus (Velé, 2015).

1.4- TECHNIQUES D’ANALYSE DES HUILES ESSENTIELLES

La composition chimique d’une huile essentielle est trés complexe et soumise a de trés nombreuses
variables. Connaitre avec exactitude les constituants d’une huile essentielle est fondamental, a la fois pour
verifier sa qualité, expliquer ses propriétés et prévoir sa toxicité potentielle (Couic-Marinier et Lobstein,
2013). Pour ce faire, plusieurs techniques sont utilisées. Parmi lesquelles nous avons la chromatographie
en phase gazeuse (CPG), la spectroscopie de masse (SM), la résonnance magnétique nucléaire(RMN),

voire le couplage de ces méthodes.

1.4.1- Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse et de séparation qui s’applique

aux composés volatils ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition.

Cette technique usuelle dans 1’analyse des huiles essentielles permet d’opérer la séparation de composés
volatils de melange trés complexe et une analyse quantitative des résultats a partir d’un volume d’injection
réduit. C’est un outil puissant et polyvalent pour séparer les espéces chimiques. L’échantillon y est injecté
et vaporisé au sommet de la colonne. L’élution est assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase

mobile.

Contrairement a la plupart des autres types de chromatographie, il n’y a pas d’interaction entre les

molécules et la phase mobile ; sa seule fonction est de transporter ’analyte dans la colonne (Arpino et al
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1995). C’est la technique de séparation la plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles, car elle
permet d’effectuer 1’individualisation des constituants a partir d’échantillons de I’ordre du milligramme

voire du microgramme.

Cette méthode permet de réaliser le profil chromatographique de I’huile essenticlle en laboratoire et
ainsi d’établir une véritable « carte d’identité » propre a chaque huile essentielle. La CPG sépare les
différents constituants de I’huile essentielle. La comparaison des temps de rétention et de certaines
propriétés de ces molécules & ceux de témoins connus permet de proposer une composition pour I’huile
essentielle. Le pourcentage de chaque molécule est alors indiqué. C’est la méthode de référence (Velé,

2015).

Les progres technologiques réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases stationnaires
et des détecteurs (FID) ont contribué a rendre la CPG incontournable pour I’analyse des huiles essentielles.
Chaque constituant est caractéris¢ par des indices calculés a partir d’'une gamme d’alcanes ou plus
rarement d’esters méthyliques linéaires, a température constante (indice de Kovats) (Kovats, 1965) ou en

programmation de température (indices de rétention) (Van et Kratz, 1963).

Les temps de rétention, bien que spécifiques d’un composé, ont tendance a varier d’une analyse a
I’autre, notamment du fait des paramétres ou du vieillissement des colonnes. Les indices de rétention
polaire sont comparés a ceux d’échantillons authentiques contenus dans des bibliothéques de référence
élaborées au laboratoire, dans des bibliotheques commerciales ou répertoriés dans la littérature (Joulain
et Konig 1998 ; Konig et al. 2001 ; Jennings et Shibamoto, 1980 ; Adams, 1995).

Cependant, une reproductibilité parfaite des indices de rétention est difficile a obtenir et ne peut étre
observée que sur des chromatogrammes réalisés sur une période courte avec des conditions
expérimentales rigoureusement identiques. Les variations les plus importantes sont observées lorsqu’on
compare les indices de rétention obtenus au laboratoire avec ceux de la littérature, particulierement pour

ce qui concerne la colonne polaire (Grundschober, 1991).

Dans le domaine des huiles essentielles, il a été montré que 230 sesquiterpénes de méme masse
moléculaire présentent des indices de rétention tres proche (Joulain, 1994). Il s’ensuit une grande
incertitude dans 1’identification des constituants. De plus, les nombreux cas de coélution montrent que la
comparaison des indices de rétention et méme la méthode des surcharges ne suffisent pas a identifier

formellement un composé.
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Le couplage de techniques pour surmonter certaines difficultés s’avere nécessaire. On a ainsi la CPG
multidimensionnelle (CPG/CPG), mettant en ligne deux colonnes capillaires, permet la séparation,
I’identification et la quantification de composés minoritaires pouvant coéluer avec des composés plus
abondants. Aussi les techniques de couplage de la CPG avec des techniques spectroscopiques (SM, IRTF)

ont permis une approche beaucoup plus précise de 1’identification.

1.4.2- Spectrométrie de masse (SM)

La spectrométrie de masse est une technique analytique trés puissante permettant de déterminer la
masse molaire, la structure d'un composé ou d'expliquer des mécanismes de ruptures de liaisons. C’est
une technique trés sensible car des limites de détection inférieures au nanogramme et méme au
picogramme sont souvent atteintes. La spectrométrie de masse, classiqguement limitée a I'étude des
molécules organiques de masse molaire inférieures a 2000, permet actuellement d'étudier des
macromolécules (masse molaire > 100000), dont il est possible de déterminer la masse molaire a une unité

pres.

L’analyse par spectrométrie de masse permet I’étude des molécules a partir de 1’analyse de fragments
moléculaires obtenus par ionisation. Ainsi, une molécule A-B-C apres ionisation va donner une entité
chargée ayant perdu un électron, appelée ion radical :

A-B-C + le- » A-B-C™ + 2e-.

Une partie des ions radicaux ainsi formés se fragmente donnant lieu a des ions, a des radicaux ou a des
molécules neutres. Les fragments chargés sont ensuite triés selon leur rapport masse/charge, noté m/z, et

mesurés selon leur abondance relative (Longevialle, 1981).

1.4.3- Couplage CPG-SM

Les premiers appareils de routine CPG-SM a colonnes capillaires datent de 1975. Depuis lors, cette
méthode de couplage n’a cessé d’évoluer et a trouvé de nombreuses applications dans les domaines de
I’agroalimentaire (aliments, eau), des produits pétroliers (carburants, matieres synthétiques), des produits

naturels (parfumerie, cosmétique, médecine), etc. (Mc Lafferty et Michnowicz, 1992).

Il permet d’effectuer la séparation et I’analyse des différents constituants d’'un mélange complexe. D’un
point de vue analytique, d’importants progres ont été réalisés en couplant la CPG avec des appareils tels
que le spectromeétre de masse (SM). Ainsi les systemes actuels de CPG-SM sont tres performants pour la
séparation, la détection et I’identification des molécules (NIST, 1999 ; Mc Lafferty et Stauffer, 1994 ;
Mc Lafferty et Stauffer, 1989).
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Ce couplage a I’avantage, dans la majorité¢ des cas, d’obtenir des informations concernant la masse
molaire d’un composé d’une part ; d’autre part d’identifier un composé en comparant les spectres de
masse ainsi obtenus avec ceux des produits de références contenus dans les bibliotheques commerciales
disponibles (Joulain et Konig, 1998 ; Konig et al. 2001 ; Jennings et Shibamoto, 1980).

Dans le secteur particulier des huiles essentielles, le couplage CPG-SM est aujourd’hui la technique de
référence (Longevialle, 1981 ; Constantin, 1996). Il existe plusieurs analyseurs de masse mais les plus
fréquents pour 1’analyse des huiles essentielles sont le « quadriple » et le piege a ions ou « ion trap ».
Tous deux utilisent la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon le rapport masse sur charge m/z
(De Hoffmann et al., 1999; McLafferty et Turecek, 1993).

Les détecteurs les plus courants sont les channeltrons (multiplicateurs d’électrons) et les
photomultiplicateurs ; ils convertissent les impacts ioniques en signaux. L’ordinateur enregistre les
signaux visualisés sous forme de pics d’intensités variables, rangés sur une échelle de masses. Le

multiplicateur de photons permet la détection des ions positifs et dans certains cas des ions négatifs.

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse (CPG-SM) permet
d’effectuer simultanément la séparation et 1’analyse des différents constituants d’un mélange complexe.

Néanmoins, en mode impact électronique (IE), il existe des difficultés qui sont dues :

> a la similitude des spectres de masse. C’est le cas de molécules proches d’un point de vue structural
comme les quatre isomeres du menthol ou du farnésol (Masada, 1976 ; Coleman et al., 1989) ou les
acétates d’isobornyle et de bornyle qui ne différent que par la configuration du carbone asymétrique
portant le groupement fonctionnel (Kubeczka et al., 1988). Cette similitude des spectres de masse est
également observée pour certaines molécules possédant des squelettes différents telles les (Z, Z) et (E, Z)
-a-farnéséne (sesquiterpénes linéaires avec 4 insaturations),

> a la faible intensité voire 1’absence du pic moléculaire sur le spectre de masse,

> ala co-élution des composés ou a la mauvaise résolution de certains pics chromatographiques.

Les techniques d’analyse a la disposition de I’expérimentateur d’aujourd’hui permettent, dans la grande
majorité des cas, de réaliser ce travail en routine. Cependant, I’identification de certains constituants est
parfois délicate et I’utilisation de plusieurs méthodes d’analyse complémentaires s’avére non seulement

utile mais nécessaire.
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1.4.4- Résonance magnétique nucléaire du carbone 13 (RMN C)

L utilisation de la RMN 23C en tant qu’outil analytique des mélanges naturels a été d’abord faite par

Formacek et Kubeczka pour leurs travaux (1988), puis développée par Casanova et al. (1995) par la suite.

L’originalité de la méthode développée réside dans I’informatisation des analyses faisant appel a cette
technique. Le principe consiste a attribuer les raies de résonance de chacun des carbones de chaque
composé a partir du spectre unique du mélange et de les comparer a des produits de référence répertoriés
dans des bibliotheques. Contrairement aux techniques chromatographiques, les constituants ne font pas
I’objet d’une individualisation en RMN (Kubeczka et al., 1988 ; Formacek et Kubeczka, 1982 ;
Formacek et Kubeczka ,2002 ; Liu et Tomi, 2008 ; Tomi et al., 1995 ; Bradesi et al., 1996).

L’apport de la RMN du carbone-13 a I’analyse d’un mélange complexe est intéressant. Car elle permet,
dés lors que leur teneur est supérieure a 0,5% et qu’ils sont présents dans les bibliothéques de référence,
d’identifier rapidement et sans ambiguité, certains composés dont 1’analyse par les techniques
conventionnelles est problématique. D’une manicre générale :
> tous les carbones sont observés a ’exception des carbones quaternaires de ceux des composes
minoritaires ;

> les variations des déplacements chimiques sont inférieures ou égales a 0,05 ppm pour la grande
majorité des carbones ;

» le nombre de superpositions est limité et n’empéche aucunement 1’identification d’un composé par

I’observation d’au moins 50% des carbones qui lui appartiennent en propre.

Elle est efficace particulierement pour la différentiation et 1’identification de molécules structuralement
tres proches, qui co-éluent en CPG, ou les molécules thermosensibles (Bradesi et al., 1994 ; Thanh et
al., 1997).

1.5- COMPOSITION CHIMIQUE ET BIOSYNTHESE DE QUELQUES CONSTITUANTS DES
HUILES ESSENTIELLES

1.5.1- Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de constituants en concentration variable. Les
compositions chimiques de nombreuses huiles essentielles ont été décrites. Ces constituants peuvent étre
répartis principalement en deux classes en fonction de leur voie de biosynthése : les terpénoides et les

phénylpropanoides (Buchanan et al., 2000).
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La classe des terpénoides est la plus variée au niveau structural. Les terpénoides, dont 25 000 sont

connus comme métabolites secondaires, dérivent du précurseur isoprénique a cing carbones,

I’isopenténylpyrophosphate. Les plus petits terpénoides sont les hémiterpénoides (Cs), qui sont formés

d’une seule unité isoprénique. Les autres molécules, appartenant a cette classe, résultent de la

condensation de plusieurs isoprénes. En fonction du nombre n (entier) d'unités, on peut distinguer : les

monoterpenes (n=2, C1o), les sesquiterpenes (n=3, Cis), les diterpenes (n=4, C2o), les sesterpenes (n= 5,

Cas), les triterpénes (n = 6, Cao), les tétraterpénes (n = 8, Cao) et les polyterpénes. Les mono et les

sesquiterpénoides sont les plus représentés dans les huiles essentielles (Figure 2).

citronnellol a-pinéne B-pinéne cyméne géraniol

2-a- Quelques monoterpénes

N\ N\ N\ oH

p-élémene caryophylléne farnésol
2-b- Quelques sesquiterpénes

Figure 2 : Quelques monoterpénes et sesquiterpénes

Les phénylpropanoides sont biosynthétisés a partir des acides aminés aromatiques que sont la

phénylalanine et la tyrosine. Et les composés phénoliques sont généralement caractérisés par la présence

d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle. Les acides organiques, les cétones de faibles masses

moléculaires et les coumarines volatiles, entrent également en faible proportion dans la constitution des

huiles essentielles (Buchanan et al., 2000). (Figure 3).
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Figure 3 : Quelques constituants des huiles essentielles

La composition des huiles essentielles varie en fonction de différents facteurs, parmi lesquels, la
technique d’extraction, le stade de développement des plantes, les organes prélevés, la période et la zone
géographique de récolte (Delaquis et al., 2002 ; Gonny et al., 2004 ; Burt, 2004 ; Boti et al., 2006 ;
Oussou et al., 2009 ; Koné et al., 2019).

Au sein d’une méme espece la composition chimique de I’huile essentielle peut étre différente : on
parle alors de races chimiques ou de chémotypes. Il s’agit d’un polymorphisme chimique.
C’est le cas de Chromoleana odorata qui présente divers chemotypes, on peut citer ceux de la Cote
d’Ivoire, I’a-pinene, le géijérene et le prégéijérene (Bédi et al, 2001), du Benin I’a-pinéne, le prégéijérene,
le géijéréne, le B-pinene et le germacréne-D (Avlessi et al., 2012) , de la Chine le B-caryophylléne, le &-

cadinéne, I’a-copaéne et I’oxyde de p-caryophylléne et du Cameroun 1’a-Pinéne et le p-cymene.

Kouamé en 2012 a démontré que le rendement en huile essentielle de Chromoleana odorata differe
avec la période et la zone de récolte. Il a également observé un seul et méme chemotype sur I’ensemble
des 5 sites. Ce chémotype est dominé par les sesquiterpéenes le germacrene D (15,3-20,0%), le géijéréne
(14,1-16,9%), le prégéijérene (10,7%) et le B-caryophylléne (7,5-9,7%) et le monoterpéne 1’a-pinene (7,6-
10,3%) et identique a celui décrit par Bédi (Bédi, 2001).

Les huiles essentielles peuvent subir un traitement ultérieur approprié. Elles peuvent étre
commercialement dénommées comme étant déterpénée, désesquiterpénée, rectifiée ou privée de « x».
e Une huile essentielle déterpénée est une huile essentielle privee, partiellement ou totalement, des

hydrocarbures monoterpéniques.
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e Une huile essentielle déterpénée et désesquiterpénée est une huile essentielle privée, partiellement ou
totalement, des hydrocarbures mono- et sesquiterpéniques.

e Une huile essentielle rectifiée est une huile essentielle qui a subi une distillation fractionnée dans le but
de supprimer certains constituants ou d’en modifier la teneur.

e Une huile essentielle privee de « x » est une huile essentielle qui a subi une séparation partielle ou

compléte d’un ou plusieurs constituants (AFSSAPS, 2008).

De cette complexité de la composition chimique des huiles essentielles, se dégagent quelques
remarques :

» parmi les nombreux constituants d’une huile, I’'un domine généralement : il est appelé composé
majoritaire ;

» a lintérieur d’une méme espeéce végétale, des variations chimiques (qualitative et quantitative)
importante sont observées, ce qui conduit a admettre 1’existence de 29 chémotypes chimiques (ou
races chimiques) (exemple : Thyms a thymol, a géraniol, a carvacrol, a linalool, etc.);

> la composition chimique des huiles essentielles varie avec le milieu et la période de végétation. Elle

peut aussi se modifier au cours de 1’extraction et durant la conservation (Lee et al., 1971).

1.5.2- Biosynthése de quelques constituants des huiles essentielles

Les terpenes sont trés répandus dans la nature, principalement dans les plantes en tant que constituants
des huiles essentielles. Ils ont pour formule de base (CsHs )n, des multiples de I’isopréne (2-méthylbuta-
1,3-diéne) CsHs (Figure 4).

Figure 4: Structure moléculaire de I’isopréne

Les terpénes ne sont cependant pas formés a partir de I’isopréne, celui-Ci est obtenu tres facilement

par leur décomposition.

Les terpénes sont formés a partir d’isopentényl-pyrophosphate (IPP) qui réagit avec soit le
diméthylallyl-pyrophosphate (DMAPP), soit le géranyl-pyrophosphate (GPP), soit le géranylgéranyl-
pyrophosphate (GGPP). Tout commence avec I’IPP qui peut étre obtenu par la voie de I’acide
mévalonique (Schema 1) et la voix du méthylérythitol phosphate ou du désoxyxylulose (Schema 2).
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Des travaux expérimentaux, tels que le marquage isotopique ont montré que le squelette carboné des
terpenes provenait de I'acétate et que I'acide mévalonique en était le précurseur universel (MAnNn, 1987).
L'acide mévalonique est formé par condensation successive de trois molécules d'acétylcoenzyme A, sous

I'action d'enzymes spécifiques, suivie de réduction.

Sa conversion en structures hémiterpéniques débute par une double phosphorylation : I'acide
mévalonique-5-pyrophosphate formé subira ensuite une décarboxylation et une déshydratation pour
former [l'isopenténylpyrophosphate (IPP). L'acide-3-phosphomévalonique-5-pyrophosphate est tres
certainement l'intermédiaire réactionnel dans ce processus, puisqu'une mole d’ATP est consommée,
induisant un meilleur groupe partant en position 3, dont I'élimination assistera la décarboxylation. Le
pyrophosphate d'isopentényle (IPP) est l'unité isoprénique de base qui, par isomérisation donne le
pyrophosphate de diméthylallyle (DMAPP) (Schéma 1-2).

HsC, OH
@ H3C//, OH /’,

®
o H NADEH °
. — M oo o0
SCoA scoA 4 SCoA HO SCoA

YSCOA \[rSCoA

C
3 ., 2ADP H3 /,’ OH 2ADP
~ ATP 0
NADPH :H 20
COO

DMAPP

1; acétoacéthyl-coenzyme A; 2: hydroxylméthylglutaryl-coenzyme A synthétase
3: hydroxylméthylglutaryl-coenzyme A réductase; 4: mévalonate kinase

5: phosphomévalonate kinase; 6: mévalonate-5-diphosphate décarboxylase

7: isopentényl diphosphate-isomérase

Schéma 1: Mécanisme de biosynthése de I’isoprénoide : voie de mévalonate
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A: désoxyxylulose S-phosphate synthase; B: 1-désoxyxylulose 5-phosphate isoméroréductase;
C: 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate cytidyltransférase; D: 4-diphosphocytidyl 2-C-méthyl-
D-érythritol kinase; E: 2-C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase;
F: (E) D: 4-hydroxyl-2-méthylbut-2-ényldiphosphate synthase
Schéma 2: Mécanisme de biosynthése de 1’isopréne : voie du methylérythritol phosphate ou du désoxyxylulose

1.5.2.1- Condensation des motifs isopréniques

Les préecurseurs des principales classes de terpenes, sont des esters pyrophosphoriques d'alcools
en (Cs)n. lls sont formés par condensation entre une unité en Cs, le pyrophosphate d'isopentényle (IPP) et

un pyrophosphate de prénylallylique, le premier terme de la série étant le Pyrophosphate de diméthylallyle
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(DMAPP). La réaction de substitution entre la DMAPP et I'lPP conduit au pyrophosphate de géranyle
(GPP), précurseur des monoterpenes ; elle est catalysée par un pyrophosphate de géranyle synthétase.

La réaction implique une substitution nucléophile sur le C1; du DMAPP (favorisée par la formation d'un
cation allylique) et concertée avec élimination d'un groupement pyrophosphate, qui est un bon groupe
partant. La stéréochimie du processus bien connue, s'accompagne de I'élimination d'un proton 2-pro-(R)

de I'lPP, conduisant a la formation d'une double liaison trans, dans la biosynthese du GPP.

L'élimination du proton 2-pro-(S) conduirait a la formation de I'isomére cis ; c'est ce que I'on rencontre

plus rarement dans la biosynthése de certaines gommes naturelles.

La stéréochimie de ces réactions dépend trés certainement de la conformation de I'lPP au niveau du
site actif de(s) enzyme(s) correspondante(s) qui sont des prényltransférase(s). Cette réaction de
prénylation peut se poursuivre a travers une réaction de substitution entre I'lPP et le GPP pour conduire
au pyrophosphate de farnésyle (FPP), précurseur des sesquiterpenes ; une condensation ultérieure de I'lPP
sur le FPP conduira au pyrophosphate de géranylgéranyle (GGPP), précurseur des diterpenes (Schéma
3), (Samaté, 2002 ; Figueredo, 2007).

DMAPP
/\
)\/\ C\/\OPP
OPP
—_—>
j H, Hs

< OPP |

-
GPP

~
PP
AN
N el — 3 sesquiterpenes
OPP — » =
Q H
g OPP oPP
PP

— 3 monoterpénes

H

F

IPP

— s diterpénes

.
| ~
OPP

H
FPP ( / OPP
H
PP

Schéma 3: Processus de formation des précurseurs des terpénes
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Les transformations secondaires peuvent étre interprétées comme une suite de réactions trés
classiques : formation de carbocations par solvolyse de pyrophosphates allyliques, ouverture d'époxydes,
protonation de doubles liaisons, cyclisation électrophile, réarrangements de type Wagner Meerwein, etc.

1.5.2.2- Biosynthése de quelques monoterpénes acycliques

Selon leurs caractéristiques géométriques, les différents types de monoterpenes acycliques rencontrés
sont susceptibles de dériver "directement” du géranylpyrophosphate ou de son isomere geomeétrique le
nérylpyrophosphate (NPP). L'interconversion GPP-NPP pourrait se faire directement par un processus
d'oxydo-réduction, avec un intermédiaire de type aldéhyde, une autre voie biosynthétique probable
passant par la formation du linalylpyrophosphate (LPP). La biosynthese de quelques monoterpenes

acycliques hydrocarbonés et oxygénés est décrite ci-dessous (Schéma 4).

A chacune de ces espéces chimiques correspond une forme cationique trés probablement stabilisée, in
vivo, sous forme d'une paire d'ions avec I'anion pyrophosphate susceptible de conduire aux divers types

de structures fréquemment rencontrées dans les huiles essentielles (Figure 2- 3).
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Schéma 4: Voies biosynthéthiques de quelques monoterpénes acycliques majeurs
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1.5.2.3- Biosynthése de quelques monoterpenes cycliques

Le pyrophosphate de linalyle (LPP) est le principal précurseur des monoterpénes cycliques. 1l a été
montré que les cyclases responsables de ces transfonnations jouent également le rdle d'isomérase,
catalysant donc la transfonnation GPP-LPP avant d'induire les différents processus de cyclisations
(Samaté, 2002 ; Figueredo, 2007).

La plupart des squelettes cycliques rencontrés sont susceptibles d'étre dérivés d'un précurseur commun,
le cation terpinyle, par différents types de réarrangements, sachant que certaines cyclisations interviennent
tres probablement in vivo directement a partir du LPP, sans passer par I'intermédiaire terpinyle (Schéma
5) (Samaté, 2002 ; Figueredo, 2007).
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Schéma 5: Voies de formation de quelques monoterpénes cycliques

terpinoléne
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1.5.2.4- Biosynthese des sesquiterpenes

Le pyrophosphate de farnésyle, sous deux configurations (2Z, 6E) et (2E, 6E), est a l'origine de la
quasi-totalité des composes sesquiterpéniques. On retrouve les réactions d'isomérisation analogues a
celles décrites dans l'interconversion GPP, NPP, LPP (Schema 4). Les sesquiterpénes tant acycliques que
cycliques sont le résultat de la biotransformation du farnésyldiphosphate (FPP), (Schémas 6 et Schéma
7).

Les sesquiterpenes cycliques sont supposés étre formes par cyclisation des carbocations issus des deux
isomeres géométriques du FPP. Les voies biosynthétiques proposées sont inspirées du schéma proposé
par Mann (Mann, 1987), qui tient compte de la stéréochimie des précurseurs potentiels (2Z, 6E-FPP et
2E,6E-FPP) des différentes structures cycliques rencontrées.

On remarquera en particulier le classement "particulier" du germacrene D avec les noyaux cadinene (et
épimeres), du fait des afiliations communes a partir du carbocation de la voie 3, ce classement étant
confirmé par les réarrangements observés (germacrene D, muurolénes, copaenes, amorpheénes, cadinénes)

en milieu acide (Teisseire, 1991).
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Schéma 6: Biosynthése des sesquiterpenes cycliques
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Schéma 7: Voies biosynthétiques de quelques sesquiterpenes acycliques
1.5.2.5- Biosynthése des dérivés du phénylpropane

Les composés aromatiques sont biologiquement issus d'une voie métabolique secondaire dite de l'acide
shikimique. Cet intermédiaire se forme par une série de conversions biologiques dont la premiére étape
est une condensation aldolique stéréospécifique entre le phosphoénolpyruvate (P.E.P.) et I'érythrose-4-
phosphate suivie de la cyclisation qui conduit a I'acide déhydroquinique, qui se déshydrate pour donner
I'acide dehydroshikimique qui a son tour conduit & l'acide shikimique par une réaction de réduction
(Schéma 8).
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Schéma 8: Biosynthése des dérivés du phénylpropane

1.5.3- Composés aromatiques

Les composés aromatiques dérives du phénylpropane ont une biogénese différente de celle des
terpenes. On peut citer I’acide et I’aldéhyde cinnamique (huile essentielle de cannelle), 1’eugénol (huile
essentielle de girofle), le carvacrol (huile essentielle d’origan), qui sont les principaux membres de cette

famille. La voie de I’acide shikimique est le précurseur des composés aromatiques (Schéma 9),

(Figueredo, 2007).
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1.6- ACTIVITES BIOLOGIQUES DES HUILES ESSENTIELLES

Les huiles essentielles ont une ou plusieurs vertus particulieres et ont des utilisations tres diverses (en
pharmacie, parfumerie, cosmétique), comme produits phytosanitaires, comme source d’ardme ou en

alimentation humaine et animale (Brenes et Roura, 2010).

1.6.1- Activités antimicrobiennes des huiles essentielles

De nombreux auteurs se sont attachés a I'étude des huiles essentielles, tant sur le plan chimique qu'au
point de vue de leurs activités biologiques. Les huiles essentielles ont une polyvalence d'action du fait de

leur extréme complexité chimique et de I'action synergique de leurs composants.
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Le pouvoir antiseptique des huiles essentielles est manifeste par voie externe, par la peau, par les voies
respiratoires supérieures, les bronches, les poumons (Jouhanneau, 1991). Il s'exerce a I'encontre de
bactéries pathogénes, des champignons responsables de mycoses et sur des levures. Ce pouvoir semble

moins établi par voie interne digestive pour atteindre une infection sanguine ou organique.

L'huile essentielle de Melissa officinalis est antibactérienne et antifongique. Elle est également
responsable des propriétés spasmolytiques (Bruneton, 1993).
On connait aussi huiles essentielles des propriétés antivirales, hypolipémiantes, antiseptiques, le potentiel
biostatique (propriétés fongistatiques, bactériostatiques et antioxydantes) , anti-rétroviral, anti-
inflammatoire, analgésique, antimicrobien, antiparasitaire, d’inhibition d’odeur et insecticides
(Bruneton1999; Giannenas et al., 2003; Soto et al., 2006; Pandey et al., 2000; Konjufca et al., 1997;
Smith et al., 2009).

1.6.2- Corrélation composition chimique-activité antimicrobienne

Une huile essentielle contient plusieurs molécules differentes. Ces composes travaillent en synergie
pour donner a I’huile essenticlle ses propriétés. Sa composition chimique n’est par ailleurs jamais
rigoureusement identiqgue (Chassaing, 2006 ; Lahlou, 2004). Il est impossible de reproduire en
laboratoire cette complexité présente a 1’état naturel. C’est ce qui explique notamment la grande efficacité

des huiles essentielles dans le cadre de la lutte contre les bactéries, les champignons ou les virus.

Les terpénoides et les phénylpropanoides conferent aux huiles essentielles leurs propriétés
antibactériennes (Figure 5). L’activité de ces molécules dépend & la fois du caractére lipophile de leur
squelette hydrocarboné et du caractere hydrophile de leurs groupements fonctionnels. Les molécules
oxygénées sont généralement plus actives que les molécules hydrocarbonées (Kalemba et Kunicka,
2003).

Une liste visant a classer les constituants des huiles essentielles en fonction de I’intensité de leur
activité, a d’ailleurs été établie. Les composés phénoliques, comme le thymol, le carvacrol et 1’eugénol
(Figures 5a, 5b et 5¢), sont du fait du caractere acide de leur substituant hydroxyle, les plus actifs. Aussi,
il n’est pas étonnant de constater que, les huiles essentielles riches en phénols comme les huiles de thym,
de Corydothymus capitatus et de Syzygium aromaticum démontrent les plus hautes activités

antibactériennes (Kalemba et Kunicka, 2003).
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Figure 5: Quelques sesquiterpénes susceptibles de présenter des activités antibactériennes (Kalemba, 2003)

Les composés carbonylés, appartenant aux familles chimiques des aldéhydes et des cétones sont
également décrits comme trés actifs. Le cinnamaldéhyde (Figure 5d), principal constituant de 1’huile
essentielle et la caravone (Figure 5e) qui entrent dans la composition de 1’huile de menthe poivrée, font

partie de ce groupe.

De nombreuses huiles essentielles présentent une forte teneur en alcools. L’huile de Melaleuca
alternifolia est riche en a-terpinéol et en terpinéne-4-ol (Figure 5f et 5g), celle de Pelargonium aspermum
est constituée essentiellement de citronellol et de géraniol (Figure 5h et 5i) et celle de Lavandula
angustifolia est dominée par le linalol (Figure 5j). Les alcools sont Iégérement moins actifs que les
composés phénoliques et carbonylés. Leur activité antibactérienne est toutefois plus élevée que celle
génerée par les ethers, comme le 1,8 cinéole ou I’anéthole (Figure 5k et 5l), et les molécules

hydrocarbonées.
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La structure chimique des constituants des huiles essentielles influence directement leur activité. Une
étude menée par Ultee et al. en 2002, a mis en évidence I’importance du noyau benzénique, en démontrant
le manque d’activité du menthol (Figure 5m) comparée a celle du carvacrol. Le réle fondamental du
groupement hydroxyle dans 1’action des phénols a également ét¢ confirmé (Dorman et Deans, 2000 ;
Ultee et al., 2002) et sa position relative sur le noyau benzénique influence peu le degré d’activité.

Ainsi, le thymol et le carvacrol qui ne différent que par la position ortho/méta du substituant hydroxyle,
présentent une activité comparable sur des souches de B. cereus, S. aureus et P. aeruginosa (Lambert et
al., 2001 ; Ultee et al., 2002).

D’autres groupements fonctionnels, comme les acétates, contribuent a accroitre 1’activité des
molécules antibactériennes. L’acétate de géranyle (Figure 5n) est plus actif que le géraniol, contre grand

nombre de bactéries & Gram positif et a Gram négatif.

La nature des groupements alkyles influence sur 1’activité des composés. Ainsi, le limonene qui est
substitué par un groupement isopropyléne en position 4, présente une meilleure activité que son

homologue le p-cymeéne, substitué par un groupement isopropyle (Dorman, 2000).

Les interactions entre les constituants des huiles essentielles peuvent également affecter leur activité.
Par exemple, I’efficacité des huiles essentielles de Thymus vulgaris contre S. aureus et P. aeruginosa est
due a la synergie entre les principaux constituants : le carvacrol et le thymol (Lambert et al., 2001). Une
autre interaction synergique a été mise en évidence entre le carvacrol et son précurseur le p-cyméne sur
B. cereus. Le p-cyméne semblerait faciliter la pénétration intracellulaire du carvacrol en potentialisant

ainsi son action (Ultee et al., 2002).

Des effets antagonistes conduisant a une réduction de I’activité antibactérienne ont également été
signalés. Ils se produisent généralement entre molécules actives et les composés non oxygénés qui
réduisent leur solubilité et donc leur efficacité. Par exemple, la solubilité du terpinene-4-ol est réduite par

le y—terpinéne (Cox et al., 2001).

Plusieurs facteurs influencent la détermination de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles ou
de leurs composants actifs, tels que la méthode d’évaluation antimicrobienne, le type et la structure
moléculaire des composants actifs, la dose ajoutée, le type de microorganisme ciblés et leurs éventuelles

adaptations aux huiles essentielles.
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1.6.3- Activité antioxydante des huiles essentielles

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher 1’oxydation des
substances biologiques (Boyd et al., 2003). Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres

et les rendent ainsi inoffensifs (Vansant, 2004).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rdle particulier en physiologie et

que nous appellerons radicaux primaires.

Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires
sur les composeés biochimiques de la cellule. Ils sont produits en permanence et en faible quantité comme
les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions énergétiques ou de défense. Cette production
physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de défense (Huang et al., 2005).

Mais un déséquilibre profond de la balance entre les systemes oxydants et les capacités antioxydantes

de I’organisme peut conduire a des dommages cellulaires irréversibles (Grait et Amamra, 2014).

Le stress oxydant est aussi un des facteurs favorisant I’apparition de maladies plurifactorielles telles

que le diabéte, la maladie d’ Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003).

Les antioxydants naturels sont utiles pour neutraliser les radicaux libres (Vinson, 2006). Ainsi ces
derniéres années, I’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés thérapeutiques
a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été développées
pour P’extraction, I’identification et la quantification de ces composés a partir de plusieurs substances
naturelles, parmi lesquelles 1’on peut citer les huiles essentielles (Sanchez-Moreno, 2002 ; Marc et al.
2004 ; Huang et al., 2005).

La bibliographie fait apparaitre de nombreuses méthodes spectrométriques de détermination de
I’activité antioxydante. Celles couramment citées sont la méthode au DPPH (DiphénylPicrylhydrazyle) et
la méthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

1.6.3.1- Méthodes d’évaluation in vitro des propriétés antioxydantes par la méthode de DPPH

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle est un radical libre, stable au cours du temps et largement utilisé
pour évaluer I’activité antioxydante d’un composé quelconque. Le radical DPPH en solution est coloré en
violet. En présence d’antioxydant (donneurs de proton), le radical DPPH est réduit en formant une liaison

moléculaire stable (Schéma 10). Le produit réduit présente une coloration qui tire vers le jaune. On mesure
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a I’aide d’un spectrometre UV a 517 nm, la diminution de coloration de la solution qui est proportionnelle
a la quantité d’antioxydant. L’activité antioxydante de 1’extrait est comparée a celle d’un antioxydant de

référence en termes d’équivalence ou en termes d’inhibition (Blois, 1958).

O,N NO, O,N NO,
H
. /
"o NS
N N
NO, R NO,
+ AH A+

Radical libre DPPH Molécule stable DPPH
Schéma 10: Réaction d’oxydoréduction de pi¢geage du DPPH traduisant I’activité antioxydant du composé AH

1.6.3.2- Méthodes d’évaluation in vitro des propriétés antioxydantes par la méthode de FRAP

Les métaux sont en general les meilleurs initiateurs de réactions en chaine susceptibles de
déséquilibrer la balance du stress oxydatif en faveur de prooxydants. Parmi ces métaux, le cation ferrique
Fe3" est le plus actif et on le retrouve souvent dans les aliments d’origine végétale ou animale.

Le pouvoir réducteur d’un extrait vis-a-vis du cation ferrique peut étre considéré comme un
indicateur de son activité antioxydante. L’activité antioxydante, non enzymatique, d’inhibition de
radicaux libres et de la peroxydation lipidique, est généralement contrélée par des réactions d’oxydo-
réduction. La méthode FRAP peut étre une bonne méthode pour investiguer le pouvoir antioxydant d’un
extrait en évaluant son pouvoir de réduction du cation ferrique. La capacité totale en antioxydant de
chaque extrait de plante est déterminée par la méthode Hinneburg adaptée par Lamien-Meda et al. (2008).

Le dosage consiste a réduire le complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(l11)-TPTZ] de couleur jaune
en complexe ferreux [(Fe(Il)-TPTZ] de couleur bleu sous I’action d’un antioxydant par un transfert

d’électron (Schéma 11). La variation de la coloration est mesurée a 700 nm.
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1.6.4- Toxicité des huiles essentielles

En dépit de leurs nombreux avantages, les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre
utilisés sans risque. Comme tous les produits naturels elles ne sont pas sans danger. En effet, bien que
naturelles, il est capital d’intégrer la notion de la dualité « efficacité-toxicité » car toutes substance
thérapeutiquement active est potentiellement toxique. La toxicité des HE est directement liée a leur
composition chimique, les composés polyinsaturés étant plus toxiques que les autres (cétones, lactones,

phénols...).

A propos des propriétés toxicologiques des huiles essentielles, le risque de toxicité immédiat lié & une
ingestion massive est mieux connu, en particulier, la neurotoxicité des huiles essentielles a thuyone (thuya,
sauge officinale, tanaisie, absinthe, etc.) ou a pinocamphone (hysope) (Steinmetzm et al., 1980). La
toxicité chronique est assez mal connue, on manque de données sur leurs éventuelles propriétés

mutagenes, tératogenes ou cancérogenes.

Les huiles essentielles riches en phénols, aldéhydes aromatiques et terpéniques sont irritantes pour la
peau et les muqueuses. Il faudra toujours les diluer avec une huile végétale (20% d'huile essentielle
maximum dans 80% d'huile végétale) et les appliquer sur des surfaces corporelles bien localisées.
L'essence de térébenthine est révulsive pour la peau, elle provoque entre autres une sensation de chaleur

et une légére action anesthésique (Jouhanneau, 1991).

Les lactones sesquiterpéniques, I'aldéhyde cinnamique, les phénylpropanoides et les hydroperoxydes
sont les principales molécules responsables de phénomeénes allergiques dont le risque varie evidemment
avec le patient. Méme les huiles essentielles qui sont censées combattre les réactions prurigineuses
allergiques peuvent, aprés un usage sur de longues périodes, provoquer des réactions allergisantes chez le

patient hypersensible comme Mentha piperita (Menthe poivrée), Salvia officinalis (Sauge officinale),
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Lavandula sp. (Toutes les especes de lavandes et de lavandins), Melissa officinalis (Mélisse). Les huiles
essentielles d’Absinthe, 1’ Armoise, le Cédre, I’Hysope, la Sauge officinale, le Thuya, la Menthe poivré
sont contre-indiquées en cas d’antécédents d’épilepsie, chez les personnes agées avec troubles nerveux et
chez les enfants de moins de sept ans (Bruneton, 2009; Roux, 2011; Velé, 2015; Marinier, 2009;
Baudoux, 2000; Franchomme et al., 2007; Pacchioni 1., 2014; Pierron, 2014).

La neurotoxicité s’explique par la forte affinité des cétones pour les lipides, il y aurait passage de la
barriere hémato-encéphalique, destruction des gaines de myéline et perturbations électriques des neurones
avec excitation puis dépression. Les HE a cétones ont également un effet abortif di a 1’activité utéro-

tonique et seront par conséquent totalement contre-indiquées en cas de grossesse.

L’absorption orale prolongée des HE riches en monoterpenes (pinene, camphene) est susceptible
d’enflammer et d’abimer les néphrons. Ces HE, surtout celles des Pinus sp (toutes les espéces de Pin),
des Abies sp (toutes les espéces de Sapin), des Juniperus sp (toutes les espéces de Genévrier), de méme
pour le Santalum album (Santal blanc de Mysore) seront donc a éviter en cas d’insuffisance rénale, ou de
facon génerale chez les personnes agées. (Bruneton, 2009; Roux, 2011; Velé, 2015; Marinier, 2009;
Baudoux, 2000; Franchomme et al., 2007; Pacchioni 1., 2014; Pierron, 2014).

1.6.5- Conservation des huiles essentielles
La plupart des molécules constitutives des huiles essentielles sont insaturées, ce qui les rend instables

et sensibles a I'altération. Selon les conditions de conservation les essences naturelles peuvent étre sujettes

a des réactions secondaires telles que : le réarrangement moléculaire, la polymérisation, I'oxydation, la

fermentation, I'nydrolyse, etc. Il est possible de limiter ces dégradations en prenant certaines précautions

(Franchomme, 1990) :

> l'utilisation des flacons de faible volume en aluminium, en acier inoxydable ou en verre brun,
entierement remplis et fermés de fagon étanche ;

> le stockage a basse température ;

» la conservation sous atmosphére d'azote ;

» l'adjonction d'antioxydants, etc.
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CHAPITRE 2- GENERALITES SUR LES PLANTES ETUDIEES

2.1- Emilia praetermissa Milne-Redh (Asteraceae)

2.1.1- Genre Emilia

Le genre Emilia compte en Afrique tropicale une cinquantaine d’espéces, la plupart reparties en
Afrique centrale et orientale. En Afrique occidentale (du Sénégal au Caméroun), ce genre est représenté
seulement par six especes (Lisowski, 1997).

Une enquéte ethnobotanique menée aupres de 110 herboristes des marchés du district autonome
d’Abidjan (Céte d’Ivoire) a permis de répertorier 27 espéces veégétales appartenant a la famille des
Asteraceae parmi lesquelles deux espéces de Emilia, Emilia praetermissa Milne-Readhead , Emilia
sonchifolia (L.) DC. (Yapi et al., 2015). Une troisieme espece, Emilia coccinea (Sims) G. Don, est citée
dans les travaux de Ake en 2002, (Akeé, 2002)

2.1.2-Description et position systematique de E. praetermissa

> Description

Emilia praetermissa (Figure 6) est une herbe annuelle, atteignant 140 cm de haut. Tiges dressées ou
ascendant, simple ou ramifié a partir de la base, glabre a entre-nceuds pileux, basaux de 0,6-2 cm de long,
entre-nceuds supérieurs a 9 cm de long. Limbe des feuilles le plus bas largement ovale, subcordé, a pétioles
atténues. Les marges sont fortement dentées, 4 cm de long, 4,5 cm de large. Les pétioles sont longs de 1,5
a 2,5 cm, modérément pileux, sans ailes et non auriculés. Les bords des feuilles sont larges et dentés, 6
cm de long et 6 cm de large. Les pétioles sont de 2—-3 cm long, ailés, non auriculés, modérément pileux ;
mais fortement auriculés. Les oreillettes sont largement dentées et les feuilles les plus hautes sont sessiles,
auriculées-cordées. La nervure médiane de la surface inférieure est modérément pileuse. Le nombre de

chromosomes est de 2n = 20. (Chung et al., 2009).

E. praetermissa se comporte comme une mauvaise herbe a la fois dans les sites naturels pertubés et sur
les terres agricoles. C’est une plante herbacée a croissance rapide qui peut coloniser rapidement les bords

de routes, les terrains vagues, les jardins, les lisiéres des foréts (Anonyme 1).
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Figure 6: E. praetermissa (photo : Kouassi, 2020)

» Position systématique

Domaine : Biota Endl.(D.Don)
Regne:  Plantae Haeckel, 1866
Sous-regne : viridaeplantae
Infra-regne : Streptophyta John, Williamson & Guiry, 2011
Classe : Equiseopsida C.Agardh, 1825
Clade : Tracheophyta Synnott ex cavalier-Smith, 1998
Clade : Spermatophyta
Sous-classe : Magnoliadae Novak ex Takht, 1967
Super-ordre : Asteranae Takht, 1967
Ordre : Asterales link, 1829
Famille : Asteraceae Bercht & J Presi., 1820
Sous-Famille : Asteroideae Lindl., 1829
Tribu : Senecioneae Cass., 1819
Sous-Tribu : Senecioneae Dumort., 1827
Genre : Emilia Cass., 1817
Espeéces : Emilia praetermissa Milne-Readh., 1951 (Anonyme 3)

» Synonymes :

Emilia praetermissa est parfois appelée Emilia sagittata (Anonyme 2).
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» Noms vernaculaires

Elle est appelée ¢dundun-odo au Nigéria par les Yoruba (Anonyme 2). En Céte d’Ivoire les Kru I’appelle
kluapo (Burkill, 1985) et les Akyé, Tchocoli-baté (Yapi et al. 2015).

2.1.3-Utilisation thérapeutique en médecine traditionnelle de la plante

La décoction de la plante est utilisee pour laver les nouveau-nés. Les racines sont egalement utilisées
pour traiter les coliques chez les bébés et également comme medicament pour la poitrine. La plante est
étroitement apparentée a Emilia coccinea et, jusqu'en 1950, n'en était pas différenciée. Les utilisations

médicinales de E. Coccinea s'appliquent presque certainement avec E.praetermissa (Burkil, 1985).

Les feuilles vertes sont écrasées et utilisées pour traiter les plaies, la sinusite et comme cataplasme pour
les blessures. Les feuilles sont mélangées a celles d'lpomoea eriocarpa, puis trempeées dans de I'eau froide
et I'infusion résultante utilisée comme collyre. Les racines sont bouillies et la décoction utilisée pour traiter
la maladie vénérienne (Christopher et al., 2002). En Cote d’Ivoire une enquéte ethnobotanique a revélé
que E. praetermissa est utilisée contre les maux de ventre, le paludisme, les maladies infantiles et pour la

grossesse (Yapi et al. 2015).

2.1.4- Etudes antérieures sur Emilia praetermissa

> Etudes chimiques

A notre connaissance, aucune étude chimique sur E. praetermissa. Néanmoins, Shen et al. En 2012 ont
isolé et identifié d’une autre espece, Emilia sonchifolia, quinze composés de la fraction d'acétate d'éthyle
de l'extrait éthanolique. Il s’agit de 1’isorhamnetine; la quercétine; la lutéoline; la tricine-7-O-béta-D-
glucopyranoside; le 8-(2-pyrrolidinone-5-yl)-quercétine; le 5,2,6-trihydroxy-7,8-diméthoxyflavone-2-O-
beta-D-glucopyranoside, 1’acide succinique, 1’acide fumarique, 1’acide p-hydroxybenzoique, I’acide 4-
hydroxy isophtalique, I’acide 3,4-dihydroxycinnamique, 1’esculétine, isowedelolactone et 1’uracile (Shen
etal., 2012).

> Etudes pharmacologiques

Afolayan et al ont évalué I'activité antimicrobienne des extraits au méthanol, a I'eau chaude et a I'eau
froide de la feuille de E. pratermissa. Leur étude a porté sur des organismes isolés de patients atteints
d'otite moyenne. L’activité antimicrobienne des extraits a été évaluée a I'aide de la méthode de diffusion
en puits de gélose. L'activité antimicrobienne des trois extraits a inhibé la croissance des organismes testés

autant que celle des antibiotiques commerciaux (Afolayan et al., 2017).
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Anaka et al. ont évalué I’effet de D’extrait aqueux des feuilles de E. praetermissa contre
I’hyperlipidémie. lls ont montré que l'administration orale d'extrait aqueux de feuille de Emilia
praetermissa réduit I'nyperlipidémie. L'hyperlipidémie est un excés de corps gras appelés lipides,

principalement du cholestérol et des triglycérides, dans le sang (Anaka et al., 2013).

Ndji et al. ont mené une étude de toxicité aigué de I'extrait éthanolique de E. praetermissa. L’étude a
révélé que sa dose létale de 50% (DLso) est supérieure a 2,0 g / kg chez le rat. Ainsi des doses élevées
d'extrait prises pendant de longues périodes peuvent avoir des effets toxiques sur le foie, les poumons et
les reins (Ndji et al., 2017).

2.2- Porophylum ruderale (Jacq.) Cass. (Asteraceae)

2.2.1- Genre porophyllum

Les plantes du genre Porophyllum (famille des Asteraceae) sont originaires de I'hémisphere occidental
et poussent dans les régions tropicales et subtropicales d'’Amérique du Nord et du Sud. 1l se compose de
92 espéces, dont 17 se trouvent au Mexique. Ce sont des plantes annuelles ou vivaces qui possédent des
feuilles vertes développées avec des glandes aromatiques et une forte saveur. Certaines de ces especes
sont cultivées dans des jardins familiaux. Leurs feuilles possedent de grandes glandes qui dégagent des

huiles aromatiques. De nombreuses especes de ce genre sont utilisées en cuisine comme assaisonnement.

Les infusions de certaines espéces de Porophyllum sont utilisées en médecine traditionnelle en raison
d’activités contre les crampes et les maladies vénériennes, ainsi que leurs propriétés antispasmodique,
antibactérienne, anti-inflammatoire, antifongique, et propriété insecticide, notamment Porophyllum
gracile Courbé, Porophyllum linaria, Porophyllum obscurum (Spreng.) CC, Porophyllum ruderale,
Porophyllum tagetoides, Porophyllum scoparia A. Gris, et Porophyllum riedelli Baker (Vazquez-
Atanacio, 2021).

2.2.2-Description et position systéematique de Porophylum ruderale (Jacq.) Cass.

» Description

Porophyllum ruderale (Figure 7), est une plante annuelle érigée, généralement plutdt peu ramifiée,
atteignant 20 a 100 cm de haut. Elle est plus connue sous le nom de la "coriandre bolivienne” ou de

"arnica-brésilienne™ et est une plante originaire d’Amerique tropicale (Fonseca et al., 2006).

Cette plante annuelle, herbacée, a tige ramifiée, se propage principalement par les graines. De la famille

des Asteraceae, P. ruderale produit beaucoup de semences avec un taux de germination élevé. Le fruit
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nommé akéne, est un fruit sec indéhiscent, tres léger, présentant une touffe de poils a I'extrémité
(Frangiote-Pallone et De Souza, 2012). Ces organes annexes, comme ceux de Tridax procumbens
(Asteraceae), et de Chromolaena odorata (Asteraceae), facilitent la dispersion sur de longues distances,
se collant facilement aux pelages des animaux et aux vétements des hommes ou transportés par le vent
(Johnson, 1997). Cette espéce s'adapte a différents types de sols, méme pauvres ou sableux (Kissmam et
Groth, 1999).

En Cote d'lvoire, on observe une soudaine apparition et prolifération de cet adventice sur les parcelles
agricoles. L’adventice se rencontre aux bords des routes et pistes, dans les jacheres, les décombres, mais
surtout dans les espaces ouverts naturellement ou perturbés par I'homme notamment les champs cultivés
(Frangiote-Pallone et De Souza, 2014, Kpla et al., 2018). Aucune autre espece n’est répertoriée dans le

pays, selon la littérrature consultée.

Figure 7: Partie aérienne de P. ruderale (photo : Kouassi, 2020)

» Position systématique

Domaine : Biota Endl.(D.Don)
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Regne:  Plantae Haeckel, 1866
Sous-regne : viridaeplantae
Infra-régne : Streptophyta John, Williamson & Guiry, 2011
Classe : Equiseopsida C.Agardh, 1825
Clade : Tracheophyta Synnott ex cavalier-Smith, 1998
Clade : Spermatophyta
Sous-classe : Magnoliadae Novak ex Takht, 1967
Super-ordre : Asteranae Takht, 1967
Ordre : Asterales link, 1829
Famille : Asteraceae Bercht & J Presi., 1820
Sous-Famille : Asteroideae Lindl., 1829
Tribu : Tageteae Cass., 1819
Genre : Porophyllum Guett., 1754
Espeéces : porophyllum ruderale (Jacg.) Cass., 1826 (Anonyme 3)

» Synonymes

Porophyllum ruderale var. angustifolia Hassl ;
Porophyllum ruderale var. ellipticum (Cass.) A. Gray ex B.L. Rob. ;
Porophyllum ruderale var. glandulosum Chodat ;
Porophyllum ruderale subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson ;
Porophyllum ruderale var. macrocephalum (DC.) Cronquist ;
Porophyllum ruderale var. macrolepidium (Malme) Chodat ;
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. Subsp. Ruderale ;
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. Var. ruderale ;
Porophyllum ruderale fo. Suffruticosum Chodat, (Anonyme 3).

» Noms vernaculaires
Elle est plus connue sous le nom de la "coriandre bolivienne" ou de "arnica-brésilienne™ et est une plante

originaire d’Amérique tropicale (Fonseca et al., 2006).

2.2.3-Utilisation thérapeutique en médecine traditionnelle de P. ruderale

P. ruderale est une herbe utilisée en médecine populaire pour la cicatrisation, comme anti-

inflammatoire, fongicide, antibactérien, anti-stress, pour lutter contre I'hypertension artérielle, la
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leishmaniose, le traumatisme, I'antidote contre le poison de serpent, le soulagement de la douleur et les

rhumatismes (Fonseca et al., 2006).
2.2.4- Etudes antérieures sur P. ruderale

Plusieurs études chimiques et biologiques ont été menées sur P. ruderale, principalement sur la partie

supérieure (tiges, feuilles et fleurs).

> Etudes chimiques
Les composés phénoliques totaux et I'activité antioxydante ont été évalués sur des extraits au solvant
des feuilles de P. ruderale. L’étude a révélé que les feuilles fraiches de P. ruderale contenaient une grande

quantité de phénols totaux (Conde-Hernandez et al., 2014).

Plusieurs études ont montré que la composition chimique de I'huile de P. ruderale présente des
variations selon l'origine géographique des plantes. Les huiles de feuilles de plantes de Bolivie ont le
monoterpéne sabinéne (64%) comme constituant majeur. Les huiles de feuilles de plantes trouvées au
Mexique contiennent du limonéne (71,4%) comme constituant majeur. De méme, I’huile essentielle de P.
ruderale du Ceara-Brésil est également riche en limonene (74,6%) (Loayza et al., 2000 ; Raggi et al.,
2014). Tandis que les résultats d’une étude au Brésil suggerent que 1’huile essentielle analysée constitue

un nouveau chémotype de P. ruderale, riche en B-phellandréne et sans limonéne (Fonsceca et al., 2006).

> Etudes pharmacologiques

Des analyses sur I’extrait aqueux de P. ruderale ont attesté ses effets analgésique et les actions anti-
inflammatoires, en comparaison avec des substances qui sont considérées comme des normes pour ces
activités (Gabrielle et al., 2011).

Takashi et al. (2011) ont montré que l'extrait au dichlorométhane des feuilles de P. ruderale a des
activités antileishmaniale et cytotoxique. Et que Les dérivés de thiophéne isolés de P. ruderale présentent
une forte activité contre les formes promastigotes et amastigotes axéniques de Leishmania amazonensis
(Takashi et al., 2011).

2.3- Premna quadrifolia Schumach. & Thonn. (Lamiaceae)

2.3.1- Genre Premna

Le genre Premna comprend environ 225 espéeces, réparties principalement dans les zones tropicales et
subtropicales. Il a déja éte classé au sein de la famille Verbenaceae (Munir, 1984), mais a éte transféré
dans la famille Lamiaceae (Harley et al. 2004 ; APG,2009 , Olmstead, 2010 ; 2012).
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Morphologiquement, la plupart des especes du genre Premna sont de petits arbres ou arbustes et
rarement trouvees comme lianes (P. trichostoma Miq.) et pyroherbes (P. herbacea Roxb.). Certaines
espéces ont de jeunes brindilles avec une série de petites écailles triangulaires décussées a la base qui

tombera une fois que la branche est plus ancienne. Les feuilles sont généralement décussées et poilues.

Une créte est souvent présente entre les pétioles. 1l existe deux formes de types de calex. Le premier a
quatre lobes isomorphes, la forme restant largement intacte lorsque la fleur se développe et quand les
fruits sont formés. Le deuxieme type a des lobes et est généralement hétéromorphes. Il y a aussi deux
types de fruits : un fruit globose drupe composé de quatre mericarps charnus avec une graine chacun, et

un clavoide, presque uni-seme, drupe et composé d’un méricarpe charnu (De Kok, 2013).

En Coéte d’Ivoire certaines espéces sont citées : Premna angolensis Glrke, Premna grandifolia A.
Meeuse, Premna hispida Benth., Premna lucens A. Chev., Premna quadrifolia Schum et Thonn.
(Bouquet A. et Debray M., 1974 ; Aké, 2002).

2.3.2-Description et position systéematique de P. quadrifolia Schumach. & Thonn

» Description

Premna quadrifolia est un arbuste qui grandit jusqu’a 3,5 meétres de haut. Arbre de bords de galerie a
feuilles duvetueuses. Les jeunes pousses froissées exhalent une trés mauvaise odeur. Floraison, panicules
étalées de petites fleurs blanches (Figure 8). Les fruits sont noirs violaces a maturité, pulpeux, contenant

une graine (Vergiat, 1970).
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Figure 8 : Feuillages et fruits de P. quadrifolia (photo : Kouassi, 2020)

Position systématique
Domaine : Biota Endl. (D.Don)
Regne:  Plantae Haeckel, 1866
Sous-régne : viridaeplantae
Infra-regne : Streptophyta John, Williamson & Guiry, 2011
Classe : Equiseopsida C.Agardh, 1825
Clade : Tracheophyta Synnott ex cavalier-Smith, 1998
Clade : Spermatophyta
Sous-classe : Magnoliadae Novak ex Takht, 1967
Super-ordre : Asteranae Takht, 1967
Ordre : Lamiales Bromhead, 1838
Famille : Lamiaceae Martinov, 1820
Sous-Famille : Premnoideae Bo Li, Olmstead & P.D. Cantino, 2016
Genre : premna L., 1771
Espéces : Premna quadrifolia Schumach. &Thonn., 1827

(Anonyme 3)
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> Synonymes :

Premna quadrifolia est nommé de plusieurs maniéres dans la littérature parmi ces noms, il y a:

Gumira quadrifolia (Schumach. &Thonn.) Kountze. (Anonyme 4)

Holochilma resinosum ; Holochiloma resinosum ; Premna holstii ; Premna resinosa ; (Anonyme 5).

Premna quadrifolia var. subglabra Moldenke ; Premna quadrifolia var. warnecheana Moldenke ;

Premna quadrifolia var. warneckeana Moldenke ; Premna quadrifolia Hutch. & Dalziel, (Anonyme 6).
» Noms vernaculaires

La plante est appelée localement Fanigonva (B&D) en Manding-Maninka en Cote d’Ivoire puis

Atantaba et Gyengya aforowa (BD&H ; FRI) en Akan-santé au Ghana (Burkill, 1985)

2.3.3-Utilisation thérapeutique en médecine traditionnelle de P. quadrifolia

La diversité des espéces de Premna a donné lieu a diverses utilisations traditionnelles par les
populations locales. De ce fait plusieurs usages sont a signaler, notamment pour traiter le paludisme, la
diarrhée, les troubles de 1’estomac, les maux de téte, la toux, la tuberculose, les maladies infectieuses telles
que la leuchorrea, les maladies génitales, les plaies cancéreuses, la mauvaise haleine et la langue blanche
(Girardietal. 2015 ; Perry et Metzger, 1980 ; Quattrocchi, 2012) , I’eczéma, les teignes, les furoncles,

la gale, les éruptions cutanées et les démangeaisons (Sharma et al. 2014).

2.3.4- Etudes antérieures sur P. quadrifolia

> Etudes chimiques

Des études de différentes espéces de Premna ont permis I’identification et I’isolement de bons nombres
de composés, d’hydrocarbures, d’acides gras, de céramides, de glycéoglycolipides, de phényléthanoides,
d’aldéhydes, d’alcaloides, de lignanes, de stérols et de triterpenes (Wei et al. 1991 ; Hang et al.2008 ;
Hymavathi et al., 2009, Dai et al. 2010 ; Lirio et al. 2014 ; Zhan & Yue 2003 ; Kolter & Sandhoff
1999).

Le 1-octen-3-ol, le limonene, le copaéne, 1’élémene, le caryophylléne et le cadinéne ont été trouvés
parmi les composes bien distribués chez les especes étudiées dans des concentrations variees. certains

d'entre eux présentant des activités antibactériennes significatives (Sudo et al., 2000).

Le genre Premna n’est pas largement connu pour étre riche en teneur en huile essentielle. Néanmoins,
des études antérieures ont rapporte le contenu des huiles essentielles dans une fourchette de 0,056 a 0,102
% chez certaines especes de Premna, Premna angolensis, (0,056 %) ; Premna barbata ex Schauer, (0,08
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a 0,1%) ; Premna coriacea (0,08%) ; Premna quadrifolia (0,102%) ; Premna integrifolia ; Premna
tomentosa (0,073%) (Narayan et Muthana, 1953 ; Chanotiya et al. 2009 ; Rahman et al. 2011 ;
Sadashiva et al. 2013 ; Adjalian et al. 2015).

Adjalian et al. ont fait I’analyse par CPG-SM de I’huile essentielle des feuilles de P. quadrifolia. lls
ont mis en évidence quarante-deux composeés dont les plus prédominants sont les sesquiterpenes (65,5%).
Les composés majoritaires étaient le f-élémene (21%) et le B-caryophylléne (13,1%) (Figure 9) (Adjalian
et al., 2015).

B-élémene B-caryophyllene
Figure 9 : Composés majoritaires de I’huile essentielle des feuilles de P. quadrifollia (Adjalian et al., 2015)

> Etudes pharmacologiques

Les tests de laboratoire ont montré que 1’huile essentielle des feuilles de P. quadrifolia a des effets
insecticides et répulsifs sur Sitotroga. cerealella (Adjalian et al., 2015).
Aussi l'activité antiparasitaire de plantes médicinales Nouvelles-Calédoniennes, y compris Premna
serratifolia L. a été évaluée. 1l a été observé que P. serratifolia était actif contre Leishmania donovani
(Desrivot et al., 2007).

Des études ont rapporté que les céramides et les glycoglycerolipides ont une activité immunodulatoire
ainsi que des propriétés antitumorales, anticancéreuses et anti-inflammatoire (Van Veldhoven et al. 1992
; Cateni et al. 2004 ; Ramos et al. 2006 ; Mbosso et al. 2012).

2.4- Premna angolensis Gurke (Lamiaceae)

2.4.1- Description et position systématique de P. angolensis Glrke

> Description

Premna angolensis (Figure 10), est largement réparti en Afrique tropicale, depuis le Sénégal jusqu’a
1’Ethiopie, le Kenya, la Tanzanie et en Angola. Arbre de taille petite 3 moyenne jusqu’a 21m voire 33 m
de haut, moins souvent arbustif ; fit jusqu’a 120 cm de diamétre, souvent courbe, parfois cannelé,

généralement creux ; écorce externe gris pale ou gris roussatre, finement cannelée ; cime étalée a branches
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plus ou moins horizontales ; jeunes rameaux couverts d’une pubescence et de glandes éparses, devenant
ensuite glabres. Feuilles le plus souvent verticillés de 4, moins souvent opposees, simples et entiéres. Les
pétioles de 3 a 10 cm de long. Les limbes sont ovales ou elliptiques, de base cunéiforme ou arrondie a
legerement cordée (Chase et Reveal, 2009 ; Haston et al., 2009).

Figure 10 : Feuillages et fleurs de P. angolensis (photo : Kouassi, 2020)

» Position systématique

Domaine : Biota Endl. (D.Don)
Régne : Plantae Haeckel, 1866
Sous-regne : viridaeplantae
Infra-régne : Streptophyta John, Williamson & Guiry, 2011
Classe : Equiseopsida C.Agardh, 1825
Clade : Tracheophyta Synnott ex cavalier-Smith, 1998
Clade : Spermatophyta
Sous-classe : Magnoliadae Novak ex Takht, 1967
Super-ordre : Asteranae Takht, 1967
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Ordre : Lamiales Bromhead, 1838
Famille : Lamiaceae Martinov, 1820
Sous-Famille : Premnoideae Bo Li, Olmstead & P.D. Cantino, 2016
Genre : premna L., 1771
Espéces : Premna angolensis Giirke, 1893 (Anonyme 3)

» Synonymes :

Premna angolensis var. cuneata De Wild
Premna claessensii De Wild. ;

Premna elskensii De Wild. ;

Premna quadrifolia subglabra Moldenke ;

Premna zenkeri Giirke ; (Anonyme 8)

» Noms vernaculaires :
Elle est appelée tandakale en Koranko en Sierra Léone, (Anonyme 7, Burkill, 1985).

2.4.2-Utilisation thérapeutique en médecine traditionnelle de P. angolensis

En Cote d’Ivoire, I’écorce de P. angolensis est employée en lavement et en bain pour traiter la fiévre
chez les enfants. A Sdo Tomé-et-Principe, 1’écorce est employée comme reméde contre le paludisme et la
fievre. Au Gabon, 1’écorce est employée en lavement et en fumigation contre la démence. P. angolensis
est tabou pour certaines personnes, et son emploi dans la cuisine est interdit. La mauvaise odeur des
feuilles et des rameaux jetés sur un feu est censée éloigner les mauvais esprits. En République
Démocratique du Congo, on instille dans les narines du jus extrait de 1’écorce pilée par pression pour
traiter I’épilepsie. En Tanzanie, on boit une préparation d’écorce pour traiter les maux d’estomac, et on
boit le jus exsudé de I’écorce contre la dysenterie (Burkill, 2000 ; Bolza et Keating, 1972 ; Fernandes,
2005 ; Lovett et al., 2006 ; Verdcourt,1992).

2.4.3- Etudes antérieures sur P. angolensis

Adjalian et al. (2015) ont analysé par CPG-SM, I’huile essentielle des feuilles de Premna angolensis. Ils
ont identifié vingt-neuf composes dont les plus prédominants sont les sesquiterpénes hydrocarbonés
(26,6%) et de sesquiterpénes oxygénés (20%). Les composés majoritaires étaient 1’octen-3-0l (28%) et le
(E) -B-caryophylléne (13,5%) (Figure 12). Les tests de laboratoire ont montré que I’huile essentielle a des

effets insecticides et repulsifs sur S. cerealella
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Figure 11 : Composés majoritaires de I’huile essentielle de Premna angolensis (Adjalian et al. 2015)
2.5- Clerodendrum polycephalum Baker (Lamiaceae)

2.5.1- Genre Clerodendrum

Le genre Clerodendrum (Clérodendron) appartient a I'ordre des Lamiales et a la famille des Lamiacées
(sous-famille des Ajugoidées) depuis les classifications phylogénétiques APG. Il se trouvait auparavant

dans celle des Verbénacées.

Il est encore difficile a ce jour de dire précisément combien d'espéces végétales le composent, beaucoup
de ses anciennes espéces ayant été versées dans d'autres genres comme Rotheca ou Volkameria. De
400/450 autrefois, il compterait aujourd'hui de 150 a 300 especes originaires d'Afrique et d'Asie.

Les Clérodendrons sont principalement des arbustes ou des lianes, et quelques arbres a feuillage
persistant ou caduc, hautes de 1 a 6 métres pour les arbustes, jusqu'a 30 metres pour les arbres. (Anonyme
9).

Aké Assi a enumeéré dix huit espéces en Cote d’Ivoire : Clerodendrum aculeatum (Linn.) Griseb.,
Clerodendrum alatum Giirke, Clerodendrum buchholzii Giirke, Clerodendrum capitatum (Willd.) Schum.
& Thonn. var. capitalum, Clerodendrum cephalatum var. cephalanthum (Oliv.) H. Huber, Clerodendrum
formicarum Gurke, Clerodendrum inerme (Linn.) Gaertn., Clerodendrum paniculatum Linn.,
Clerodendrum schweinfurthii Giirke, Clerodendrum silvanum Henrig. Var. buchholzii (Gurke) Verdc. ,
Clerodendrum sinuatum Hook., Clerodendrum splendens G. Don, Clerodendrum thomsonae bak. f.,
Clerodendrum thyrsoideum Gurke, Clerodendrum umbellatum Poir., Clerodendrum violaceum Giurke,
Clerodendrum volubile P. Beauv., Clerodendrum carnosulum Bak., et Clerodendrum polycephalum
Baker. (Aké Assi, 2002).

2.5.2- Description et position systématique de C. polycephalum Baker

» Description

Clerodendrum polycephalum Baker (Figurel3) est une espéce de plante a fleurs initialement classée

dans la famille Verbenaceae. Il s’agit d’un arbuste érigé ou grimpant, d’environ 4 m de haut, trouvé dans
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la savane et la jungle proche. Les feuilles sont décussées, les lobes inégaux (Briquet, 1895). Il est
originaire de régions tropicales et tempérées chaudes du monde. La plupart des espéces se trouvent en
Afrique tropicale, de la Guinée au sud du Nigeria et a I’Est du Cameroun, en Asie du Sud, quelques-unes

au nord et dans la zone tempérée en Asie de I’Est (Steane et al., 1999 ; Burkill, 2000 ; Mabberley, 2008).

Malgré que la classification classique place le genre Clerodendrum dans la famille des verbenaceae,
les recherches phylogénétiques récentes ont conduit a le positionner dans la famille des Lamiaceae
(APG,2009; Chase et Reveal, 2009; Haston et al., 2009).
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Figure 12 : Feuillage de C. polycephalum (photo : Kouassi 2020)

> Position systématique : Classification phylogénétique APG III

Régne : Archéplastides
Clade : Angiospermes
Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Astéridees
Clade : Lamiidées
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées
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Sous-famille : Ajugoidees
Genre : Clerodendrum
Espéce : Clerodendrum polycephalum (Anonyme 9)

» Synonymes

Clerodendron polycephalum baker.
Clerodendrum polycephalum Bak. (LABIATAE)

Clerodendrum polycephalum Baker (verbenaceae) (Anonyme 10)
» Noms vernaculaires

C. polycephalum est aussi connue sous le nom de Ewe Agbossa et apor6 en yorouba au Nigéria et de
taasen-dua en Akan-Asanté au Ghana. Elle est appelée kpuandi (Dawe) en Kono en Sierra Léone et
faganigrofara ou lakondie en Manding-Maninka en Céte d’Ivoire (Anonyme 10 ; Burkill, H.M. 1985 ;
Deji-Agboola et al., 2009).

2.5.3- Utilisation thérapeutique en médecine traditionnelle

C. polycephalum est utilisée dans de nombreux pays comme un antidote contre les pigdres ou morsures
venimeuses, comme analgésiques et médicaments pour traiter la paralysie, épilepsie, convulsion et les
spasmes. Surtout la séve des feuilles est connue pour guérir la paralysie, 1’épilepsie et aussi dans le

traitement des convulsions et spasmes.

L’extrait aqueux de feuille est traditionnellement utilisé par les populations du nord-est de 1’Inde pour
soulager les symptomes du diabéte, de 1’obésité et de 1’hypertension arterielle. Dans le sud du Nigéria
ainsi que dans I’Est du Cameroun, la séve des feuilles est utilisée pour laver le visage des personnes
sujettes a des évanouissements, des vertiges et les crises d’épilepsie. La séve des feuilles est employée en
Cote d'lIvoire pour traiter le vertige et I'épilepsie. Aussi est-elle employée en traitement traditionnel comme
antidouleur, antidote et contre la paralysie (Deji-Agboola et al., 2009 ; Adegoke et al., 1968 ; Global
Plants, 2020).

2.5.4- Etudes antérieures sur Clerodendrum polycephalum

> Etudes chimiques
Des analyses phytochimique ont été effectuées sur des extraits de feuilles de Clerodendrum

polycephalum. Ces analyses ont montré que les feuilles de Clerodendrum polycephalum sont riches en
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métabolites secondaires notamment les glucides, sucres réducteurs, tanins, saponines, flavonoides et
alcaloides (Henry et al., 2015).
Deji-Agboola et al. (2009) ont mis en évidence la présence de saponines, de flavonoides,

d'anthraquinones et de tanins dans les extraits aqueux et éthanolique des feuilles de polycephalum.

L'huile essentielle obtenue a partir de I'hydrodistillation de la feuille de Clerodendrum polycephalum
collectée a Badagary au Nigeria a été analysée par GC-FID et GC-MS. Quarante composes, représentant
97,2% de la teneur totale en huile, auraient été identifiés dans I'huile essentielle. Les hydrocarbures
sesquiterpéniques (74,1%) et les sesquiterpenes oxygénés (11,9%) sont les principales classes de
composés présents dans I'huile. Des composés monoterpéniques représentant 10,6% de la teneur en huile
ont également été identifiés dans I'huile. Les principaux constituants de I'huile sont le B-caryophylléne
(28,9%), I'a-muuroléne (9,0%) et le B-pinéne (8,6%) (Figure 14) (Akintayo et al., 2016).

A\

B-pinéne

B-caryophylléne a-muuroléne
Figure 13: Composés majoritaires de I’huile essentielle des feuilles de C. polycephallum (Akintayo et al., 2016).

> Etudes pharmacologiques

Deji-Agboola et al. (2009) ont étudié l'activité antimicrobienne d'extraits aqueux et éthanolique de
Clerodendrum polycephalum et analysé les composants phytochimiques présents. L'activité
antimicrobienne de la plante a été étudiée sur des isolats bactériens cliniques en utilisant la méthode de
diffusion sur gélose, la CMI et la CMB ont été déterminées sur Staphylococcus aureus en utilisant une
double dilution de I'extrait de plante et les composants phytochimiques ont été déterminés en utilisant des
méthodes standard. Les extraits de plantes présenteraient des activités antimicrobiennes a large spectre.
Cette activité était plus marquée avec I'extrait a 1'éthanol qu’avec I'extrait aqueux. Les extraits de plantes
ont inhibé le Staphylococcus aureus, 1’Enterococcus faecalis, le Pseudomonas aeruginosa, le Proteus
mirabilis, le Klebsiella pneumoniae et certains Escherichia coli qui étaient résistants a plus de quatre
antibiotiques, dont la péfloxacine. La meilleure activité d'inhibition était contre S. aureus (di : 26 mm) a

une concentration de 50 mg/mL. L'extrait est bactériostatique a 1,57 mg/mL et bactéricide a 3,13 mg/mL.
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Selon Mojisola et al., (2018), I'administration d’extraits méthanoliques de feuilles de Clerodendrum
polycephalum aux patients atteints d'hémoglobine SS soulage les douleurs. Cette étude a montré que
I'extrait agit en prévenant et en inversant la faucille. Les constituants impliqués seraient des composes

polaires.

Amole et al., (2018) ont montré que I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de C. polycephalum

possede des activités anti-nociceptives et anti-inflammatoires chez les animaux.

Pour toutes ces plantes, aucune étude des huiles essentielles n’a encore été effectuée en Cote d’Ivoire,
selon la littérature consultée. L’intérét de ces plantes réside dans le fait qu’elles sont largement utilisées
par les populations pour le traitement de nombreuses maladies infectieuses. La partie suivante est
consacrée a I’étude expérimentale. Elle présente d’abord le matériel et les différentes méthodes mises en

ceuvre pour I’extraction et I’analyse des huiles essentielles, ensuite les résultats et la discussion.
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PARTIE II-ETUDE EXPERIMENTALE
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CHAPITRE 1 : MATERIEL ET METHODES
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1.1-MATERIEL

1.1.1- Matériel biologique

1.1.1.1- Matériel végétal

Le matériel végeétal est constitué des :

> Tiges feuillées et fleurs de Emilia praetermissa et Porophyllum ruderale ;

> Tiges feuillées de Premna quadrifolia, Premna angolensis et Clerodendrum polycephalum.

1.1.1.2- Matériel microorganique et milieu de culture

>

de Recherches Scientifiques (CSRS, Adiopodoumé -Coéte d’Ivoire) ce sont :

Microorganismes

Les souches microbiennes sont constituées des bactéries et champignons de référence du Centre Suisse

Bactéries a GRAM () :

Eschérichia coli ATCC 25922;
Pseudomonas aéruginosa ATCC 27853,
Salmonella typhimirium SO 66;
Klébsiella BLSE ;

Klebsiella pneumoneae ;

Bacillus subtilus ATCC 6633.

Bactéries a GRAM (+) :
Staphylococcus épidermidis CIP. 53124 ;
Staphylococcus aureus CIP 4.83.

Champignons :

Candida albicans ATCC 10231 ;
Candida tropicalis ATCC 13803 ;
Candida glabrata ATCC 66032.

- milieu de culture :

> gélose Mueller-Hinton ;

> bouillon Mueller-Hinton ;

» bouillon SABOURAUD.

Matériel et méthodes
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1.1.2- Solvants et réactifs

Les solvants et réactifs utilisés sont :
— sulfate de magnésium anhydre ;
— dichlorométhane ;

— gaz hélium;

— acétone ;

— alcool a 70°.

1.1.3- Matériel technique
Le matériel technique est constitué des dispositifs pour la distillation, la conservation des huiles

essentielles, les analyses chimique et biologique des extraits :

— distillateur de type clevenger ;

— cocotte minuite ;

— plaque chauffante ;

— source de charleur ;

— dispositif d’entrainement a la vapeur d’cau;

— un congélateur pour une température d’environ 4°C ;

— un chromatographe GC couplé a un spectrométre de masse MS ;
— spectrophotometre ;

— microplaques de titration a 96 puits (fond en U avec 12 colonnes) ;
— un réateau ou un écouvillon ;

— micropipettes réglables ;

— multi pipette avec embout adaptables.

1.2- METHODES

1.2.1- Choix des especes de I’étude

Le choix des espéces s’est effectué d’abord par des visites de terrain (a Abidjan, a Azaguié et a Prikro)
avec M. TERE Henry technicien botaniste au Centre Suisse de Recherches Scientifiques (CSRS,
Adiopodoumé -Cote d’Ivoire). Ensuite une revue biobliographique a éte faite en vue de sélectionner les
PAM dont I’HE n’a pas fait I’objet d’étude en Cdte d’Ivoire. Les plantes ont été identifiées au Centre
National de Floristique (CNF) d’Abidjan et par M. TERE Henry.
1.2.2- Méthode de récolte

Les récoltes ont été effectuées dans la matinée entre 07h-10h.

Matériel et méthodes Page 59



Les tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa et de P. ruderale ont été récoltées en Juillet 2020 dans
la commune de Cocody dans le District Autonome d'Abidjan (5°22°1.157”N 3°57°49.838”W; Abidjan-Cote
d’Ivoire). Les plantes ont été identifiées respectivement sous les numéros UCJ018336 pour E. praetermissa
et UCJ003601 pour P. ruderale.

Les feuilles des plantes P. quadrifolia, de P. angolensis et C. polycephalum ont été récoltées dans le
mois de Décembre 2019 a Prikro (7° 10' 59.999" N 4° 55' 0.001" W), située dans la région de Daoukro
dans le centre-est de la Cote d’Ivoire. Les plantes ont été identifiées conformément aux herbiers du CNF
de I’Université Félix Houphouét-Boigny aux numéros suivants : UCJ017401 pour P. quadrifolia,
UCJ017453 pour P. angolensis et UCJ017472 pour C. polycephalum.

1.2.3-Traitement des drogues apres récolte

Les drogues ont eté débarrassées de tous les éléments étrangers, placées dans des sacs tissés et
transportées au laboratoire dans les 24 heures qui ont suivi la récolte. Elles ont été séchées a température

ambiante au laboratoire.

1.2.4-Méthodes d’extraction
Les huiles essentielles ont été extraites selon deux méthodes, 1I’hydrodistillation et I’entrainement a 1a

vapeur d’eau. Ces deux méthodes sont les plus proches des pratiques des populations.
Traditionnellement les bains de vapeur se font apres avoir faire bouillir la plante dans 1’eau ou en

mettant une pierre chauffée sur les plantes dans un récipient.

1.24.1- Extraction par hydrodistillation

Elle a été réalisée a partir d’un distillateur de type clevenger associé a une cocotte-minute de capacité
10L (Figure 14). La matiere végétale est deposée dans la cocote minute, contenant de 1’eau. Les quantités
de matiéres végétales sont mentionnées dans le tableau ci-dessous (Tableau 1). L’ensemble est porté a
¢bullition a 1’aide d’une plaque chauffante. La vapeur chargée de matieres odorantes volatiles, passe a
I’intérieur du cylindre en verre placé au-dessus de la cocotte-minute et se condense au niveau du
réfrigérant. L’huile essentielle obtenue est séparée par gravité a la surface de 1’eau aprés une durée de 4h
d’extraction (Annexe 2). Elle est séchée sur le sulfate de magnésium anhydre (MgSQa) puis conservée
dans des piluliers au réfrigérateur a environ 4°C.

Tableau 1 : masse des échantillons distillés au clevenger

Plantes E. praetermissa  P. ruderale P. quadrifolia  P. angolensis C. polycephalum
Masses (g) 672,49 464,00 889,60 766,42 716,00
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Figure 14: Dispositif d’hydrodistillation de type clévenger (photo : Kouassi 2020)

1.2.4.2- Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement des HE a la vapeur d’cau a été réalisé a 1’aide d’un dispositif & quatre compartiments

en inox (Figure 15).

Les quatre compartiments en inox sont :

1-

4-

La chaudiére qui contient de 1’eau est en contact avec la source de chaleur. Elle peut contenir
environ soixante litres (60 L) d’eau ;

La cuve principale (la grande cuve) contient un ensemble de quatre grilles solidaires a une tige
amovible. Cette cuve peut contenir jusqu’a 30 kg de plantes fraiches ;

La cuve de réfrigération qui est remplie d’eau froide dans laquelle serpente la vapeur chargée
d’huile essentielle ;

Le systéme de récupération constituée d’une ampoule a décanter maintenue par une potence.

La chaudiére et la cuve principale sont reli€ées par un tuyau en inox. La vapeur d’eau part de la chaudiere

pour atteindre les feuilles dans la cuve principale. La vapeur d’eau se charge de composés volatils traverse,

a I’aide d’un autre tuyau, la cuve de réfrigération dans laquelle les vapeurs se condensent. Le mélange est

récupré dans I’ampoule a décanter. Par décantation, 1’huile essentielle surnage 1’eau florale. Les différents
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compartiments du dispositif sont présentés ci-dessous (Figure 15). Les différentes masses des
échantillons distllés par le dispositif sont contenues dans le tableau suivant (Tableau 2).

a-  vue d’ensemble du dispositif
b-  grilles contenant des feuilles
c-  systeme de récupération de ’'HE

Figure 15: Apercu des compartiments du dispositif a I’entrainement a la vapeur (photo Kouassi, 2020)

Tableau 2 : masses des échantillons distillés a I’aide du dispositif d’entrainement a la vapeur

Plantes E. praetermissa  P. ruderale P. quadrifolia P.angolensis C. polycephalum
Masses (g)  1480,00 5500,00 625,21 2402,36 1200,00

1.2.5- Etudes des caracteres organoleptiques
Quelques caracteres organoleptiques des HE sont rélevés.

1.2.6- Calcul des rendements

Les différents rendements (r) sont calculés par le quotient de la masse des huiles essentielles extraites
a la masse de la matiére végétale distillée (m/m).

masse HE
r (%) = —— . <100
masse du matériel végétal

1.2.7- Analyse de la composition chimique des HE
1.2.7.1- Composition chimique par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse des huiles essentielles (CPG/SM)

Matériel et méthodes Page 62



Les analyses CPG/SM ont été realisées au laboratoire de Nanogam du département de chimie a
I’Université du Québec a Montréal (Canada).

L’analyse des huiles essentielles diluées dans le dichlorométhane (1/100) a été réalisée sur un
chromatographe GC (7890A, Agilent Technologies) couplé a un spectrométre de masse (5975C, Agilent
Technologies).

Un échantillon de 1‘huile essentielle (1uL) a été injecté dans une colonne capillaire HP-5MS a 250°C.
La température du four a été programmeée d’abord a 40°C pendant 5 min, ensuite a 2° C/min pendant 15

min jusqu’a 250° C, et enfin a 10° C/min jusqu’a 300° C.

Le gaz hélium a été utilisé comme gaz porteur avec un débit de ImL/min. Le détecteur MS avait une
température de 280° C et une tension de 1,4 kv. Etaient détectables les ions dont le rapport masse/charge

est compris entre 40 a 500.

> L'identification des composeés a été effectuée par comparaison des spectres de masse obtenues avec
celles de la base de données de I'Institut National des Normes et de la Technologie (NIST) ou avec celles
la base de données de chimie de 1’Institut National de Santé (PubChem- en ligne). Les corespondances

des spectres a partir de 70% sont accepteées.

1.2.7.2- Composition chimique par chromatographie en phase gazeuse couplée a I’indice de
rétention (CPG(Ir))

Les indices de rétention (Ir) sont calculés a partir des temps de rétentions donnés par la
chromatographie en phase gazeuse (CPG) (KOVATS, 1958 ; IUPAC, 1997). Les temps de rétention des
alcanes linéaires sont donnés par analyse dans les mémes conditions que les échantillons des huiles

essentielles.

tr(ci) - tr(cn)
tr(cn+1) — tr(cn)

Ir =100 [n+

Ir : Indice de rétention du composé inconnu
n : nombre de carbone de 1’alcane linéaire précedant le composé inconnu
tr (Ci) : temps de rétention du composé inconnu
tr (Cn) : temps de rétention de 1’alcane linéaire précédant le composé inconnu
tr (Cn+1) : temps de rétention de ’alcane linéaire suivant le composé inconnu
L'identification des composés est effectuée par comparaison des indices de rétention calculés avec ceux

de la base de données de chimie de 1’Institut National de Santé (PubChem- en ligne), de la base des
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indices de rétention de 1’équipe chimie-vignola-Ajacio de 1’Université de Corse et de la littérature

(Paolini, 2005 ; Daouda, 2015).

1.2.8- Méthode d’’évaluation des activités antioxydante et antimicrobienne

1.2.8.1- Méthode d’évaluation par spectrophotométrie de I’activité antioxydante des HE

Une évaluation de I’activité antioxydante des HE obtenues par la méthode ayant le plus grand
rendement est faite. Puis trois des HE sont sélectionnées pour faire I’étude comparative de 1’activité
antioxydante selon les deux méthodes. La sélection est faite en tenant compte de I’absence d’étude sur

I’HE et/ou le rendement.

Ainsi le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH, Cat. : D913-2, Lot : STBB0555), est solubilisé dans le
méthanol absolu, pour obtenir une solution de concentration 0,03 mg/mL. Une quantité de 20 mg d’huile

essentielle est diluée dans 5 mL du méme solvant.

Differentes gammes de concentrations comprises entre 0,0625 a 4 mg/mL de chaque échantillon des
huiles essentielles sont préparées par dilution successive dans le méthanol absolu. Dans des tubes secs et
stériles, sont introduits 2,5 mL d’échantillon de I’huile essentielle a analyser et 1 mL de solution
méthanolique de DPPH. Aprés agitation, les tubes sont placés a I’abri de la lumiére pendant 30 min.

L’absorbance de la masse réactionnelle est ensuite mesurée a 517 nm contre un blanc composé de 2,5
mL de méthanol pur et 1 mL de solution alcoolique de DPPH. Le témoin positif de référence est la
vitamine C (Blois, 1958)

Les pourcentages de réduction (%R) des échantillons des huiles essentielles sont calculés a partir des

absorbances mesureées. Ils sont ensuite représentés graphiquement.

Absorbance extrait
Absorbance DPPH

%R=<1 >><100

La concentration qui réduit de 50% 1’activité du radical DPPH (CRsp) (Tanoh et al., 2019 ; Kouadio,
2021) a eté determinée graphiquement.

1.2.8.2-  Evaluation de I’activité antimicrobienne des HE
v Choix des germes

Les souches utilisees pour les études préliminaires de sensibilité vis-a-vis des différentes huiles
essentielles sont des souches de références du laboratoire du Centre Suisse de Recherche Scientifique en

Cote d’Ivoire. Ce sont des sources dites résistantes (Annexe 11).
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v Démarche d’analyse

Un screening antimicrobien est fait avec les HE obtenues par la méthode ayant le plus grand rendement.

Puis les HE de trois plantes obtenues selon les deux méthodes d’extraction sont utilisées pour faire
I’é¢tude comparative des zones d’inhibition sur les souches les plus sensibles (plus grand rayon
d’inhibition). L’activité est considérée nulle pour un diameétre d’inhibition (d.i.) inférieur ou égale a 8
mm ; faible pour d.i. compris entre 8 et 14 mm, moyenne pour d.i. compris entre 14 et 20 mm ; forte pour
d.i. supérieur ou égal a 20 mm (Berghe et Vlietinck, 1991 ; Ponce et al., 2003).

> Préparation des précultures

Ces différentes souches bactériennes ont été repiquées dans des tubes de gélose de conservation (en
piqQre centrale) puis incubees a 37 °C. Aprés 24 h d'incubation, ces tubes sont conservés a la température
de réfrigération (2 £1 °C). Dans le but de garder toujours la disponibilité en souches, chaque 15 jours, des
opérations de repiquage sont réalisées a partir des souches réfrigérées. Avant la réalisation des tests

antibactériens, deux repiquages consecutifs ont été effectués pour chaque souche.

En premier lieu, elles ont été inoculées dans du bouillon Mueller Hinton et incubées pendant 24 h a
37+ 1 °C. Le deuxieme repiquage a été effectué sur milieu solide (gélose nutritive) la veille de la
réalisation du test antibactérien. L'ensemble a été incubé a 37+ 1 °C pendant 18 h pour avoir des cellules

bactériennes a leur phase exponentielle de croissance.

A partir de cette culture bactérienne fraiche, on préléve quelques colonies que I'on mélange avec de
I'eau distillée stérile. Pour la standardisation de la charge de l'inoculum de départ, la méthode de
comparaison de la densité bactérienne a celle d'un tube de référence (0,5) Mc Farland dont la charge est

supposée étre 10° ufc/mL a été employée.
» Technique de diffusion en puits

L'activité antibactérienne des différentes huiles a différentes concentrations a été déterminée pour

chaque souche bactérienne par la méthode de Berghe et Vlietinck (1991).

A partir d'une culture de 18 & 20 h (10°-10% UFC/mL), I'ensemencement de I'inoculum de 1 mL est
réalisé en surface du milieu Mueller Hinton préalablement coulé dans des boites de Pétri. Apres 15 mn,
des puits ont été découpés a l'aide de pipettes Pasteur. Le fond des puits est obturé par une goutte de gélose

Mueller Hinton pour limiter la diffusion des huiles sous la gélose. Ensuite, 50 pL de I'huile a différentes
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dilutions et une référence (gentamycine) sont distribués dans chaque puits. Apres diffusion, les cultures
sont incubées dans des étuves a la température de 37 °C pendant 24 h. Les auréoles d'inhibition ont été
mesurées par un pied a coulisse. La sensibilit¢ de 1’espéce bactérienne aux huiles essentielles a été
déterminée en mesurant le diameétre des zones inhibitrices a la surface de la gélose autour des puits

contenant les extraits (Figure 16).

o diamétre d’inhibition inférieur ou égale a 8 mm : la souche est résistante ;

o diamétre d’inhibition compris entre 9 et 14 mm : la souche est sensible ;

o diamétre d’inhibition compris entre 15 et 19 mm : la souche est trés sensible ;
o diamétre d’inhibition supérieur a 20 mm : la souche est extrémement sensible.

Numéro Boite de Pétri

d’échantillon de HE

zone d’inhibition

Gélose nutritive de

Puits
Mueller Hinton imbibée

de ’inoculum bactérien

Figure 16: Diamétres des zones d’inhibition de quelques huiles essentielles (Photo : Kong, 2020)

> Reéalisation de la suspension

De I'eau physiologique stérile est mise dans un tube & hémolyse, puis des colonies pures sont prélevées
et mises en suspension jusqu'a obtenir la méme opacité que I'étalon Mac Farland 0,5 ; Si la suspension est

trop trouble, I'opacité est ajustée en ajoutant de I'eau physiologique.

» Préparation de la gélose

La gélose Mueller-Hinton épaisseur 18 mm est prise pour les bactéries et la gélose sabouraud pour les
levures. Elles sont séchées sous une hotte a flux laminaire tout en vérifiant I'absence d'eau a la surface.
Les puits de gélose sont disposes sur le fond de la boite a un centimétre du bord puis ensemencés par 1mL
de suspension.

Le volume est étalé avec le rateau du centre vers les bords. L'exces d'inoculum est enlevé par un

écouvillon trempé dans la suspension par pression sur les bords du tube. La gélose est écouvillonnée
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régulierement en tournant la plaque de 60 ° jusqu'a ensemencement de la totalité de la surface ; aprés 3 a

5 min de séchage, le surplus est éliminé a I’aide d’une pipette pasteur.

> Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice a été determinée par la méthode de Mims et al., (1993). Cette
technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de concentration décroissante en
huile essentielle. Aprés incubation, 1’observation de la gamme permet d’accéder a la concentration
minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible concentration en huile essentielle capable

d’inhiber la croissance bactérienne aprés 18 a 24 h de contact.

Les bouillons de 18 h sont repiqués dans 10 mL de bouillon MH, 0,1 mL pour Escherichia coli,
Salmonella typhimirium, Bacillus subtilus, Klebsiella pneumoneae, Candida albicans, Candida tropicalis
et Candida glabrata puis 0,3 mL pour Staphylococcus épidermidis et Staphylococcus aureus. Ensuite une
incubation a 37 °C pendant 3 a 5 h jusqu’a I’apparition d’une légére opalescence (environ 5 107 bactéries
/mL). 1 mL de ce bouillon est ajouté a 10 mL de bouillon MH préalablement chauffé a 37°C (inoculum).

Une guantité de 100 pL de la solution d’extrait des HE est mise dans le puits n°12 de la microplague,
50 pL de bouillon MH sont mis dans les puits a partir du n° 11 jusqu’a la colonne n°2 et 100 pL de
bouillon MH dans la colonne n°1. Une dilution est faite a partir de la colonne n°12 jusqu’a la colonne n°3
en prélevant 50 pL a chaque fois puis 50uL de I’inoculum sont distribués dans chaque puits, du n°12 au

ne 2.

Apreés une nouvelle incubation & 37°C pendant 18 h, la lecture est faite a 1’ceil nu et la concentration

de la derniere cupule ou il n’y a pas de turbidité est notée.

» Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) en milieu solide

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration en extrait
capable de tuer plus de 99,9 % de I’inoculum bactérien initial (soit moins de 0,01 % de survivants). Elle
définit I’effet bactéricide d’un extrait. La méme gamme de concentration, réalisée par la technique de
macro dilution en milieu liquide (CMI), est utilisée pour déterminer la CMB de I’extrait a tester.

Des prélevements sont effectués dans les cupules témoins et dans chacun des cupules dépourvus de
culot bactérien puis déposés « en strie » sur gélose MHA. Les boites ensemencées sont incubées 24 h a
37°C.
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CHAPITRE 2 : RESULTATS ET DISCUSSION
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2.1- CARACTERES ORGANOLEPTIQUES

Les HE obtenues ont une odeur aromatique. L’odeur est due au fait que I’HE est constituée de

principes volatils de la plante.

L’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau ont donné des huiles essentielles pour

lesquelles une nette variation au niveau de la couleur est perceptible (Tableau 3), (Annexe 1).

Tableau 3: couleur des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur

d’eau
Plantes Couleurs
Hydrodistillation Entrainement a la
vapeur d’eau
E. praetermissa (tiges feuillées et fleurs) Jaune-péale jaune
P. ruderale (tiges feuillées et fleurs) Jaune-claire jaune
P. quadrifolia (tiges feuillées et fleurs) Jaune-orangeé jaune
P. angolensis (tiges feuillées et fleurs) Jaune-orangé Jaune-pale
C. polycephalum (tiges feuillées et fleurs) Jaune-claire Jaune-claire

La couleur des HE depend des composeés qui la constituent. Donc ces couleurs et les différentes

variations de couleur selon la méthode d’extraction pourraient étre dues aux teneurs des cComposés.

Conclusion partielle 1 : La couleur des huiles essentielles dépend des composés qui la constituent.
Les HE obtenues par entrainement a la vapeur d’eau et par hydrodistillation donnent des couleurs
tres proches (jaune). Cependant de Iégeres variations sont constatées, jaune-péle, jaune-claire, jaune

ou jaune-orangeé. La technique d’extraction influence aussi la couleur des huiles essentielles

2.2- RENDEMENT DES EXTRACTIONS

Les rendements calculés sont consignés dans le tableau (Tableau 4). Les rendements obtenus
varient de 0,04 % a 0,23 %. Ces rendements sont bons, au regard de plusieurs rendements publiés
sur des plantes récoltées en Cote d’Ivoire tels que ceux de 1’écorce de tronc de Cleitopholis patens
(0,18-0,23%), (Ouattara, 2012) et des feuilles de Melanthera scandens (0,012), (Konan, 2015).
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Tableau 4 : rendements en HE des plantes

Méthodes Hydrodistillation Entrainement a la vapeur d’eau
Plantes Rendement (%) Rendement (%)

E. praetermissa 0,06 +0,02 0,04 £0,02

P. ruderale 0,23 +0,02 0,10 + 0,02

P. quadrifolia 0,16 £ 0,02 0,10 £ 0,02

P. angolensis 0,10 £ 0,02 0,07 £0,02

C. polycephalum 0,13 +0,02 0,08 + 0,02

Les tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa ont donné par hydrodistillation une HE de
rendement 0,06 %. Un rendement de 0,04 % a été obtenu lors de la distillation par entrainement a
la vapeur d’eau.

Le rendement obtenu par hydrodistillation est plus élevé que celui obtenu par entrainement a la
vapeur d’eau. Les échantillons distillés sont des portions d’une méme récolte. Les quantités
distillées et le mode d’extraction varient.

Les rendements des HE-EV chutent par rapport a ceux obtenu par hydrodistillation. Cette chute peut
étre liée soit a la quantité des organes distillée, soit au systéme de récupération de I’HE du dispositif
de I’entrainement a la vapeur.

En effet, 672,49 g de tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa a été distillée par hydrodistillation
contre 1480 g distillés par entrainement a la vapeur d’eau. L’eau pénétre donc plus facilement au
cceur de la matrice végétale lors de I’hydrodistillation, du fait de la plus petite quantité, afin d’en
extraire les HE. Parallelement la grande quantité de plante empéche la vapeur d’eau de pénétrer au
cceur de la matrice végétale dans le cas de I’entrainement a la vapeur d’eau (Deschepper, 2017).

Aussi au niveau du dispositif d’entrainement a la vapeur d’eau, la récupération des HE-EV a eté
faite a I’aide d’une ampoule a décanter (Annexe 2). La surface de contact étant plus large au niveau
de ’ampoule a décanter ce qui favoriserait la dispersion de I’huile essentielle donc plus difficile a
récupérer, au niveau du dispositif a I’entrainement a la vapeur d’eau, ce qui pourrait influencer le

rendement.

Les tiges feuillées et fleurs de P. ruderale ont donné par hydrodistillation de type clévenger une
HE de rendement 0,23 %. Un rendement de 0,10 % a été obtenu lors de la distillation par

entrainement a la vapeur. Les rendements de P. ruderale sont les plus élevés des plantes distillees.
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Le rendement obtenu par hydrodistillation est d’ailleurs supérieur a celui de Raggi et al. (2014) qui
ont eu un rendement compris entre 0,06 % et 0,1 % du poids frais au Brésil. Les facteurs tels que la
période, la zone de récolte ou 1’age des plantes peuvent expliquer les différences de rendement en
Cote d’Ivoire et au Brésil.

Le rendement obtenu par hydrodistillation de type clévenger est aussi plus éleve que celui obtenu
par entrainement a la vapeur d’eau. Une masse de 464 g de tiges feuillées et fleurs de P. ruderale a
été distillée par hydrodistillation contre 5500 g distillés par entrainement a la vapeur. La masse
distillée et le dispostif de réccupération ont pu influencer également les rendements.

Les tiges feuillées de P. quadrifolia ont donné par hydrodistillation de type clévenger un
rendement de 0,16 % contre un rendement plus faible de 0,10 % par entrainement a la vapeur d’eau.
Le rendement obtenu par hydrodistillation est meilleur que celui de Adjalian et al. (2015) qui ont
eu un rendement en HE par hydrodistillation des feuilles de P. quadrifolia de (0,102 % + 0,005) au
Bénin. Les différences de régions, de climat ou méme 1’dge des plantes peuvent expliquer les
différences de rendement avec ces auteurs.

Les masses de tiges feuillées de P. quadrifolia par hydrodistillation et par entrainement a la
vapeur sont respectivement de 625,219 et 889,6 g. Les masses distillées sont rangées dans 1’ordre
contraire que les rendements (0,16% - 0,10%).

Quant aux tiges feuillées de P. angolensis, elles ont donné par hydrodistillation de type clévenger
un rendement de 0,10 % contre un rendement plus faible de 0,07 % par entrainement a la vapeur
d’eau. Ces rendements sont supérieurs a celui de Adjalian et al. (2015) obtenu au Bénin. Ils ont
extrait de I’HE par hydrodistillation des feuilles de P. angolensis (0,056 % + 0,004).

Les masses de tiges feuillées de P. angolensis utilisées pour I’hydrodistillation et pour

I’entrainement a la vapeur sont respectivement de 766,42 g et 2402,36 g.

P. quadrifolia et P. angolensis sont deux plantes du méme genre Premna. Mais 1’espéce P.
quadrifolia serait plus riche en huile essentielle que 1’espéce P. angolensis. Cela pourrait étre di
aux appareils sécréteurs des essences qui sont spécifiques pour chaque plante. Ils peuvent étre
constitués de cellules isolées ou groupées, d’origine épidermidique, ainsi que de poils, de cannaux
ou de poches (Bouchet et Mestre, 2021.). Ces spécifités peuvent influencer le rendement des
plantes en sécrétion, cela pourait expliquer la différence de rendement entre P. quadrifolia (0,16 +
0,02 % - 0,10 + 0,02 %) et P.angolensis (0,10 + 0,02 % - 0,07 + 0,02 %). P. quadrifolia contiendrait
dans ses appareils sécréteurs, soit plus d’huile essentielle soit de I’huile essentielle facile a extraire

que ceux de P. angolensis. Ces travaux vont dans le méme sens que I’étude menée par Adjalian et
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al. (2015), qui a révéle que le rendement en HE par hydrodistillation des feuilles de P. quadrifolia
(0,102 % + 0,005) était meilleur que celui de P. angolensis (0,056 % + 0,004).

Les tiges feuillées C. polycephalum ont donné par hydrodistillation un rendement de 0,13 %
pour 716 g de matrice végétale et un rendement de 0,08 % par entrainement a la vapeur pour une
quantité de 1200 g. La littérature consultée n’a pas revélé de rendement pour C. polycephalum.
Cependant d’autres espéces du genre Clerodendrum sont riches en huile essentielle. Les feuilles de
Clerodendrum phlomidislinn, ont donné un rendement en HE de 0,2% par hydrodistillation avec un
appareil de type clévenger (Katekhaye et al., 2012). Cette espece pourrait étre plus riche en huile

essentielle que C. polycephalum.

L’étude comparée montre que les rendements obtenus avec I’hydrodistillation sont supérieurs a ceux

obtenus par la méthode d’entrainement a la vapeur d’eau utilisée (Figure 17).

0,30%
0,25%
0,20%

0,15%

0,10%
0,00% .

E. praetermissa P. ruderale P. quadrifolia P.angolensis  C. polycephalum

m Hydrodistillation ~ ®Entrainement a la vapeur d’eau

Figure 17: Histogrammes comparés des rendements des huiles essentielles obtenues par les deux méthodes
des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa et P. ruderale, et tiges feuillées de P. quadrifolia, P. angolensis

et C. polycephallum

Conclusion partielle 2 : les rendements des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation de
type clévenger et par entrainement a la vapeur d’eau sont différents. Les meilleurs rendements sont

obtenus par hydrodistillation de type clevenger.
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Recommandations :

v Utiliser pour I’entrainement a la vapeur un dispositif qui minimise les pertes. Et ce, en tenant
compte de la volatilité des composés et de la surface des systemes de réccupération. Les surfaces de
I’ampoule pour la réccupération doivent étre les plus petites possibles.

v" Utiliser des quantités de plante qui permettent une meilleure pénétration de la vapeur d’eau dans

la plante.

Suite a I’extraction les constituants des huiles essentielles obtenues ont été identifiés par CPG/SM
(Annexe 4) et CPG(Ir) afin de les comparer selon la méthode d’extraction. Ensuite pour chaque

plante une évaluation des activités antioxydante et antimicrobienne a été faite.

2.3- COMPOSITION CHIMIQUE ET ACTIVITES BIOLOGIQUES DES HE

2.3.1- Attribution des composés : cas du 1-undécéne et le p-caryophylléne

L’attribution des composés aux différents spectres de masses est faite d’abord par la comparaison
des indices de rétention avec ceux des bibliothéques de composés puis par la cohérence entre une

fragmentation possible du composé proposé et les différents pics du spectre observé.

Le tableau ci-dessous donne les indices de retention (Ir) du 1-undéceéne et du B-caryophylléne

calculés et théoriques (pubchem) (Tableau 5).

> Indices de retention

Tableau 5 : indices de retention du 1-undécéne et du B-caryophylléne

COmMpOosés tr(min) Ir calculé Ir théoriques
1-undécene 24,020 1090 1086-1100
p-caryophyllene 45,434 1409 1398-1426

» Fragmentation du 1-undécéne et du B-caryophylléne

Ci-dessous présentées des possibilités de fragmentation du 1-undécéne et du B-caryophylléne, deux

composés présents majoritairement dans les huiles.
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v' -1-undécéne

1-undécene est un alcene qui joue un role de métabolite végétal. Il est moins dense que I’cau et se

présente sous la forme d’un liquide incolore avec une légeére odeur (USCG, 1999 ; USCG, 1978).
Il est présent parmi les composés majoritaires des huiles essentielles de la partie aérienne de
Emilia praetermissa ((HE-HD ; 25,58% ; HE-EV, 23,66%) et de Porophylum ruderale (HE-HD,
13,64% ; HE-EV, 9,24%). Le spectre (quality :95 ; NIST) (Figure 18) obtenu se préte aux
interprétations probables suivantes :

2 S N NN

1-undéceéne

Abundance Scan 4141 (24.020 min): 4-PReV.D\data.ms

41.1 55.1
70.1

83.1

97.1
T ™
"|".|....".|.'..1..'.!,....1J.'.. 1

LENLE L L I L L L L L B | Trrrrrrrryrr

| RN RN
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Abundance . #25902: 1-Undecene

5000

Figure 18 : spectre de masse du 1-undécene

v Le pic de m/z = 154 représente le pic moléculaire donnant la masse M= 154 ;
[ /\/\/\/\/\ ‘"‘-
v Le pic de m/z = 126 de faible intensité correspondrait[M — 28], aprés la libération CoH4™ ;

l/\/\/\/\

-+

—

v' Les picsde m/z =111 ;97 ;83 ; 70 ; 55, correspondraient a la libération successive d’un CHz"

de quatre radicaux CH>" de masse 14 ;

NN NN

—

N

v' Les pics de m/z = 41, de plus grande intensité correspondrait[M — 113], la libération CgH17". Il

représenterait donc le fragment CzHs*. Ce fragment est stabilisé par effet mésomeére grace a la

double liaison qui est conjuguée avec la charge.
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IV — |

v’ B-caryophylléne

Le caryophylléne est largement représenté dans les compositions chimiques des huiles essentielles,
qu’elles soient a I’hydrodistillation ou a I’entrainement a la vapeur d’eau ;
De sa structure moléculaire et en tenant compte du spectre (quality : 93 ; NIST) (Figure 19) obtenu,

les fragmentations importantes suivantes se dégagent :

caryophylléne
\bundance Scan 8185 (45.434 min): 2-Emp-HD.D\data.ms
200 91.1 133.1
4 ' 105.1
120.1 161.1
5000 63.1
53.0 1471 189.2
L ] e | e

0 !ll “ ||III1|!III1III1III!||II|I|I|I|III:|III|II|IIII||IIII|IIII|II|I|IrIllrllllr| T
niz--> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210
\bundance #59802: Caryophyllene

Figure 19 : spectre de masse du p-caryophylléne

— Le pic de masse 204 représente le pic de I’ion parent C1sH24™ ;

CHj

H H

CH
- Hsc 3

— Le pic de base (m/z= 133,1) correspond a [M — 71] qui est le résultat de la perte des ions CHs"
et C4Hs™;
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H,C

\

H

CH
- H3C 3

La conjugaison des doubles liaisons qui en résulte, stabilise I’ion d’ou son abondance.

— Les pics de masse 91 et 93 correspondant a [M — 71 — 42] et [M — 71 — 40] traduiraient

I’élimination des fragments CsHes" et CsH4™ avec ouverture du cycle ;

— Le pic de masse 41 correspondant a [M — 71 — 40 — 52] traduit 1’élimination probable du

fragment C4Hs™

2.3.2- Emilia praetermissa (E. praetermissa)
2.3.2.1- Composition de I’huile essentielle obtenue des tiges feuillées et fleurs de E.
praetermissa
» Hydrodistillation

L’analyse de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées de E. praetermissa
a donné trente-deux composés (Tableau 6), soient 93,41% de la compostion totale de 1’huile

essentielle.
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Tableau 6 : Composition chimique de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées et
fleurs de E. praetermissa

N° COMpOses Tr Ir m/z m/z des principaux pics %
(min.) Total
1 a-pinéne 12,63 925 136 93; 77 3,35
2 camphéne 13,52 938 136 121;93; 79 0,13
3 B-pinéne 15,36 967 136 93,;41;69;79 2,74
4 B-myrcéne 16,74 989 136 93;41 ;69 5,16
5 D-limonene 19,10 1023 136 93:;68;79;41 2,82
6 1-undécene 23,90 1090 154 41;55;70;83 25,58
7 (2)-3-undécéne 24,48 1098 154 93;71;41;55 0,29
8 acétate de bornyle 37,11 1280 196 93;121;41;136 0,95
9 cyclosativene 42,16 1358 204 105;161;204;91; 119 3,16
10 longipinéne 42,52 1363 204 69;93;119;41;105 0,37
11 copaéne 43,55 1379 204 121;69;91;41 0,20
12 B-bourbonéne 43,94 1385 204 93;41,;81;107 ;67 ;147 1,28
13 B-éléméne 44,72 1397 204 91;81;41;133;105; 119 0,18
14 caryophylléne 45,43 1409 204 138;91;41;79,;105; 161 8,34
15 a-muuroléne 47,50 1443 204 93;121;80;41; 147 0,93
16 a-humuléne 48,18 1454 204 41;69;93;133 0,16
17 germacréne D 49,44 1475 204 161;105; 91 ; 204 1,93
18 a-guaiéne 50,33 1490 204 41;55;97;83;69 2,13
19 valencéne 51,29 1506 204 91;161;41;69; 107 0,31
20 cadina-1,4-diéne 51,91 1516 204 126 ;108 ;43 ;161;67;55; 0,55
81
21 eudesma-3,7(11)-diéne 52,95 1534 204 157 ;142 ;44 ; 200 0,10
22 cadina-3,9-diéne 53,39 1542 204 106 ;41 ;79 ;93 1,60
23 germacréne B 54,44 1560 204 93;69;41;161 0,15
24 oxyde de 55,11 1572 220 79:;41;91 ;109 24,02
caryophyllene
25 6-épi-cubénol 56,60 1600 222 109 ;96 ; 67 ;43 ;138 3,31
26 1,10-di-épi-cubénol 57,28 1610 222 41;91;81;135; 107 0,16
27 épi-a-Cadinol 59,26 1646 222 81;55; 107 1,92
28 guai-1(10)-én-11-ol 59,96 1659 222 67;79;41;55;93;107 0,57
29 a-cadinol 60,19 1663 222 91;41;79;107;55 0,86
30 oxyde de a-bisaboléne 61,08 1680 238 41;109;55;69;93 ;119 0,40
31 époxyde de 63,90 1733 220 41 ;67;81;55;95;107; 0,30
longipinéne 150
32 phytol 82,11 2110 128 71;41;123;55; 95 0,62
Alcenes 25,87
Monoterpénes hydrocarbonés 14,2
Sesquiterpenes hydrocarbonés 20,23
Composés oxygénés 33,11
Total 93,41

Tr : temps de rétention, Ir : indice de rétention, m/z : rapport masse-charge, % ; pourcentage

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa est
composée majoritairement de composés oxygénés (33,11%) suivis des alcénes (25,87%), ensuite

les sesquiterpénes (20,23%) puis les monoterpénes (14,2%) (Figure 20).
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Figure 20 : Diagramme comparatif des teneurs des différentes familles chimiques dans I’huile essentielle
obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées et fleurs de E. paretermissa

Les composés majoritaires sont, le sesquiterpene oxygéné, oxyde de caryophyllene (24,02%),
I’hydrocarbure oléfinique 1-undécene (25,58%) et le sesquiterpéne bicyclique B-caryophylléne

(8,34%) (Figure 21).

=

1-undécéne
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oxyde de caryophylléne B-caryophylléne

Figure 21 : composés majoritaires de I’HE-HD de E. praetrmissa
Il faut noter aussi la présence en faible teneur mais significative du monoterpéne bicyclique a-pinéne
(3,35%), du monoterpéne acyclique B-myrcéne (5,16%), du sesquiterpéne cyclosativéne (3,16%) et

du sesquiterpéne oxygéné 6-épi-cubénol (3,31%) (Figure 22).
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Figure 22 : Histogrammes des composés majoritaires de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation
des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa

Cette étude sur I’huile essentielle des tiges feuillées et fleurs de Emilia praetermissa est réalisé pour
la premiére fois. Cependant, des données sur I’huile essenticlle des especes du méme genre existent,
notamment celle de Emilia sonchfolia (Rajesh, 2018).

Il ressort une Iégere différence car la composition de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation
des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa obtenue est plutdt riche en composés oxygénés et les
alcénes. Ce qui pourrait suggeérer une variabilité de la composition des huiles essentielles extraites

de différentes espéces du genre Emilia.

» Entrainement a la vapeur d’eau
Quant a I’analyse chimique de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau
des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa, elle a révélé dix-huit composés (Tableau 7), soient

98,26% de la composition totale de I’huile essentielle.
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Tableau 7: Composition chimique de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur des tiges

feuillées et fleurs de E. praetermissa

N° COMpOses Tr Ir m/z m/z des principaux ions fils %
Total
1 a-pinéne 12,61 924 136 93,;77;41 1,30
2 B-pinéne 15,38 967 136 93:69;79;121;41 0,64
3 D-limonene 19,10 1023 136 93;68,79;121;53 1,4
4 1-undécéne 23,87 1089 154 41;55;70;83;97 23,66
5 (+)-cycloisosativéne 42,16 1358 204 105;91;161;119;77 ;41 4,72
6 B-élémeéne 43,95 1386 204 93;41;133;81;161;147; 0,58
68
7 caryophylléne 45,43 1409 204 91,132;41,79;161,105; 9,06
69
8 humuléne 47,51 1443 204 93;121;44;80; 147 ;107 1,31
9 germacréne D 49,59 1477 204 119;132;44;105;91; 202 1,11
10 valencéne 50,34 1490 204 41;55;83;97 ;69 3,53
11 cadina-1,4-diéne 51,87 1516 204 161;119;95;189;41 0,30
12 cadina-3,9-diéne 53,39 1542 204 91;41;121;67;79 ;106 1,02
13 oxyde de 55,09 1572 222 79;91;41;109;55;67; 27,74
caryophylléne 121
14 3,4,4-triméthyl-2- 56,60 1598 138 67;109;96;138;43;55; 2,33
cyclohexén-1-one 81
15 épi-a-Cadinol 59,26 1646 222 138;91;44;119; 105 0,70
16 germacra-4(15), 61,08 1679 220 119;109;93;41;69;79 0,63
5,10(14)-trién-1a-ol
17 6, 10,14- 69,38 1839 268 7,63
triméthylpentadécan-
2-one
18 phytol 82.06 2108 138 71;43;123;93 10,82
Alcenes non terpéniques 23,66
Monoterpénes hydrocarbonés 3,34
Sesquiterpénes hydrocarbonés 21,63
Composés oxygéneés 49,63
Total 98,26

Tr: temps de rétention, Ir : indice de rétention, m/z : rapport masse-charge, % : pourcentage

L’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau est constituée de composés oxygénés
(49,63%), d’alcénes (23,66%), de sesquiterpénes (21,63%) et de monoterpénes (3,34%) (Figure

23).

m Alcénes

Sesquiterpenes

= Monoterpénes
E Composes 0Xygenés

Figure 23: Diagramme comparatif des teneurs des différentes familles chimiques de I’huile essentielle

obtenue par entrainement a la vapeur d’eau.
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Les composés majoritaires sont, le sesquiterpéne oxygéné oxyde de caryophylléne (27,74%),
I’hydrocarbure oléfinique 1-undécene (23,66%), le diterpene acyclique oxygéné phytol (10,82%) et
le sesquiterpéne bicyclique caryophylléne (9,06%). (Figure 24).

/\/\/\/\/\ o
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5 -undecene \
oxyde de caryophylléne B-caryophylléne
H
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phytol
Figure 24 : composés majoritaires de I’HE-EV de E. praetrmissa
Plusieurs composés significatifs mais mineurs sont a signaler, & savoir, les hydrocarbures
sesquiterpéniques le (+)-cycloisosativene (4,72%), le valencene (3,53%) et la cétone 6, 10,14-
triméthylpentadécan-2-one (7,63%) (Figure 25).
Le valencene qui est un sesquiterpéne présent dans les agrumes a une teneur plus élevée dans

I’HE-EV, ce qui a pu influencer la couleur jaune de cette huile.
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Figure 25 : Histogrammes des composés majoritaires de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la
vapeur d’eau des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa
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2.3.2.2- Comparaison de la composition chimique des HE-EV et HE-HD des tiges feuillées
et fleurs de E. praetermissa

Les HE obtenues par les deux méthodes sont constituées des mémes grandes familles chimiques a
des teneurs différentes. Les HE des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa sont constituées
d’alcénes non terpéniques (25,87 % dans ’HE-HD et 23,66 % dans I’HE-EV), de monoterpénes
(14,2 % dans ’HE-HD et 3,34 % dans ’'HE-EV), de sesquiterpénes (20,23 % dans ’'HE-HD et
21,63 % dans I’HE-EV) et de composés oxygénés (33,11 % dans I’HE-HD et 49,63 % dans ’HE-

EV). Les sesquiterpénes et les composés oxygénés sont les plus abondants.

Le systeme de récupération (piégeage des composés) pourrait expliquer cela. Le clevenger a permis
d’avoir plusieurs composés plus volatils dans I’HE-HD des tiges feuillées et fleurs de E.
praetermissa. Ces composés, bien que Iégers ont pu étre piégés jusqu’a la récupération. Ce que le
systéme de récupération du dispositif a I’entrainement n’aurait pas pu permettre. Par contre les
sesquiterpénes et les composés oxygénés sont restés en grande quantité dans I’HE obtenue par

entrainement a la vapeur.

Les composes identiques représentent 77,28% de la composition chimique de I’huile

essentielle obtenue par hydrodistillation et une teneur de 87,89% de I’huile essentielle obtenue par
entrainement a la vapeur (Figure 26).
Ces composés présents dans les huiles obtenues par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur
d’eau sont : le a-pinéne (3,35 % -1,30 % ), le B-pineéne (2,74 % - 0,64 %), le D-limonéne (2,82 % -
1,40 %), le 1-undécéne (25,58 % -23,66 % ), le cyclosativene (3,16 % - 4,72 %), le B-éléméne (0,18
% - 0,58 %), le caryophylléne (8,34 % - 9,06 %), le a-humuléne (0,16 % - 1,31 %), le germacréne
D (1,93 % - 1,11 %), le valencene (0,31 % - 3,53 %), le cadina-1,4-diene (0,55 % - 0,30 %), le
cadina,3,9-diéne (1,60 % -1,02 % ), I’oxyde de caryophylléne (24,02 % - 27,74 %),le 6-épi-cubénol
(3,31 % - 2,33 %), I’épi-a-cadinol (1,92 % - 0,70 %) et le phytol (0,62 % - 10,82 %).
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Figure 26 : Histogrammes comparatifs de présence des composés des HE-EV et HE-HD des tiges
feuillées et fleurs de Emilia praetermissa

Les mémes composés majoritaires, se répétent avec des teneurs différentes dans les huiles
essentielles obtenues par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur, 1’oxyde de caryophylléne
(24,02 % - 27,74 %), le 1-undécene (23,66 % -25,58 %) et le caryophyllene (8,34 % - 9,06 %)
(Figure 27). L’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau ne change donc pas les
composés majoritaires.

Selon les résultats, les composés a petite masse molaire ont généralement une teneur plus élevée
dans I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation que dans 1’huile essentielle obtenue par
entrainement a la vapeur d’eau. Ce sont I’a-pinéne (3,35 % dans HE-HD et 1,30 % dans HE-EV),
le B-pineéne (2,74 % dans HE-HD et 0,64 % dans HE-EV), le D-limonéne (2,82 % dans HE-HD et
1,40 % dans HE-EV), le 1-undécene (25,58 % -23,66 %).

Parallelement les sesquiterpenes et leurs homologues oxygénés, le cyclosativene (3,16 % - 4,72
%), le B-élémene (0,18 % - 0,58 %), le caryophyllene (8,34 % - 9,06 %), le a-humuléne (0,16 % -
1,31 %), le valenceéne (0,31 % - 3,53 %), 1’oxyde de caryophylléne (24,02 % - 27,74 %) et le phytol
(0,62 % - 10,82 %) sont plus représentés dans ’HE-EV (Figure 25).

La proximité avec 1’eau des composés extraits par hydrodistillation favorise leur solubilisation,
diminuant leur teneur, le cas du diterpéne oxygéné phytol. Le milieu acide de 1’eau offre un
environnement propice a plusieurs réactions aux composes insaturés qui composent les huiles
essentielles. Il pourrait donc avoir des réactions d’interconversion et d’oxydadation favorisant

’apparition de composés de petites masses ou augmentant leur teneur (Deschepper, 2017).
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- HE-HD : Huile essentielle obtenue par hydrodistillation
- HE-EV : huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur

Figure 27: Histogrammes comparatifs des % des composés identiques dans les huiles essentielles

obtenues par entrainement a la vapeur et par hydrodistillation.
Plusieurs composeés sont également présents exclusivevement dans I’huile essentielle issue de
I’hydrodistillation. Ce sont les composés tels que le camphéne (0,13 %), le B-myrcene (5,16 %), le
(2)-3-undécéne (0,29 %), I’acétate de bornyle (0,95 %), le longipinéne (0,37 %), le copaéne (0,20
%), le B-bourbonene (1,28 %), le a-guaiéne (2,13 %), 1’eudesma-3,7(11)-diene (0,10 %), le
germacrene B (0,15 %), le 6-épi-cubénol (3,31 %), le 1,10-di-épi-cubénol (0,16 %), le guai-1(10)-
en-11-ol (0,57 %), le a-cadinol (0,86 %), I’oxyde de a-bisaboléne (0,40 %) et 1’époxyde de
longipinéne (0,30 %).

Par ailleur, I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau contient des
composés qui sont absents dans I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation, ce sont le 3,4,4-
triméthyl-2-cyclohexén-1-one (2,33 %), le germacra- 4 (15), 5,10(14) — trien - 1o -0l (0,63 %) et le
6, 10,14-triméthylpentadécan-2-one (7,63 %).

Huit composés oxygénés ont été identifiés spécifiquement dans I’huile essentielle obtenue par
hydrodistillation, I’acétate de bornyle (0,95 %), le 6-épi-cubénol (3,31 %), le 1,10-di-épi-cubénol
(0,16 %), le guai-1(10)-en-11-ol (0,57 %), I’a-cadinol (0,86 %), I’oxyde de a-bisabolene (0,40 %),
et ’époxyde de longipinéne (0,30 %). Ces composés ont pour la plupart de faible teneur.
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Cependant seuls trois composés oxygénés ont été présents exclusivement dans 1’huile essentielle
obtenue des tiges feuillées et fleurs de E. paretermissa, ce sont le 3,4,4-triméthyl-2-cyclohexen-1-
one(2,33 %), le germacra-4(15), 5,10(14)-trién-1a-ol (0,63 %) et le 6, 10,14-triméthylpentadécan-
2-one (7,63 %). La présence de ces composés oxygénés en grand nombre (huit) dans I’'HE-HD
contre deux dans I’HE-EV pourrait sugerer que I’hydrodistillation serait favorable aux réactions

d’oxydation (Deschepper, 2017).

Ces différences constatées sur le plan chimique, pourraient influencer les différentes activités des
HE obtenues par ces deux méthodes d’extraction. Ci-dessous représentées les structures des
composés présents dans les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par entrainement a
la vapeur (Tableau 8).

Aussi la coloration jaune pale et jaune de I’HE issue des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa,
pourrait-étre due au B-caryophylléne et a I’oxyde de caryophylléne de couleur jaune pale (Anonyme
11 et Anonyme 12). Ces deux composés représentent une part importante (32,36%- 36,8%) de ces
HE.

Les couleurs des deux HE sont légérement différentes. Cette différence pourrait étre expliquée
par la présence, en faible proportion de composés comme le valencéne. Le valencéne est un
sesquiterpene bicyclique de couleur jaune. Il est présent dans I’HE obetnue par entrainement a la
vapeur avec une teneur de 3,53%, dix fois plus élevée que dans I’HE obtenue par hydrodistillation
ou sa teneur est de 0,31%. Donc La présence du valencene avec une teneur dix fois plus élevée dans

I’HE-EV a contribué a jaunir davantage cette HE.
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Tableau 8 : structures des composés issus de 1’analyse des huiles obtenues par hydrodistillation et par
entrainement a la vapeur

Méthodes Hydrodistillation Entrainement a la vapeur

iﬁ (\/\/\/\ acétate de 0

(Z) 3-undécéne bornyle o

B-myrcene (0]
Structures des 3,4,4-triméthyl-2
COFﬂpOSéS -cyclohexeén-1-one
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2.3.2.3- Activité antioxydante des huiles essentielles des tiges feuillées et fleurs de E.

praetermissa

La mesure des absorbances des huiles essentielles par spectrophotométrie, révele que les huiles

essentielles ont une trés bonne capacité réductrice donc une bonne activité (Figure 28).
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- HE-EV : huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur
- HE-HD : huile essentielle obtenue par hydrodistillation
- Vit. C: vitamine C

Figure 28 : histogrammes des pourcentages de réduction en fonction des concentrations

La CRso de ’HE-HD (0,026 +0,01 mg/mL) est supérieure a celle de de la vitamine C (0,021
10,01 mg/mL, référence) et a celle de ’HE-EV (0,014 +0,01 mg/mL). L’HE-EV aurait un potentiel

antioxydant plus élevé que la vitamine C et I’'HE-HD.

Cette bonne activité antioxydante des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par
entrainement a la vapeur de la partie aérienne de E. praetermissa pourrait étre due aux teneurs
élevées de composés oxygenés (33,11 % - 49,63 %). En général, les huiles essentielles riches en
composés o0xygeénes présentent une activité antioxydante plus marquée que celles riches en terpenes

hydrocarbonés (Benov, 1994).

Les études sur la composition chimique des huiles essentielles des plantes aromatiques en relation
avec le screening de leurs activités biologiques sont abondantes. Il est établi dans de nombreux
travaux que I’activité d’une huile essentielle est en rapport avec les composeés majoritaires et les
possibles effets synergiques entre les constituants (Oussou et al, 2009 ; Oussou et al., 2010 ; Saint,
2003 ; Kalemba et Kunicka, 2003).
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La composition chimique des HE des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa en composés
majoritaires est le 1-undécene 25,58 %, I’oxyde de caryophyllene 24,02 %, le caryophyllene 8,34
%, et le B-myrcene 5,16 % pour HE-HD et le 1-undécene 23,66, 1’oxyde de caryophylléne 27,74 %,
le caryophyllene 9,06 %, le phytol 10,82 %, et le 6, 10,14-triméthylpentadécan-2-one 7,63 % pour
HE-EV. Les composés 1-undécéne et oxyde de caryophylléne les plus abondants pour les deux
méthodes ne peuvent expliquer I’activité antioxydante des deux HE. La présence du phytol dans
HE-EV, a plus de 17 fois dans HE-HD (0,62 %), pourrait expliquer la forte activité de I’HE-EV. Le

phytol étant connu comme possedant une forte activité antioxydante (Santos et al., 2013).

En somme, la comparaison des activités antioxydantes selon les deux méthodes d’extraction montre
que I’huile essentielle extraite par entrainement & la vapeur a une plus grande activité que celle

obtenue par hydrodistillation.

2.3.2.4- Activité antibactérienne des huiles essentielles des tiges feuillées et fleurs de E.

praetermissa

Les résultats des tests ont montré que I’huile essentielle des tiges feuillées et fleurs de Emilia
praetermissa a une activité sur quatre des sept souches bactériennes utilisées (Tableau 9).

Tableau 9: Résultats des tests antibactériens de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation

Souches HE E. praetermissa Gentamycine (référence)
di CMI CMB CMB/CMI di CMI CMB CMB
(mm) (mg/mL) (mg/mL) (mm) ICMI
S. aureus 12 3,75 30 8 30 0,006 001 2
S. epidermidis 14 3,75 30 8 30 0,0025 0,005 2
S. typhimirium 0 - - - 28 - - -
E. coli 0 - - - 28 - - -
K. pneumoneae 15 3,75 30 8 35 0,005 0.01 2
P.aeruginosa 0 - - - 30 - - -
B. subtulis 9 - - - 34 0,0025 0,005 2

di: diamétre d’inhibition ; CMI: Concentration Minimale Inhibitrice ; CMB: Concentration Minimale bactéricide ; - :sans effet

Au regard des diamétres des zones d’inhibition obtenus par le screening, ’'HE-HD de E.
praetermissa est efficace contre S. aureus (12 mm, CMI = 3,75 mg/mL et CMB = 30 mg/mL), S.
epidermidis (14 mm, CMI = 3,75 mg/mL et CMB = 30 mg/mL), K. pneumoneae (.15 mm, CMI =
3,75 mg/mL et CMB = 30 mg/mL). La littérature consultée ne mentionne pas d’activité
antibactérienne pour le composé majoritaire le 1-undécene (25,58%). Cette activité pourrait étre
donc justifiée par la présence de composés tres significatifs tels que 1’oxyde de caryophléne
(24,02%), 1e B-caryophylléne (8,34 %), et le B-myrcéne (5,16 %) dont les activités antibactériennes
sont mentionnées (Inoue et al., 2004 ; Matasyoh et al., 2007 ; Dahaham et al., 2015).
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Du fait de la plus grande sensibilité lors du test avec I’huile essentielle obtenue par
hydrodistillation, S. épidermidis et K. pneumoneae ont été choisies pour le test comparatif.
Appliguées aux mémes souches, les huiles essentielles obtenues par entrainement a la vapeur et par
hydrodistillation ont donné des zones d’inhibition sensiblement différentes (Tableau 10).

Tableau 10 : Zones d’inhibition des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par entrainement
a la vapeur contre les bactéries S. épidermidis et K. pneumoneae

Souches HE-EV HE-HD OXYTETRACYCLINE
di(mm) di(mm) (référence) di(mm)

K. pneumoneae 13 15 30

S. épidermidis 14 15 30

HE-EV : huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur
HE-HD : huile essentielle obtenue par hydrodistillation

Les diametres d’inhibition se situent dans le méme intervalle d’efficacité (Berghe Vlietinck, 1991).
Les zones d’inhibition sont assez proches pour K. pneumoneae (13 mm-15 mm) et S. épidermidis
(14 mm — 15 mm) donc les HE extraites par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau
ont la méme efficacité.

Les différences constatées au niveau des diamétres d’inhibition pourraient s’expliquer par la teneur
des composés responsables des activités contre S. épidermidis et K. pneumoneae, parmi ces
composés, il y a I’a-pinéne (3,35 % dans I’HE-HD contre 1,30 % dans I’HE-EV) et le B-pinéne
(2,74 % dans ’HE-HD contre 0,64 % dans I’'HE-EV) (Leite et al., 2007).

2.3.2.5- Activité antifongiques de ’HE-HD de E.praetermissa

L’HE des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa a montré une activité antifongique contre C.
albicans (12 mm, CMI = 3,75 mg/mL et CMB = 30 mg/mL), C. tropicalis (12 mm, CMI = 3,75
mg/mL et CMB = 30 mg/mL) et C. glabrata (11 mm, CMI = 3,75 mg/mL et CMB = 30 mg/mL)
(Tableau 11).

Tableau 11 : diamétres d’inhibition et concentrations minimales obtenues avec I’HE-HD des tiges
feuillées et fleurs de E. praetermissa.

champignons di HE-HD CMI CMF CMF/CMI  Amphotéricine B (référence)

(mm di CMI CMB CMB/CMI
C.albicans 12 3,75 30 8 35 0,05 0,1 2
C. tropicalis 12 3,75 30 8 30 0,05 0,1 2
C.glabrata 11 3,75 30 8 35 005 0,11 2

di: diamétre d’inhibition ; CMI: Concentration Minimale Inhibitrice ; CMB: Concentration Minimale fongicide

Les monoterpénes (14,20%) et leurs isoméres sont connus pour leurs activités antifongiques (Iraji

et al., 2020). Les composes tels que I’a-pinene (3,35 %), le B-pinéne (2,74 %) contenus dans 1’huile
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essentielle des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa manifestent de trés bonnes activités
antifongiques (Nobrega et al., 2021 ; Andrade et al., 2018)

2.3.2.6-Conclusion sur I’étude des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par
entrainement a la vapeur des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa

Cette étude montre que 1’huile essentielle des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa, riche en
composés oxygeénes, possede une bonne activité antioxydante. Cette huile essentielle est efficace
contre.les bactéries S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoneae, puis contre C. albicans, C. tropicalis
et C. glabrata. Ce qui pourrait expliquer I’abondante utilisation de cette plante en médecine
traditionnelle. Néanmoins, dans le cas des huiles essentielles, selon que 1’on distille par
hydrodistillation ou par entrainement a la vapeur, il y a des variations aux niveaux des couleurs des
huiles, des rendements, des compositions chimiques et des activités biologiques. Selon 1’étude, il
existerait au moins 10 & 20% de différences dans la composition chimique ce qui impliquerait la
différence des activités, antioxydante et antimicrobienne.

2.3.3- Porophyllum ruderale (P. ruderale)

2.3.3.1- Composition chimique des huiles essentielles des tiges feuillées et fleurs de P.

ruderale
» Hydrodistillation
L’ analyse de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées et fleurs de P.
ruderale, a révélé la présence de quinze composés (Tableau 11). Elle est majoritairement
constituée d’hydrocarbures monoterpéniques (72,83%), d’alcénes (14,38%), d’hydrocarbures
sesquiterpeniques (4,34%) puis minoritairement de composés oxygénés (0,66%) (Figure 27).

m Alcénes m Monoterpénes
Sesquiterpénes m Composés 0Xygénés

Figure 29: Diagramme comparatif des différentes familles chimiques de I’huile essentielle obtenue par
hydrodistillation de la partie aérienne de Porophyllum ruderale
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Tableau 12 : Composition chimique de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation de la partie aérienne
de Porophyllum ruderale

N° COmposés Tr Ir m/z m/z des principaux pics %
(min.) Total

1 a-pinéne 12,63 925 136 93;77;121;105; 41 1,24

2 B-pinene 15,36 967 136 93;41;69;77;121 12,96

3 B-myrcene 16,77 989 136 93;69;41;77 ;53 49,58

4 limonene 19,10 995 136 93;68;79;107 ;121 6,45
1 41: 53

5 y-terpinéne 20,78 1046 136 93;79;41;105;121; 2,60
53

6 1-undecene 23,89 1090 154 41:;55;70;83;97 13,64

7 (2)-3-undécene 24,49 1098 154 150;69;81;41;53; 0,74
135

8 o -copaéne 43,34 1376 204 162 ; 147 ; 119 ; 189 ; 2,39
105

9 B-élémeéne 44,46 1393 204 108;189;91;79; 147 1,00
;133 ;41

10 caryophylléne 45,42 1409 204 91:;80:;41;133;107; 0,27
69 ; 119

11 a-muuroléne 47,51 1443 204 93;41;100;69;55; 0,25
147 ;79

12 valencéne 51,26 1505 204 41:69:;81;95; 107 0,43

13 oxyde de caryophylléne 55,09 1572 220 41;91;69;105;121; 0,31
55; 149

14 phytol 81,02 2085 128 69;41;83;55;93 0,18

15 acétoacétate d’éthyl- 90,31 2302 262 229 ; 44 0,17

pipéronylidene

Alcénes non terpéniques 14,38

Monoterpenes hydrocarbonés 72,83

Sesquiterpénes hydrocarbonés 4,34

Composés oxygénés 0,66

Total 92,21

Tr : temps de rétention, Ir : indice de rétention, m/z : rapport masse-charge, % ; pourcentage

Les composés majoritaires sont représentés par un monoterpéne acyclique majoritaire (3-myrceéne,
49,58%), un hydrocarbure oléfinique (1-undécéne, 13,64%) et le monoterpene bicyclique (B-pinene,
12,96%) (Figure 30).

| VAVAVAVAVAN

1-undécéne

B-myrcéne B-pinene

Figure 30 : composés majoritaires de I’HE-HD de P. ruderale
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Aussi des composés mineurs tels que le sesquiterpéne bicyclique copaéne (2,39%) et le monoterpéne
y-terpinene (2,60%) (Figure 31).
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Figure 31 : Histogrammes des composés majoritaires dans I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation
des tiges feuillées de P. ruderale

Des travaux ont ét¢ menés sur 1’huile essentielle de P. ruderale, dans d’autres pays. En Bolivie,
Loayza et al. (2000) ont identifié le sabinéne (64%) comme carbure monoterpénique majoritaire.
Au Bresil, Fonsceca et al. (2006) ont montré la présence de B-phéllandréne majoritaire dans les
huiles essentielles des feuilles et des fleurs de la méme plante. Et Raggi et al. (2014) ont comparé
la composition chimique des huiles essentielles des deux sous-especes P. ruderale cultivées dans
deux régions geographiquement différentes. Les résultats ont montré que la composition chimique
des huiles essentielles des deux sous-especes est différente selon la région de croissance. De plus,
de grandes variations existent entre les stades végétatif et reproducteur en ce qui concerne la
composition chimique des huiles de Porophyllum ruderale var.macrocephalum.

Au Venezuela, Rondén et al. (2008) ont montré la coexistence dominante du binbme limonéne-f-
phellandréne (50,3%) et du sabinéne (20,2%).

Ainsi, il existerait une variabilité bien établie au niveau de la composition chimique de I’huile
essentielle obtenue de la partie aérienne par hydrodistillation de P. ruderale selon la zone et la
période de récolte.

> Entrainement a la vapeur d’eau

Quant a I’analyse chimique de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau
des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale, elle a révélé onze composés (Tableau 13), soit 99,38%

de la composition totale de I’huile essentielle.
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Tableau 13 : Composition chimique de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau des

tiges feuillées de P. ruderale

N° COmposés Tr(min) Ir m/z m/z des principaux pics %
Total
1 apopinéne 12,61 925 122 9377 0,32
2 B-pinene 15,36 967 136 93;41;69;77;121 7,42
3 B-myrcéne 16,76 989 136 93;41;69;79 62,01
4 limonene 19,10 1023 136 93:67;79;121;107 ;41 5,02
5 B-ociméne 20,08 1036 136 93 ;77 ;105 0,13
6 y-terpinene 20.78 1046 136 93;79;41;105; 121 10,99
7 1-undécene 23.88 1090 154 41:55;70;83;97 9,24
8 o -copaéne 43,34 1376 204 162 ; 147 ;119 ; 105 ; 189 1,25
9 B-élémeéne 44,45 1393 204 91;108;189;121;79; 0,33
133
10 10-épi-x- 57,91 1622 222 161 ;189 ;105; 133;77; 0,58
eudesmol 59
11 cadinol 58,98 1641 222 149 ;59 ; 161 ; 189 ; 105 ; 2,09
93
Alcénes non terpéniques 9,24
Monoterpenes hydrocarbonés 85,89
Sesquiterpénes hydrocarbonés 1,58
Composés oxygénés 2,67
Total 99,38

TR : temps de rétention, IR : indice de rétention, m/z : rapport masse-charge, % ; pourcentage

L’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau des tiges feuillées et fleurs de P.

ruderale est largement dominée par les hydrocarbures monoterpéniques (85,89%) et les alcénes

(9,24%) puis minoritairement de composes oxygénés (2,67%) et d’hydrocarbures

sesquiterpéniques (1,58%) (Figure 32).

m Alcénes

1,58%

Sesquiterpénes

2,67%

m Monoterpénes
m Composes oxygénés

9,24%

Figure 32 : Diagramme comparatif des teneurs des différentes familles chimiques dans I’huile essentielle

obtenue par entrainement a la vapeur des tiges feuillées et fleurs de P.ruderale

Les composes majoritaires sont représentés par un monoterpéne acyclique majoritaire le f-

myrcéne (62,01%), un monoterpéne cyclique isomérique, le vy-terpinéne (10,99%), un
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hydrocarbure oléfinique, le 1-undécéne (9,24%), un monoterpene bicyclique, le B-pinéne,
(7,42%) et un hydrocarbure terpénique cyclique, le limonéne (5,02%). Les spectres des deux

composés a plus fortes teneurs issus de 1’analyse ont été représentés.

Aussi en plus petite teneur 1’hydrocarbure sesquiterpénique bicyclique a-copaene (1,25%) et le

sesquiterpene oxygéné cadinol (2,09%) (Figure 33).
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Figure 33 : Histogrammes des composés majoritaires dans I’huile essentielle obtenue par entrainement a
la vapeur des tiges feuillées de P. ruderale

2.3.3.2- Comparaison de la composition chimique des huiles essentielles des tiges feuillées de

P. ruderale

Plusieurs composés se retrouvent dans les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par
entrainement a la vapeur. Ces composés similaires représentent 96,26% de la composition de 1’huile
obtenue par entrainement a la vapeur et ont une teneur de 88,62% de 1’huile essentielle obtenue par
hydrodistillation (Figure 34). Cependant la comparaison des compositions chimiques des huiles
essentielles fait transparaitre une petite différence au niveau des teneurs totales pour les huiles

essentielles obtenues.

Les tiges feuillées et fleurs de P. ruderale sont composées d’alcénes non terpéniques (14,38 %
dans I’HE-HD et 9,24 % dans I’HE-EV), de monoterpénes (72,83% dans I’HE-HD et 85,89 % dans
I’HE-EV), de sesquiterpénes (4,34 % dans I’HE-HD et 1,58% dans I’HE-EV) et de composés
oxygeéneés (0,66 % dans I’HE-HD et 2,67 % dans I’HE-EV). L’HE des tiges feuillées et fleurs est
constituée en grande proportion de monoterpénes. La teneur élevée en monoterpéne de ’'HE-EV par
rapport a I’HE-HD ne peut étre expliquée par les systémes de réccupération. Cependant du fait des

réctions favorisées par I’hydrodistillation, leur teneur est inférieure a celle de I’entrainement a la
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vapeur. La formation du cation terpényl par exemple pourrait conduire soit & des monoterpénes
cycliques comme le pinéne (o et B), le limonéne, le sabinéne ou le y-terpinene soit a des
monoterpenes acyclique tels que le myrcene ou le (E)-p-ociméne (Ramak et al., 2014). Le myrcéne
(49,58%) qui est le composé majoritaire est un 1,3-diene, donc favorable a une réaction de type
Diels-Alder pour donner un cycle plus grand d’ou une teneur légérement élevée de sesquiterpénes

(4,34% dans I’HE-HD contre 1,58% dans ’HE-EV)

100 ~
90 -
80 -
70 -
gg ] = HE hydrodistillation
40 A
30 - HE entrainement ila
20 - a la vapeur
10 - S s
0 : .
% des compsés % des composés
identiques presents
exclusivement dans
chaque huile

Figure 34 : Histogrammes comparatifs de présence des composés dans les huiles essentielles obtenues
par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau des tiges feuillées de P. ruderale

Les composés majoritaires sont les mémes avec des teneurs différentes dans 1’huile essentielle
obtenue par hydrodistillation et celle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau, ce sont le p-
myrcene (49,58-62,01%), le 1-undécene (13,64-9,24%), le B-pinene (12,96-7,42%), le v-
terpinéne (2,60-10,99%) et le limonene (6,45-5,02%). Le composé majoritaire B-myrcene, a une
teneur plus élevée dans I’huile essentielle obtenue a 1’entrainement a la vapeur (Figure 35).
L’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur se fondent en grande partie sur le méme principe,
celui d’entrainer les composés volatils par la vapeur d’eau. Le contact de la plante avec 1’eau est
la principale différence. Cependant la grande sensibilité des composés insaturés qui composent
les huiles essentielles, entraine des modifications certaines d’un environnement expérimental a
un autre d’ou I’apparition d’artéfacts dans I’HE-HD. Ces artéfacts diminuent la teneur des

composés dont ils sont issus.
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Figure 35 : Diagrammes comparatifs des teneurs des composés identiques dans les huiles essentielles
obtenues par entrainement a la vapeur d’eau et par hydrodistillation des tiges feuillées et fleurs de

P.ruderale

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation contient exclusivement des composés qui sont
absents dans I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur, ce sont le a-pinene (1,24 %),
le (Z)-3-undécéne (0,74 %), le caryophyllene (0,27 %), le a-muuroléne (0,25 %), le valencéne (0,43
%), I’oxyde de caryophylléne (0,31 %), le phytol (0,18 %), I’acetoacetate d’éthylpipéronylidéne
(0,17 %). Ces composes qui représentent environ 3,59% de la composition de I’huile essentielle
obtenue par hydrodistillation pourraient étre des artéfacts. Des composés qui seraient issus de
réactions de conversion, c’est le cas de 1’a-pinéne (1,24 %) qui pourrait étre la conversion de
I’apopinene et du B-ocimene qui eux sont présents dans I’HE-EV.

Egalement I’huile essentielle obtenue par entrainement & la vapeur d’eau contient quelques
composés minoritaires qui sont absents dans I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation, a
savoir 1’apopinene (0,32%), le p-ocimene (0,13 %), le 10-épi-x-eudesmol (0,58 %) et le cadinol
(2,09 %) (Tableau 14).

En plus de la zone et la période de récolte, la méthode d’extraction influencerait également la

composition chimique de I’huile essentielle de la partie aérienne de P. ruderale.
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Tableau 14 : Structures des constituants des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par
entrainement a la vapeur d’eau

Méthodes Hydrodistillation Entrainement a la vapeur

O

Structures  des (\/\/\/\ apopinéne
composes a-pinéne (2)-3-undécéne 2N\, /\/\/
présents y |
exclusivement T B-ociméne
dans chaque HE - HO
= H \[\\\ ~ N
1, H
a-muuroléne
valencene oxyde de caryophylléne -

HOLA -
10-épi-y-eudesmol

H

\/OY\H/ T H
N cadinol

Acetoacetate d' ethylplperonyhdene

Structures des
COMpOsés NN

identiques des limonéne L-undécene
HE obtenues B-pinene myrene
par  hydro-
distillation et
par I
entrainement
ala vapeur y-terpinéne
o-copaéne p-élémene I

En outre les HE des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale, le B-myrcéne qui est le composé
majoritaire se présente sous la forme d'un liquide jaunatre avec une forte odeur aromatique ce qui
pourrait expliquer la couleur jaune de ces HE (Anonyme 12). En plus, il est plus abondant (62,01%)

dans I’HE-EV des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale d’ou la forte intensité du jaune de cette HE.

2.3.3.3- Activité antioxydante des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par

entrainement a la vapeur des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale

La mesure de D’activité des huiles essentielles par spectrophotométrie, révele que les huiles

essentielles ont une bonne activité antioxydante (Figure 36).
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- HE-EV : huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau de Porophyllum ruderale ; HE-HD : huile essentielle
obtenue par hydrodistillation de Porophyllum ruderale ; Vit C : vitamine C

Figure 36 : histogrammes comparatifs des pourcentages de réduction des huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation, par entrainement a la vapeur et de la vitamine C

L’HE-EV a une CRsp= 0,019 + 0,01mg/mL tandis que celle de I’'HE-HD a une CRso= 0,084 +
0,0lmg/mL. L’HE-EV a une CRso plus basse que celle de la vitamine C (CRso= 0,021 +

0,01mg/mL ). Elle aurait donc une activité plus grande que la vitamine C et ’'HE-HD.

Plusieurs composés présents dans 1’huile essentielle de P. rudérale possedent individuellement une
activité antioxydante. La différence d’activité antioxydante des HE obtenues des deux méthodes

pourrait étre due probablement aux teneurs des composés.

C’est le cas par exemple du y terpinéne et le myrcene. En effet, le y-terpinéne est présent a 10%
dans ’'HE-EV et a 2,60 % dans I’HE-HD de P. ruderale. Le myrcéne égalemnt a une teneur de
62,01 % dans I’HE-EV contre 49,68 % dans I"'HE-HD. Or, ces deux composés sont connus pours
leurs fortes activités antioxydantes (Ruberto et Barrata, 2000 ; Foti et Ingold, 2003 ; Li et Liu,
2009 ; Ciftci et al., 2011).

De méme, le valencéne est dix fois plus abondant dans 1’huile essentielle obtenue par I’entrainement
a la vapeur d’eau (3,53%) que dans I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation (0,31%). Le
valencene est réconnu disposé de propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, insecticides et anti-
allergiques (yang et al., 2016 ; Gallity et al., 2018 ; Ho Jin et al., 2011.). Ces composés ont donc
pu augmenter le potentiel antioxydant de ’'HE-EV.
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L’activité de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur est largement au-dessus de

celle de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation.

2.3.3.4- Activité antibactérienne des huiles essentielles des tiges feuillées et fleurs de P.
ruderale
Les résultats des tests antibactériens (Tableau 15) ont montré que 1‘huile essentielle de P. ruderale

est dépourvue d’activité contre S. typhimirium (00 mm), E. coli (00 mm) et P. aéruginosa (00 mm),
mais sont moyennement efficaces contre K. pneumoneae (20 mm), B. subtilus (18 mm), S. aureus
(15 mm) et S. épidermidis (24 mm). Elle présente par ailleurs, un effet bactériostatique avec une
plus grande sensibilité contre S. épidermidis et K. pneumoneae. Les monoterpénes tels que 1’a-
pinene (1,24 %), le B-pinéne (12,96 %), le B-myrcéne (49,58 %), le limonene (6,45 %) et le y-
terpinene (2,60 %) possedent des activités antibactériennes ((Inoue et al., 2004 ; Matasyoh et al.,
2007 ; Dahaham et al., 2015).

La littérature évoque cette bonne activité antibactérienne des huiles essentielles de P. rudérale
(Rondén et al., 2008 ; Takashi et al. 2011 ; Gabrielle et al., 2011 ; Ulzias et al., 2012).

Tableau 15: Concentrations minimales inhibitrice et bactéricide des huiles essentielles de P. ruderale.

Souches HE P. ruderale Gentamycine (référence)
di CM CM CMB/C di CMmI CMB CMB
| B Ml /CMI

S. aureus 15 3,75 30 8 30 0,005 0,01 2
S. 24 3,75 15 4 30 0,0025 0,005 2
epidermidis
S. 0 - - - 28 - - -
typhimirium
E. coli 0 - - - 28 - - -
K. 20 3,75 15 4 35 0,005 0,01 2
pneumoneae
P. 0 - - - 30 - - -
aeruginosa
B. subtulis 18 3,75 30 8 34 0,0025 0,005 2

Les souches S. epidermidis et K. pneumoneae ont été choisies pour le test comparatif du fait de leur
plus grande sensibilité. Appliquées contre les mémes souches, les huiles essentielles obtenues a
I’entrainement a la vapeur et par hydrodistillation ont donné des zones d’inhibition différentes
(Tableau 16).
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Tableau 16: Zones d’inhibition des huiles essentielles des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale contre
S. epidermidis et K. pneumoneae

Souches HE-EV HE- HD Oxyteétracycline (référence)
di (mm) di (mm) di (mm)

K. pneumoneae 15 18 30

S. epidermidis 20 15 30

La zone d’inhibition des échantillons dépend de la souche bactérienne. Néanmoins le diamétre des
zones d’inhibition indique que les huiles essentielles ont le méme ordre d’activité. Elles ont une
activité moyenne sur les bactéries. Ces variations au niveau des activités pourraient étre dues a la

présence de certains composés minoritaires présents de part et d’autre.

2.3.3.5- Activité antifongique de ’HE-HD des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale
L’HE-HD des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale a un effet fongistatique sur les champignons

testés. Les diametres des zones d’inhibition et les concentrations minimales sont consignés dans le
tableau ci-dessous (Tableau 17).

Tableau 17 : diamétres des zones d’inhibition et les concentrations minimalesde ’'HE-HD

Champignons Di HE- CcwMi CMF CMF Amphotéricine B (référence)
HD /CMI
(mm) di CMI CMF cMmI/
CMF
C. albicans 14 3,75 30 8 35 0,05 0,1 2
C. tropicalis 12 3,75 30 8 30 0,05 0,1 2
C. glabrata 13 3,75 30 8 35 0,05 0,1 2

di : diametre d’inhibition ; CMI : Concentration Minimale Inhibitrice ; CMF : Concentration Minimale Fongicide

L’HE-HD des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale est riche en monoterpenes (72,83 %) qui sont
connus pour leurs activités antifongiques (Iraji et al., 2020). Les composés tels que 1’a-pinene (1,24
%), le B-pinéne (12,96%), le B-myrcéne (49,58 %) et le limonene (6,45 %) contenus dans 1’huile
essentielle des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale manifestent de trés bonnes activités
antifongiques (Nobrega et al., 2021 ; Mufoz et al., 2020, Andrade et al., 2018, Wilson et al.,
2007)

2.3.3.6- Conclusion sur I’étude des huiles essentielles des tiges feuillées et fleurs de P.

ruderale

Les huiles essentielles des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale sont majoritairement dominées par
les hydrocarbures monoterpéniques. Cette étude montre que le mode d’extraction influence 1’huile

essentielle des parties aériennes de P. ruderale.
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L’entrainement a la vapeur d’eau donne une huile essentielle dont la composition est plus proche de
la réalité car ses constituants ont une teneur plus élevée que leurs homologues obtenus par
hydrodistillation. L’hydrodistillation étant favorable a plusieurs réactions produit des artéfacts
augmentant ainsi le nombre de composes. De ce fait les huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation et par entrainement a la vapeur différent au niveau des couleurs des huiles, des
rendements, des compositions chimiques et des activités antioxydante et antimicrobienne.

Les huiles essentielles ont revelée de tres bonnes activités anti-oxydante et antimicrobienne.

2.3.4- Premna quadrifolia (P. quadrifolia)
2.3.4.1- Composition chimique des huiles essentielles des tiges feuillées de Premna quadrifolia
L’analyse de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées de P. quadrifolia a

révélé vingt-huit composés qui font environ 91,92% de la composition totale de I’'HE (Tableau 18).

Tableau 18 : Composition chimique de I’HE obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées de P.

quadrifolia
N° COMPOsEés Tr Ir m/z m/z des principaux %
(min) pics Total

1 B-pinene 15,35 967 136 93;77;41 0,12

2 1-octén-3-ol 16,06 978 128 57;43;72;85; 0,52
99

3 B-myrcene 16,74 989 136 93;41;6979;53 4,69

4 D- limonéne 19,10 1023 136 93;68;79;41; 0,13
121

5 carvacrol 37,98 1293 150 135:;91;115; 0,27
107 ; 43

6 a-cubébéne 41,22 1343 204 161;119;105; 0,19
81:91:;44

7 copaene 42,80 1368 204 161;105; 119; 5,56
91;41;81

8 B-élémeéne 43,92 1385 204 93:;81;67;41; 5,97
161 ; 189 ; 107,
147 ;53 ; 133

9 caryophyllé-ne 45,44 1409 204 133;93;79;41; 16,24
105 ;69 ; 120;
161 ; 189

10 humuléne 47,52 1443 204 93:121;80; 147 ; 12,46
41

11 nérylacétone 47,95 1450 194 43;69;151;107; 0,93
93 ;136

12 B-farnésene 48,15 1454 204 41;69;93; 161; 0,57
133; 120

13 y-muuroléne 49,24 1472 204 161;105;91; 14,75
119:41; 79

14 a-sélinéne 50,09 1486 204 189;93; 197; 1,54
133 ;161 ;41;
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15 bicyclogermacrene 50,63 1495 204 79;67;93;105; 2,23

161 ;41 ;119;
133;189 ;53
16 y-cadinene 51,25 1505 204 161;41;93;79; 1,82
105;69 ;119
17 cadina-1(10),4-diéne 51,90 1516 204 161 ;119 ; 134 ; 4,68
105 ;91 ;189
18 eudesma-3,7(11)-diéne 53,18 1538 204 93;41;67;121; 0,40
77 ;105
19 cadina-3,9-diéne 53,36 1542 204 93:79;43;107; 0,21
59;69 ;121
20 germacrene B 53,60 1546 204 93:119;105;41; 0,38
81:133;67 ;161
21 palustrol 54,44 1560 222 69 ;92 ;107 ;41; 0,82
161 ;55
22 oxyde de caryophylléne 55,08 1571 220 79:41:;91;105; 2,70
69;55; 121
23 3, 4,4-trimethyl-2- 56,59 1598 138 109 ;96 ; 67 ; 138; 1,55
cyclohexén-1-one 43 :79:;55;123
24 cubénol 58,52 1633 222 161;43;91;77; 0,71
121;134
25 a-cadinol 59,19 1645 222 204 ;43 ;121 ; 1,57
161;95;81; 109 ;
69 ;189 ; 135
26 a-bisabolol 61,08 1680 222 119; 109 ;69 ; 43; 5,20
204 ;93 :55:161;
79
27 6, 10,14- 69,50 1842 268 43;58;71;109; 4,54
triméthylpentadecan-2- 85:124 ;250
one
28 phytol 82,08 2109 128 71;43;123;56; 1,17
83;95
Monoterpénes hydrocarbonés 4,94
Sesquiterpénes hydrocarbonés 67,52
Composés oxygénés 19,46
Total 91,92

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées de P. quadrifolia est constituée
de sesquiterpénes (67,52%), de composes oxygénés (19,46%) et de monoterpénes (4,94%) (Figure
37).
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Figure 37: Diagramme des différentes familles chimiques de 1’huile essentielle obtenue par hydrodistillation

des tiges feuillées de P. quadrifolia

Les composés majoritaires sont, le caryophylléne (16,24%), I’humuléne (12,46%), puis le y-
muuroléne (14,75%) (Figure 38).

N

p-caryophylléne a-humuléne /N y-muuroléne
Figure 38 : composés majoritaires de I’HE-HD de P. quadrifolia
En outre , des composés mineurs significatifs tels que le monoterpene acyclique le B-myrcene
(4,69%), les sesquiterpénes le copaene (5,56 %), le B-élémene (5,97%), le bicyclogermacréne
(2,23%), puis les sesquiterpénes oxygenés, 1’oxyde de caryophylléne (2,70%) et 1’a-bisabolol
(5,20%) et enfin la cétone le 6,10,14-triméthylpentadecan-2-one (4,54%) sont présents (Figure 39).
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Figure 39 : Histogrammes des composés majoritaires dans I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation
des tiges feuillées de P. quadrifolia
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Adjalian et al. (2015) au Bénin ont aussi obtenu une HE de cette plante dominée par les

sesquiterpénes avec comme composes majoritaires le B-éléméne (21%) et le B-caryophylléne

(13,1%) (Adjalian et al., 2015). Les deux études présentent quasiment les mémes composés avec

des teneurs différentes. Cette similarité pourrait s’expliquer par des conditions pédoclimatiques

quasi identiques en Afrique de 1’ouest.

> Entrainement a la vapeur d’eau

L'huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau des tiges feuillées de P. quadrifolia met

en évidence seize composeés, soit environ 99,55% (Tableau 19).

Tableau 19: Composition chimique de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau des

tiges feuillées de P. quadrifolia

Pics COMposés Tr Ir m/z m/z des principaux %
pics Total
1 B-pinéne 15,34 967 136 41;65;77;93;136 0,77
2 B-myrcéne 16,75 989 136 41;53;69;79,;93; 5,08
3 D- limonene 19,12 1023 136 41;53;68;79;93; 1,03
107 ;121 ;136
4 a-cubébene 42,80 1368 204 41;91;105;119; 7,58
160 ; 204
5 B-élémene 43,87 1385 204 41;53;67;81;93; 5,29
107 ; 119 ;160 ; 189
6 caryophylléne 45,43 1409 204 41;69;79;91; 35,84
105 ; 138 ; 147 ;
161 ; 189
7 a-humuléne 47,52 1443 204 41;80;93;121; 14,40
147 ; 204
8 y-muuroléne 49.24 1472 204 41;77;91;105; 6,94
119; 160 ; 204
9 a-sélinene 50,09 1486 204 44 ;79;91;105; 0,47
119 ; 133 ;162 ;189
10 bicyclogermacréne 50,64 1495 204 41;53;67;79;93; 1,18
107 ; 119 ; 133;
147 ;161 ; 189
11 y-cadinene 51,22 1504 204 41;69;79;91; 1,40
105; 119 133;
160 ; 204
12 cadina-1(10),4- 51,90 1516 204 41;91;105;119; 3,96
diéne 134 ;161 ;189 ; 204
13 oxyde de 55,09 1572 220 41;55;69;79;93; 6,32
caryophyllene 107 ;121
14 cubénol 56,60 1598 222 43;67;81;96; 1,12
123 ;138
15 a-bisabolol 61,09 1680 220 43;55;69;79;93; 2,94
109 ; 119 ;161 ; 204
16 6,10,14- 69,51 1842 268 43;58;71;95; 5,24
trimethylpentadec 109 ; 123 ; 250
an-2-one
Monoterpénes hydrocarbonés 6,88
Sesquiterpénes hydrocarbonés 77,05
COMPOSES 0Xygenés 15,62
TOTAL 99,55

Tr : temps de rétention, Ir : indice de rétention, m/z : rapport masse-charge, % : pourcentage
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L’huile essentielle est principalement composée de sesquiterpénes hydrocarbonés (77,05%), de
composés oxygeénés (15,62%) et de monoterpénes (6,88%) (Figure 40).

15,62% 6,88%

%

m Monoterpénes ® Sesquiterpénes ™ composes 0Xygénés

Figure 40: Diagramme comparatif des teneurs des différentes familles chimiques dans 1’huile essentielle

obtenue par entrainement a la vapeur des tiges feuillées de P. quadrifolia

Les principaux composés sont le caryophyllene (35,84%), et I’a-humuléne (14,40%) (Figure 41).

N

B-caryophylléne a-humulene

Figure 41 : Composés majoritaires de ’HE-EV de P. quadrifolia

A ces composés majoritaires s’ajoutent le monoterpéne -myrcéne (5,08%), les sesquiterpenes 1’a-
cubébene (7,58%), le y-muuroléne (6,94%), le B-élémene (5,29%) et le cadina-1(10),4-diéne
(3,96%). Il y aussi la présence remarquable de quelques composés oxygénés tels que, le
sesquiterpéne oxygénés 1’oxyde de caryophyllene (6,32%) et la cétone 6,10,14-
trimethylpentadecan-2-one (5,24%) (Figure 42).
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Figure 42 : Histogrammes des composés majoritaires dans 1’huile essentielle obtenue par entrainement a
la vapeur des tiges feuillées de P. quadrifolia

2.3.4.2- Comparaison de la composition chimique des huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau des feuilles de Premna quadrifolia

Les huiles essentielles obtenues par les deux méthodes sont liquides a température a ambiante. Celle
obtenue par hydrodistillation est jaune-orangé et celle obtenue par entrainement a la vapeur est
jaune.

Le rendement de I’hydrodistillation de type clevenger est plus élevé que celui obtenu a
I’entrainement & la vapeur d’eau. Seize composés sont identiques dans les huiles essentielles. Ces
composés représentent 77,97 % de la composition de 1’huile essentielle obtenue par hydrodistillation
et environ 99,55% de la teneur de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur (Figure
43).

Les monoterpénes hydrocarbonés (4,94% dans I’HE-HD et 6,88 % dans I'HE-EV) et les
sesquiterpénes hydrocarbonés (67,52% dans I’HE-HD et 77,05 % dans I’HE-EV) sont plus
abondants dans ’HE-EV. Cependant les composés oxygenés (19,46 % dans I’HE-HD et 15,62%
dans ’'HE-EV) sont plus représentés dans I’HE-HD. Une oxydation des composés hydrocarbones a
pu se produire dans I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation du fait de la proximité des

plantes avec I’eau dans cette méthode.
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Figure 43: Histogrammes comparatifs de présence des composés dans les huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation et par entrainement a la vapeur des feuilles de Premna gquadrifolia

Les composés identiques sont le B-pinene (0,12 % dans I’HE-HD contre 0,77 % dans I’'HE-EV), le
B-myrcene (4,69% dans PHE-HD contre 5,08% dans I’'HE-EV), le D- limonene (0,13 % dans I’'HE-
HD contre 1,03 % dans ’HE-EV), I’a-cubébéne (0,19 % dans ’HE-HD contre 7,58 %), le B-éléméne
(5,97 % dans ’'HE-HD contre 5,29 % dans I’HE-EV), le B-caryophylléne (16,24 % dans 'HE-HD
contre 35,84 % dans I’HE-EV), I’a-caryophylléne (12,46 % dans ’HE-HD contre 14,40 % dans
I’HE-EV), le y-muuroléne (14,75 % dans I’'HE-HD contre 6,94 % dans I’HE-EV), I’a-sélinene (1,54
% dans I’'HE-HD contre 0,47 % dans I’HE-EV) , le bicyclogermacréne (2,23 % dans I’'HE-HD contre
1,18 % dans I’HE-EV), le y-cadinéne (1,82 % dans ’'HE-HD contre 1,40 % dans I’HE-EV), le
cadina-1(10),4-diene (4,68 % dans I’HE-HD contre 3,96 % dans I'HE-EV), I’oxyde de
caryophyllene (2,70 % dans ’HE-HD contre 6,32 % dans I’HE-EV), le cubénol (0,71 % dans I’'HE-
HD contre 1,12 % dans ’'HE-EV), 1’a-bisabolol (1,57 % dans I’'HE-HD contre 2,94 % dans ’'HE-EV)
et le 6, 10,14-triméthylpentadecan-2-one (4,54 % dans ’'HE-HD contre 5,24 % dans I’'HE-EV). La
teneur de ces composés est géneralement élevée dans les huiles obtenues par entrainement a la
vapeur (Figure 44).
Le B-caryophylléne a une teneur réduite de moiti¢ dans ’HE-HD (16,24 %) contre 35,84 %

dans I’HE-EV. Le D-limonéne est dix fois moins abondant dans I’HE-HD (0,13 %) que dans
I’HE-EV (1,03 %). Des réactions d’oxydation ou de conversion partielles favorisées par 1’eau

dans I’hydrodistillation ont pu diminuer la teneur de ces composés (Deschepper, 2017).
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- HE-EV : huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau; HE-HD : huile essentielle obtenue par
hydrodistillation

Figure 44 : Histogrammes comparatifs des teneurs des composeés identiques dans les huiles essentielles
obtenues par entrainement a la vapeur d’eau et par hydrodistillation des tiges feuillées de P.quadrifolia

Tous les composés identifiés dans 1’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur
d’eau se retrouvent dans 1’huile essentielle issue de I’hydrodistillation. Cependant plusieurs
composés sont présents exclusivement dans la composition chimique de I’huile essentielle
obtenue par hydrodistillation des feuilles de P. quadrifolia. Ce sont le 1-octén-3-ol (0,52%), le
carvacrol (0,27%), le copaéne (5,56 %), le nérylacétone (0,93 %), le B-farnéséne (0,57 %),
I’eudesma-3,7(11)-diene (0,40 %), le cadina-3,9-diene (0,21 %), le germacrene B (0,38 %), le
palustrol (0,82 %), le 3, 4,4-triméthyl-2-cyclohexen-1-one (1,55 %), le cubénol (0,71 %) , I’a-
cadinol (1,57 %) et le phytol (1,17 %) (Tableau 20). Hormis le copaéne qui a une teneur
significative, tous les autres composés ont des faibles teneurs. Ces composés pourraient donc
résulter du brassage de la drogue avec I’eau ou les produits de modifications des composés
réellement présents dans la plante. Le 1-octen-3-ol (0,52%) est par exemple le produit de la
dégradation oxydative de plusieurs acides dont 1’acide linoléique qui est trés présent dans les
plantes. Le carvacrol (0,27 %) est un phénol monoterpénoide qui pourrait étre obtenu a partir du

limonene.
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Tableau 20 : structures des constituants des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par

entrainement a la vapeur d’eau des tiges feuillées de P. quadrifolia

Méthodes Hydrodistillation Entrainement a
la vapeur d’eau
Structures des °
composés présents
. OH N N
exclusivement dans PP
Chaque HE 1-octén-3-ol carvacrol nérylacetone

waneehs

eudesma-3, 3 4 4 yrimsthyl-2-

B- _farnéséne 7(11)-diene, cyclohexeén-1-one
’

Wwvéﬁ@

phytol cadinol  palustrol
H
X
H
N\
germacréne B
o-copaene

Structures des

COMpOosés
identiques des HE |
obtenues par hydro-

|

L GE

Il

distillation et par . i
entrainement a la p-pinéne  B-myrcene limonéne yrmuuroléne a-cubébéne  y-cadinéne
vapeur )
S 4
I N
7 hylle bicyclogermacréne
B-élémene carvoptyiene a-sélingne a-humuléne
H
5 ; 5H ~ i :
. : ; . oxyde de O
cadina-1,4-diéne caryophylléne  cubénol 6,10,14-triméthylpentadécan-2-one
a-bisabolol

Par ailleurs les HE-EV et HE-HD obtenues des tiges feuillées de P. quadrifolia sont respectivement
jaune et jaune-orangé. La couleur pourrait étre attribuée a plusieurs composés présents dans ces HE,
parmi lesquels le caryophylléne (jaune), I’humuléne (jaune) ; I’oxyde de caryophylléne (jaune) et le

B-élémeéne (jaune) (Anonyme 11 et Anonyme 12). L aspect orangé de I’HE-HD des tiges feuillées
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de P. quadrifolia pourrait étre dd, soit aux différentes proportions des composeés, soit a la présence

de composés en faible teneur qui n’ont pas été identifiés.

2.3.4.3- Activité antioxydante des huiles essentielles des feuilles de Premna quadrifolia

Les profils antioxydants, montrent que les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et
par entrainement a la vapeur d’eau possédent chacune une bonne activité antioxydante. Cette activité
élevée pour les grandes concentrations décroit avec les dilutions successives (Figure 45).

Toutes deux ayant une activité moindre que la vitamine C prise comme référence.

Les CRsp sont : huile essentielle obtenue par hydrodistillation (CRso= 0,038 + 0,01 mg/mL), huile
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essentielle obtenue par entrainement a la vapeur (CRso= 0,029 + 0,01- mg/mL) et pour la vitamine
1

C (CRso= 0,021 % 0,01 mg/mL).
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- %R-HE-HD : pourcentage d’inhibition de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation
- %R-HE-EV : pourcentage d’inhibition de 1’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur
- Vit. C: vitamine C

Figure 45: histogrammes comparatifs des pourcentages d’inhibition des huiles essentielles des tiges feuillées
de P. quadrifolia et de la vitamine C

Le B — caryophyllene (16,24% - 35,84 %), I’a. —caryophylléne (humuléne) (12,46 % - 14,40 %) et
oxyde de caryophylléne (2,70 % -6,32 %) sont largement présents dans les huiles essentielles des
tiges feuillées de P. quadrifolia. Ces composés sont aussi mentionnés dans la littérature pour leurs
bonnes actités antioxydantes (Calleja et al., 2013 ; Gunawan et al., 2016). Cette activité élevée de
I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur pourrait s’expliquer par la plus grande teneur

de ces composes.
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Ainsi I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur a une activité antioxydante supérieure

a celle de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation.
2.3.4.4- Activité antibactérrienne des huiles essentielles des tiges feuillées de P. quadrifolia

Le screening antimicrobien a montré que I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation n’a pas
d’effet sur les souches testées. Cependant, une faible zone d’inhibition apparait pour S. epidermidis
et K. blse (Tableau 21).

Tableau 21: Zones d’inhibition de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées de P.

quadrifolia
Souches di HE-HD (mm) d.i gentamicine (référence)(mm)
B. subtulis 00 34
S. aureus 00 30
S. epidermidis 08 30
P. aeruginosa 00 30
S. typhimirium 00 28
E. coli 00 28
K. blse 08 35

d.i : diamétre d’inhibition ; HE-HD : huile essentielle obtenue par hydrodistillation ; Gent. : Gentamicine

L’HE-HD des tiges feuillées de P. quadrifolia contient plusieurs composés ayant des activités
antibactériennes individuellement. Cependant cette huile essentielle ne présente pas d’effet sur les
souches testées. Il est donc possible que des effets antagonistes conduisant a une réduction de
I’activité antibactérienne soient manifestés. Ils se produisent généralement entre molécules actives
et les composés non oxygénés qui réduisent leur solubilité et donc leur efficacité. Par exemple, la
solubilité du terpinéne-4-ol est réduite par le y—terpinéne (Cox et al., 2001).

Plusieurs facteurs influencent aussi la détermination de I’activité antibactérienne des huiles
essentielles ou de leurs composants actifs, tels que la méthode d’évaluation antibactérienne, le type
et la structure moléculaire des composants actifs, la dose ajoutée, le type de microorganisme ciblés

et leurs éventuelles adaptations aux huiles essentielles.

Les effets des HE obtenues par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur se sont révélés
faibles. Cependant les souches ont été légerement plus sensibles a 1’huile essentielle obtenue par
entrainement a la vapeur (Tableau 22). L’oxytétracycline a ete utilisee pour un souci de

disponibilité la gentamicine.

Résultats et discussion Page 111



Tableau 22: Zones d’inhibition des HE contre S. épidermidis et K. blse

Souches di HE-EV di HE-HD oxytetracycline (mm)
(mm) (mm)

K.blse 11 09 30

S.epidermidis 11 08 30

d.i : diamétre d’inhibition ; HE-HD : huile essentielle obtenue par hydrodistillation ; HE-EV : huile essentielle

obtenue par entrainement a la vapeur

De ces résultats, il ressort que 1’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur a un diametre
d’inhibition légérement supérieur a celui de I’huile essentielle obtenue a I’hydrodistillation. Mais

les deux huiles ont une activité antibactérienne trés proche.

2.3.4.5- Activité antifongique de PHE-HD des tiges feuillées de P. quadrifolia

L’HE-HD des tiges feuillées de P. quadrifolia n’a eu aucun effet sur les champignons testés
(Tableau 23).
Tableau 23 : diamétre des zones d’inhibition de I’HE-HD des tiges feuillées de P. quadrifolia

champignons di (mm) Amphotéricine B (référence)
C. albicans 00 35
C. tropicalis 00 30
C. glabrata 00 35

d.i : diamétre d’inhibition ; HE-HD : huile essentielle obtenue par hydrodistillation

Malgré ’effet antifongique de plusieurs des constituants de cette huile essentielle pris
individuellement, les potentiels effets antagonistes de certains constituants ont pu rendre nulle

I’activité de cette huile.

2.3.4.6- Conclusion sur I’étude des huiles essentielles des tiges feuillées de P. quadrifolia
Les huiles essentielles issues des deux méthodes sont liquides a température ambiante. L huile

essentielle obtenue par hydrodistillation est jaune-orangé et celle obtenue par entrainement a la
vapeur a une couleur jaune.

La composition chimique a révélé d’importantes différences. L’huile essentielle obtenue a
I’entrainement a la vapeur a pour composés majoritaires les isomeres, le B-caryophylléene et I’a-
caryophyllene (humuléne). Tandis que le B-caryophyllene et le y-muuroléne sont les composés
majoritaires de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation. Cela a conduit a des activités
antioxydante et antimicrobienne différentes. L’huile essentielle obtenue par entrainement a la
vapeur a montré les meilleures activités antioxydante et antimicrobienne que 1’huile essentielle

obtenue par hydrodistillation.
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2.3.5- Premna angolensis (P. angolensis)

2.3.5.1- Composition chimique des huiles essentielles des tiges feuillées de P. angolensis
» Hydrodistillation

L’analyse de I’huile essenticlle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées de P. angolensis a
révélé trente composes, qui font environ 94,34 % de la composition totale de 1’huile essentielle
(Tableau 24). Elle est composée majoritairement de sesquiterpénes hydrocarbonés (57,65 %), de
monoterpenes (14,41%), de composés oxygeénes (22,11 %) et d’alcénes en faible proportion (0,36
%) (Figure 46).

57,65%

m Alcenes = Monoterpénes

Sesquiterpenes B Composeés 0Xygénés

Figure 46: Diagramme des teneurs des différentes familles chimiques dans I’huile essentielle obtenue par

hydrodistillation des tiges feuillées de P. angolensis

Le composé majoritaire est le caryophylléne (16,66%). Plusieurs autres composes significatifs
sont a signaler, & savoir le B-myrcéne (10,65%) ; le y-muuroléne (9,91%) ; I’a-humuléne (9,72), I’a-

bisabolol (9,02) et le 6,10,14-triméthylpentadecan-2-one (5,13%)(Figure 47 et Figure 48).

a
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B-myrcene B-caryophyllene a-humuléne
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Figure 47 : quelques composés majoritaires de I’HE-HD de P. angolensis

Résultats et discussion Page 113



%

20

15 N

10

N LEEETS
JA888088 |,
&@*‘6 \\‘é‘@ 0\*@& é@*‘e’ R ﬂ\VI. Composés

& di@ & & o

N o‘b&“\ & h\'& ¢

Figure 48 : Histogrammes des composés majoritaires de 1’huile essentielle obtenue par
hydrodistillation des tiges feuillées de P. angolensis
Tableau 24: Composition chimique de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées
de P. angolensis

N° COMpOosés Tr Ir m/z m/z des principaux %
pics Total

1 a-pinene 12,66 925 136 93;77;121;105; 0,14
41

2 B-pinéne 15,29 966 136 41;77;93;121; 2,90
136

3 1-octen-3-ol 16,05 978 128 41;57;72;85;95 0,59

4 B-myrcéne 16,74 989 136 41;53;69;77; 10,65
93;121

5 D-limonéne 19,10 1023 136 41;68;79;93; 0,72
107 ;121 ;136

6 1-undécéne 23,90 1090 154 41;69;84; 111 0,13

7 (2)-3-undécene 24,47 1098 154 41;55;71;81; 0,23
93;109; 121, 150

8 a-cubébéne 42,79 1347 204 41;91,;105; 119; 4,84
160 ; 204

9 copaéne 43,53 1379 204 41:69:;79;91; 0,25
105 ;121 ;190

10 B-bourbonéne 43,92 1385 204 41;67;81;93; 3,61
107 ; 161 ; 189

11 caryophylléne 45,43 1409 204 41;69,79,; 93, 16,66
105; 138 ;161;
189

12 calarene 46,7 1430 204 41;69;77;93; 0,11
108 ; 119

13 a-humulene 47,52 1443 204 41;80;93;121; 9,72
147 ; 204

14 nérylacétone 47,93 1450 194 43;69; 107 ;136 ; 0,79
151

15 B-farnésene 48,14 1454 204 41;69;79;93; 0,65
120 ; 133; 161
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16 y-muurolene 49,25 1472 204 41;77;91;105; 9,91

119; 160
17 a-sélinene 50,10 1486 204 41 :55;81;91; 1,23
107 ;133;160;
189 ; 204
18 bicyclogermacrene 50,63 1495 204 41 :68;81;93; 1,28
107 ;119 ; 147 ;
161 ; 189
19 y-cadinéne 51,20 1504 204 41 :69;93;105; 2,07
119 ;160 ; 204
20 cadina-1,4-diéne 51,90 1516 204 91;105; 119; 4,12
134 ;160 ; 204
21 eudesma-3,7(11)-diene 53,17 1538 204 41:79:;93;119; 0,96
204
22 cadina-3,9-diéne 53,60 1546 204 41;53;67;79; 0,43
93:;105; 120;
133;161; 189
23 germacrene B 54,44 1560 204 41;69;93;107; 1,02
136; 161
24 oxyde de caryophylléne 55,10 1572 222 41 :55:69;79; 2,13
91;109; 119
25 3, 4,4-trimethyl-2- 56,60 1598 138 43;67;79;93; 1,02
cyclohexén-1-one 109 ; 123 ;138
26 cubénol 58,53 1633 222 43;81;91;105; 0,58
121 ;160 ; 204
27 a-cadinol 59,20 1645 222 43:67:;81;95; 1,11
109 ; 121 ; 147 ;
161 ;189 ; 204 ;
222
28 a-bisabolol 61,09 1680 222 43:69;93;109; 9,02
119 ; 204
29 6, 10,14- 69,50 1842 268 43;58;71;85; 5,13
triméthylpentadecan-2- 109 ; 250
one
30 phytol 82,06 2109 278 43;71;95;123 2,34
Alcénes non terpéniques 0,36
Monoterpénes hydrocarbonés 14,41
Sesquiterpénes hydrocarbonés 57,65
Composés oxygénés 22,11
Total 94,34

Tr: temps de rétention, Ir : indice de rétention, m/z : rapport masse-charge, % ; pourcentage

Ces résultats sont assez similaires a ceux consultés dans la littérature. Adjalian et al. (2015)
ont analysé par CPG/SM, I'huile essentielle des feuilles de Premna angolensis. lls ont identifié
vingt-neuf composés dont les prédominants sont les sesquiterpénes hydrocarbonés (26,6%) et les
sesquiterpénes oxygenés (20%). Les principaux composés étaient I'octene-3-ol (28%) et le (E) -B-

caryophyllene (13,5%).

» Entrainement a la vapeur d’eau
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Onze composés ont eté identifiés dans I'huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur des

feuilles de Premna angolensis, soit environ 98,38% de la composition totale (Tableau 25).

Tableau 25: Composition de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau des tiges feuillées

de P. angolensis

N° COMposés Tr Ir m/z m/z des principaux %
pics Total

1 copaene 42,81 1368 204 91;105;119; 160 3,44

2 caryophylléne 45,43 1409 204 41;69;79;93; 13,35
133 ;147 ;161 ; 189

3 a-muuroléne 47,53 1444 204 41;80;93;121; 11,88
147

4 germacréne D 49,25 1472 204 41 ;77 ;91;105; 9,34
119; 160

5 cadina-1,4-diéne 51,90 1516 204 44;91;105;119; 3,64
134 ;161 ;204

6 oxyde de caryophylléne 55,14 1573 222 41;93;109; 121; 1,44
204

7 v- cadinol 57.93 1622 222 44 ;105 ;160 ; 189 ; 8,37
204

8 a-cadinol 59,04 1642 222 43;59;149 ;161 ; 30,17
189 ; 204

9 a-bisabolol 61,15 1681 222 44 ;69;93;109; 1,64
119

10 6, 10,14- 69,53 1842 268 43;58;71;85; 10,97

triméthylpentadécan-2-one 109 ;123 ; 250

11 phytol 82,10 2214 128 44 ;55;71;123 4,14

Sesquiterpénes hydrocarbonés 41,65

Composés oxygéneés 56,73

Total 98,38

Tr: temps de rétention, Ir : indice de rétention, m/z : rapport masse-charge, % ; pourcentage

L'huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur est composée essentiellement

d’hydrocarbures sesquiterpéniques (41,65%) et de composés oxygénés (56,73%) (Figure 49).

m Sesquiterpenes

m COomposes 0Xygeneés

Figure 49: Diagramme des différentes teneurs des familles chimiques de 1’huile essentielle obtenue par

entrainement a la vapeur d’eau des tiges feuillées de P. angolensis

Les deux composés qui ont les plus grandes teneurs sont 1I’a-cadinol (30,17%) et le caryophylléne

(13,35%) (Figure 50).
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caryophylléne
a-cadinol

Figure 50 : composés majoritaires de I’HE-EV de P.angolensis

Plusieurs autres composés ont une teneur importante. C’est le cas des sesquiterpees 1I’a-muurolene
(11,88%), le germacréne D (9,34%) et des composés oxygénes le y- cadinol (8,37%), le 6, 10,14-
triméthylpentadécan-2-one (10,97%) et le phytol (4,14%) (Figure 51).
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Figure 51 : Histogrammes des composés majoritaires dans 1’huile essentielle obtenue par entrainement a
la vapeur des tiges feuillées de P. angolensis

2.3.5.2- Comparaison de la composition chimique des HE obtenues des tiges feuillées de P.

angolensis

Les HE obtenues par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur sont différentes. Au niveau
de la composition chimique, nous avons identifié trente composes dans 1’huile essentielle obtenue
par hydrodistillation. En revanche, seulement onze composés ont été identifiés dans 1’huile
essentielle obtenue par entrainement a la vapeur.

A la différence des cas précédents, les HE des tiges feuillées de P. angolensis n’ont pas donné le
méme nombre de famille chimique. L’HE-HD a révelé des alcénes non terpéniques (0,36 %), des
monoterpenes (14,41 %), des sesquiterpénes (57,65 %) et des composés oxygénés (22,11 %). Mais
les alcénes non terpéniques et les monoterpenes sont absents dans I’HE-EV dans laquelle ont été
identifiés deux familles chimiques, des sesquiterpenes (41,62 %) et des composés oxygeénes (56,73
%).

Résultats et discussion Page 117



Plusieurs composés sont contenus exclusivement dans [1’huile essentielle obtenue par
hydrodistillation. La majorité de ces composes est en faible teneur. C’est le cas de 1I’a-pinene (0,14
%), le B-pinéne (2,90 %), le 1-octen-3-ol (0,59 %), le D-limonene (0,72 %), le B-myrcéne (10,65
%), le 1-undécene (0,13 %), le (Z)-3-undécene (0,23 %), le a-cubébéne (4,84 %), le B-bourbonene
(3,61 %), le calaréne (0,11 %), , le nérylacétone (0,79 %), le B-farnéséne (0,65 %), le y-muuroléne
(9,91 %), le a-sélinéne (1,23 %), le bicyclogermacrene (1,28 %), le y-cadinéne (2,07 %), I’eudesma-
3,7(11)-diene (0,96 %), le cadina-3,9-diéne (0,43 %), le germacrene B (1,02 %), le 3, 4,4-trimethyl-
2-cyclohexén-1-one (1,02 %) et le cubénol (0,58 %). lls pourraient donc étre les produits de
modification des composés réellement présents dans 1’huile essentielle des tiges feuillées de P.
angolensis.

Le y-cadinene (2,07 %), le cadina-3,9-diene (0,43 %), le a-sélinene (1,23 %), le bicyclogermacrene
(1,28 %), I’eudesma-3,7(11)-diene (0,96 %) et le germacréne B (1,02 %) pouraient étre issus de la
conversion du germacréne D qui est présent exclusivement dans ’HE-EV a 9,34 % (Hornback
J.M., 2005 ; Bulow et Konig, 2000). Ces conversions étant favorisées par le milieu acide de 1’eau
et la température d’extraction.

L’a-humulene (9,72 % dans HE-HD) serait une conversion de son isomeére le B-caryophylléne

(13,35 % dans HE-EV).
Les composés comme 1’a-muuroléne (11,88 %), le germacrene D (9,34 %), le y- cadinol (8,37 %)
sont présents dans I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur. La déshydratation en
milieu acide du y-cadinol et de 1’a - cadinol ont pu donner le y — cadinéne et ses isoméres tres
présents dans I’HE-HD.

Quelques composes se retrouvent dans les deux huiles essentielles. Ce sont le copaene (0,25 % -
3,34 %), le caryophylléne (16,66 % - 13,35 %), le cadina-1,4-diene (4,12 % - 3,64 %), I’oxyde de
caryophyllene (2,13 % - 1,44 %), I’a-cadinol (1,11 % - 30,17 %), le a-bisabolol (9,02 % - 1,64 %),
le 6,10,14-triméthylpentadécan-2-one (5,13 % - 10,97 %) et phytol (2,34 % - 4,14 %) (Figure 52).
Les sesquiterpenes communs, hormis, le copaéne, ont une teneur plus élevée dans I’HE-HD

contrairement aux composés oxygénés qui sont plus représentés dans I’HE-EV.
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- HE-HD : hydrodistillation ; HE-EV : entrainement a la vapeur

Figure 52: histogrammes comparatifs des teneurs des composés identiques dans les HE obtenues par

hydrodistillation et par entrailnement a la vapeur d’eau des tiges feuillées de P.angolensis.

Le tableau ci-dessous presentent les structures des composeés identifiés dans les huiles essentielles

des tiges feuillées de P. angolensis (Tableau 26).

En outre les tiges feuillées de P. angolensis ont donné une HE de couleur jaune-orangé par
hydrodistillarion et jaune-pale par entrainement a la vapeur d’eau. Plusieurs composés des ces deux
huiles sont colorés, le caryophylléne (jaune) ; I’oxyde de caryophylléne (jaune) et 1’humuléne

(jaune) (Anonyme 12).
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Tableau 26 : structures des composeés issus des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par
entrainement & la vapeur d’eau des tiges feuillées de P. angolensis

Méthodes Hydrodistillation Entrainement &
la vapeur
H H
NS
H 2
Structures des calaréne germacréne B g-pinéne wcubsbine a-muuroléne

COMpOosés

présents -
exclusivement
dans chaque HE /

ermacrene D
hmonene cubénol semme

a-humuléne ~
B-myrcéne B
@ ﬁi joe
OH
3,4,4- trlmethyl -2- eudesma-3, NN HO
cyclohexén-1-one B plnene 7(11)-diene, 1-octén-3-ol J-cadinol
Y N i {j:[g\ \;\(\/\(
p-fameséne y-muuroléne -bourbonéne nérylacétone
H H
H
bicyclogermacréne . ginsne a-sélinéne
H
/-'—\ H Y AVAVAVAVAN
cadina-3,9-di¢ne (Z) 3-undécene I-undécéne
Structures  des _
COmMpOosés YVY\/M
identiques  des H H
d d
HE Obtenues pal’ copaéne cary()phylléne ::):r};oiah;llene 6,10,14 trlmethylpentadecan 2 -0ne
hydro- - HO
distillation et par i:@\
entrainement a la H q
HOANYNVNVY A~
vapeur
phytol a-cadinol a-bisabolol
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2.3.5.3- Activité antioxydante de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des feuilles
de P. angolensis

L’huile essentielle des feuilles de Premna angolensis a une bonne activité anti-oxydante (CRso =
0,008 £ 0,001 mg/mL). Sa CRsxo est inférieure a celle de la vitamine C (0,021 + 0,01 mg/mL), ce qui
traduirait un plus grand potentiel antioxydant de ’HE-HD. Les profils antioxydants sont ci-dessous

représentés (Figure 53).

100%
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60 -
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20 -
0 -

4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125

Concentration
de I'HE en mg/mL
B HE-HD mVitC

- HE-HD : huile essentielle de Premna angolensis obtenue par hydrodistillation
- Vit C: vitamine C

Figure 53 : Diagrammes comparatifs des pourcentages d’inhibition de I’huile essenticlle obtenue par

hydrodistillation des tiges feuillées de P. angolensis et de la vitamine C

L’HE des tiges feuillées de P. angolensis contitient 22,11 % de composés oxygénés qui sont
généralement cités pour leurs activités antioxydantes, c’est le cas du phytol (2,34 %), 1’ — bisabolol
(9,02 %) , ’oxyde de caryophylléne (2,13 %), aussi des sesquiterpenes (57,65 %) tels que le
caryophylléne (16,66 %), I’a-humuléne (9,72 %) ou encore le monoterpéne B-myrcéne (10,65 %)
(Benov, 1994 ; Braga et al., 2009 ; Santos et al., 2013 ; Calleja et al., 2013 ; Gunawan et al.,
2016)

2.3.5.4- Activite antibactérienne de I’huile essentielle des tiges feuillées de P. angolensis

L’HE des feuilles de Premna angolensis n’a pas d’effet contre B. subtulis (00 mm), P. aeruginosa
(00 mm), S. typhimirium (00 mm), E. coli (00 mm), elle posséde une faible activité sur S. aureus
(10 mm) et une activité moyenne sur S. epidermidis (15 mm) et K. pneumoneae (15 mm) (Tableau
27).
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Tableau 27: Zone d’inhibition de 1’huile essentielle des tiges feuillées de P. angolensis

Souches di HE-PA (mm) di Gent. (référence)(mm)
B. subtulis 00 34
S. aureus 10 30
S. epidermidis 15 30
P. aeruginosa 00 30
S. typhimirium 00 28
E. coli 00 28
K. pneumoneae 15 35

d.i : diamétre d’inhibition ; HE-PA : Huile Essentielle de Premna angolensis ; Gent. : Gentamicine

Les activités antibactériennes de plusieurs constituants de I’HE-HD des tiges feuillées de P.
angolensis sont mentionnées dans la littérature. C’est le cas de 1’oxyde de caryophylléne (2,13 %),
le B-caryophylléne (16,66 %), et le B-myrcéne (10,65 %) (Inoue et al., 2004 ; Matasyoh et al.,
2007 ; Dahaham et al., 2015). Aussi I’a-pinéne (0,14 %) et le B-pinéne (2,90 %) sont cités comme
étant efficace contre K. pneumoneae (15 mm) et S. épidermidis (15 mm) (Leite et al., 2007).

La CMI et la CMB de I'HE des feuilles de P. angolensis (Tableau 28), ont été déterminées a
partir du diamétre d'inhibition supérieur ou égal & 11 mm.

Des études antérieures ont révéleé I’effet répulsif de I’huile essentielle de P. angolensis contre
les adultes de la teigne de grain d’Angoumois. L’effet insectifuge de 1’extrait de P. angolensis
volatile s’est avéré plus intéressant que celui de P. quadrifolia malgré un plus faible rendement
d’huile essentielle (Adjalian et al., 2015).

Tableau 28: Concentration minimale inhibitrice et bactéricide de I’HE obtenue par hydrodistillation des

feuilles de Premna angolensis

Souches CMI CMB CMB/CMI Effet de ’'HE
mg/mL mg/mL

K. pneumoneae 3,75 30 8 bactériostatique

S. epidermidis 3,75 30 8 bactériostatique

CMI : concentration minimale inhibitrice ; CMB : concentration minimale bactéricide ; HE : Huile Essentielle

L’huile essentielle des feuilles de Premna angolensis a un effet bactériostatique contre K.
pneumoneae et K. epidermidis. Elle inhibe donc la progression de ces souches qui présenteraient
des résistances aux antibiotiques et des risques réels de santé.

L’huile essentielle de P. angolensis serait un axe de recherche important en vue de lutter contre les

pathologies liées a ces deux souches.

2.3.5.5- Activité antifongique de I’HE des tiges feuillées de P. angolensis

L’HE-HD des tiges feuillées de P. angolensis a eu un faible effet sur les champignons testés
(Tableau 29).
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Tableau 29 : diametre des zones d’inhibition de I’HE-HD des tiges feuillées de P. angolensis

souches di HE-HD (mm) Amphotéricine B (référence)
C. albicans 09 35
C. tropicalis 08 30
C. glabrata 08 35

d.i : diamétre d’inhibition ; HE-HD : Huile Essentielle obtenue par hydrodistillation
Malgré D’effet antifongique de plusieurs des constituants de cette huile essentielle pris
individuellement, les potentiels effets antagonistes de certains constituants ont pu rendre faible

I’activité de cette huile essentielle contre les souches testées.

2.3.5.6- Conclusion sur ’huile essentielle des tiges feuillées de P. angolensis

Les deux méthodes d’extraction ont donné des huiles essentielles a faible rendement. Ces deux
huiles sont différentes au niveau des couleurs et de la composition chimique.
L’évaluation du potentiel antioxydant a révélé une bonne activité antioxydante et les tests
antimicrobiens montrent quant a eux que I’HE pourrait aussi étre une source potentielle pour la

recherche contre K. pneumoneae et S. epidermidis.

2.3.6- Clerodendrum polycephalum (C. polycephalum)
2.3.6.1- Composition des huiles essentielles des tiges feuillées de C. polycephalum
» Hydrodistillation
L’analyse de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées de C. polycephalum

a montré quarante-deux composés environ 95,84% de la composition totale de 1’huile essentielle
(Tableau 30).
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Tableau 30: Composition chimique de 1’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées de

C. polycephalum

N° Composés Tr Ir m/z m/z des principaux %
(min) pics Total
1 o -pinéne 13,10 932 136 93,;77;41;121 0,93
oct-1-én-3-ol 16,54 986 128 57;43;72 0,31
3-octanol 17,67 1003 130 59 ;83;101;41; 0,10
112
4 limonéne 19,64 1030 136 68 ;93 ;79 ;107 ; 0,08
121;53;41
5 B-myrcéne 25,03 1106 136 93 ;71 ;41 ;55; 0,17
121 ;105
6 élémene d 41,08 1341 204 121 ; 93 ; 136 ; 0,27
161 ;105 ;77 ;41
7 a -cubébéne 41,84 1353 204 161 ; 119 ; 105 ; 0,85
91:81;41
8 o, -copaene 43,43 1378 204 161 ; 119 ; 105 ; 2,55
93;81;41;55
9 B-bourbonéne 43,96 1386 204 83;123;161;41; 3,04
105; 91
10 f-cubébene 44,41 1393 204 161;105;91; 119 2,90
11 B-élémene 44,57 1395 204 93 ;81 ;107 ;68; 0,28
147 ;161 ;189 ;41
12 o -gurjunene 45,54 1411 204 161 ; 189 ; 105 ; 4,47
119;91;133;41;
147
13 caryophylléne 46,16 1421 204 138;,93;69;79,; 30,27
41 ; 105 ; 161 ;
120 ; 147 ;189
14 1-méthyl-6-méthylidene-4-propan- 46,72 1430 204 161 ; 105 ; 91 ; 0,92
2-yl-2, 3, 5, 7, 8,8a-hexahydro-1H- 119;79;41
naphthaléne
15 y -élémeéne 47,15 1437 204 121 ; 93 ; 161 ; 0,13
105;67;79; 133,
41;55; 147
16 a -bergamotene 47,31 1440 204 93;119;41;69; 0,18
107 ;79 ; 161
17 a-muuroléne 47,66 1446 204 161;105;91;79; 0,19
119 ;41 ;133
18 a-humuléne 48,18 1454 204 93,;121;80;147; 3,98
41 ; 107
19 aromadendrene allo(-) 48,61 1461 204 91,;161;105;41; 2,15
133 ; 79 ; 119 ;
147 ;69 ;189 ;55
20 2-isopropyl-5-methyl-9-méthyléne- 48,79 1464 204 161;91;105; 119 0,26
bicyclo [4.4.0]dec-1-éne ; 69; 41; 133; 81
21 y -cadinéne 48,96 1467 204 161 ; 91 ; 105 ; 0,23
119;81;41;133
22 germacréne D 49,95 1483 204 161 ; 105 ; 91 ; 23,96
119;81;41;133
23 a-guaiéne 50,30 1489 204 105;161;93;79; 1,42
119 ; 133 ; 41 ;
189 ;55 ; 67
24 bicyclosesquiphellandréne 50,51 1493 204 161 ; 105 ; 91 ; 0,46
119;81.41;133
25 bicyclogermacrene 50,83 1498 204 121 ; 93 ; 107 ; 2,26
161 ;79 ; 41, 67,
189 ; 136
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26 o-muuroléne 51,16 1503 204 105 ; 161 ; 189 ; 0,94
93;119;81; 189

27 valencéne 51,30 1506 204 93 ;67 ;107 ;81; 0,20
161 ; 147 ; 121 ;
133 ;53

28 cadina-1(10),4-diéne 51,55 1510 204 161 ; 105 ; 119 ; 0,15
134;91,;189;81;
41

29 cadina-1,4-diéne 51,91 1516 204 161 ; 105 ; 91 ; 1,29
119;133;41 ;77

30 [-cadinéne 52,54 1527 204 161 ; 119 ; 134 ; 4,06
105;91;189; 41

31 eudesma-3,7(11)-diéne 52,98 1535 204 119 ; 105 ; 161 ; 0,20
91 ;41

32 cadina-3,9-diene 53,29 1540 204 105 ; 161 ; 119 ; 0,24
93;81;41;189

33 a-cadinene 54,04 1553 204 93;81;161;107; 0,31
59;41;189; 147,
133

34 germacrene B 54,28 1558 204 121;93;107 ;67 ; 1,65
161 ;41 ;133 ;189

35 palustrol 54,90 1568 222 111;122 ;161 ;81 0,29
;95;147 ;55,41

36 nérolidol 55,06 1571 222 69 ;93 ;41 ;107 ; 1,00
55;79;119; 161

37 oxyde de caryophylléne 56,92 1604 222 107 ; 91 ; 161 ; 0,67

122 ;43 ;79 ;204 ;
69 ;55;147;133;

189
38 cubénol 58,43 1631 222 119 ; 161 ; 105 ; 0,07
204 ;91 ;41 ;55
81
39 a-cadinol 59,19 1645 222 161 ; 204 ; 105 ; 0,92
121;43;93;81
40 guai-1(10)-en-11-ol 59,88 1658 222 162;95;121; 105 1,17
; 204 ; 43; 81; 189
41 acide 3-trifluorométhylphényl- 61,56 1688 220 159;91;109;79; 0,22
acetique 41;202;131;55;
67
42 2-tridécyloxirane 63,41 1723 226 57 ;43 ;82 ; 69 ; 0,10
96 ;109 ; 159
Monoterpénes hydrocarbonés 1,18
Sesquiterpenes hydrocarbonés 89,81
Composés oxygénés 4,85
Total 95,84

Tr: temps de rétention; Ir : Indice de rétention

Cette analyse a montré que I’huile essentielle extraite des feuilles de C. polycephalum est riche en
sesquiterpenes (89,81%). Les autres familles de composés y sont de fagon minoritaire, notamment

les composés oxygenés (4,85%) et les monoterpenes en (1,18%) (Figure 54).
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Figure 54: Diagramme comparatif des différentes familles chimiques dans I’huile essentielle obtenue par
hydrodistillation de C. polycephalum

Le composé majoritaire est le caryophyllene (30,27%) suivi du germacrene D (23,96%) (Figure
55).

caryophylléne germacréne D

Figure 55 : composés majoritaires de I’HE-HD de C.polycephalum
Outre ces deux composés, nous avons dans des proportions moindres, 1’a -copaéne (2,55%), le B-
bourbonene (3,04%), le B-cubébene (2,9), I’a-gurjunéne (4,47%), I’aromadendréne allo (2,15%), le
bicyclogermacréne (2,26%) et le B-cadinéne (4,06%) (Figure (56).
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Figure 56 : Histogrammes des composés majoritaires dans 1’huile essentielle obtenue par hydrodistillation
des tiges feuillées de C. polycephalum

Cette étude présente les mémes grandes familles que celle d’Akintayo et al. (2016) au Nigéria ou la

premiére étude de la composition de 1’huile essentielle des feuilles de C.polycephalum a été menée.
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Ils ont identifié quarante composés dont les hydrocarbures sesquiterpéniques (74,1%) et le
sesquiterpéne oxygéné (11,9%) et des composés monoterpéniques représentant 10,6%. Le composé
majoritaire était également le B-caryophyllene (28,9%) (Akintayo et al., 2016).

Cette similarité de la composition chimique de I’HE des tiges feuillées de C.polycephalum pourrait
s’expliquer par les conditions pédoclimatiques quasi-identiques en Cote d’Ivoire et au Nigéria, deux

pays de I’ Afrique de I’ouest.

» Entrainement a la vapeur d’eau

Quant a I’analyse de la composition chimique de 1’huile obtenue par entrainement a la vapeur,
elle a révéle vingt-sept composés qui font environ 99,70% de la composition totale de 1’huile
essentielle (Tableau 31).

Tableau 31 : Composition chimique de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau des

feuilles de C. Polycephalum

N° Composés Tr Ir m/z m/z principaux pics %
(min) total

1 apopinéne 12,73 926 121 93 ;77 ;44 0,38

2 B-pinéne 15,47 969 136 93;79;41;69 ;121 0,40

3 B-myrcéne 16,87 991 136 93;41;69;79 0,52

4 P-cyméne 19,24 1025 134 67;93;79;44 ;121 0,16

5 a-cubébéne 41,37 1346 204 161;105;119;91 ;44 0,63

6 a-ylangene 42,96 1370 204 161;105;119;91;77 ;41 4,66

7 B-bourbonéne 43,48 1378 204 81;123;161;91;41 ;105 6,90

8 B-cubébéne 43,94 1385 204 161 ; 105 ; 91 ; 119 ; 79 ; 5,51
133 ;41

9 isocaryophylléne 45,04 1403 204 189 ;161 ;189 ; 105; 119 ; 4,38
91;133;147;41

10 caryophyllene 45,61 1412 204 138;91;79;41;105;69; 43,69
161 ;120 ;147 ; 189

11 (+)-calaréne 46,22 1422 204 161 ; 105 ;91 ; 79 ; 119 ; 0,68
133 ;41

12 a-bermagoténe 47,16 1438 204 161;91;105;119;77;44; 0,27
133

13 o-humuléne 47,68 1446 204 93;121;80;147;41;107; 5,23
67

14 B-humuléne 48,14 1454 204 161 ; 91 ; 41 ; 133 ; 119 ; 1,46
105;79; 69

15 germacrene D 49,41 1474 204 161 ; 105 ; 91 ; 119 ; 41 ; 11,65
133 ;77

16 a-sélinéne 49,79 1481 204 105;161;41;189;79;91; 0,55
119; 147; 133

17 valencene 50,32 1489 204 121;91.105;79;161;133; 1,01
189 ; 44

18 trans-muurola- 50,71 1496 204 105;161;91;119;79;41; 0,37

4(14),5-diéne 189

19 y-cadinene 51,49 1509 204 161 ;91 ;79 ; 119 ; 105 ; 1,02
133 ;41 ;67

20 B-cadinéne 52,06 1519 204 161 ; 119 ; 134 ; 105 ; 91 ; 2,94
189 ;81 ;41
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21 germacréne B

22 palustrol

23 germacrene D-4-ol
24 6-épi-cubénol

25 1,10-di-épi-cubénol

26 a-cadinol
27 a-eudesmol
Monoterpénes

Sesquiterpenes
Composés oxygéneés
Total

53.77
54,61
55,26
56,77
57,26
58,70

59,44

1549

1563

1575

1601

1610

1636

1650

204

222

222

222

222

222

222

91:;121;105;67 ;44 ;161 ;
79 ;147
93;69;41;107;55;79;
121 ;136
79;93;41;107;121;55;
69 ;149 ;133
109;93;138;41;67;77;
53
161;44;91;119;105;79;
179
161;:79:;204;136:;91;44;
121 ;105
95:161;81;121;43; 204
;109 ; 133 ; 147

0.18
1,11
4,89
0,19
0,14
0,62
0,19
1,46
91,10

7,00
99,56

Tr: temps de rétention ; Ir : Indice de rétention

L’entrainement a la vapeur a donné une huile essentielle riche en sesquiterpénes (91,10%) suivis

des composés oxygénés (7,00%) puis les monoterpenes (1,46%) (Figure 57).

7,14% ,46%

m Monoterpénes  m Sesquiterpénes

Composés oxygénés

Figure 57: Diagramme des différentes familles chimiques dans I’huile essentielle obtenue par entrainement

a la vapeur des tiges feuillées de C. polycephalum

Les composes majoritaires sont le caryophyllene (43,69%) et le germacréne D (11,65%) (Figure

58).

caryophylléne

germacréne D

Figure 58 . composés majoritaires de I’HE-EV de C.polycephalum
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A ces deux composés s’ajoutent d’autres en proportion considérable, ce sont le B-bourbonene
(6,90%), I’a-ylangene (4,66%), I’isocaryophylléne (4,38%), I’a-humuléne (5,23%) et le germacrene
D-4-ol (4,89%) (Figure 59).
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Figure 59 : Histogrammes des composés majoritaires dans 1’huile essentielle obtenue par
entrainement a la vapeur d’eau des tiges feuillées de C. polycephalum

2.3.6.2- Comparaison de la composition chimique des huiles obtenues et par entrainement a

la vapeur d’eau des tiges feuillées de C. polycepphalum

L’analyse des HE des tiges feuillées de C. polycephalum a mis en évidence des monoterpenes
(1,18 % dans ’'HE-HD et 1,46 % dans I’HE-EV), de sesquiterpénes (89,81% dans I’'HE-HD et 91,10
% dans I’HE-EV) et de composés oxygénés (4,85% dans I’'HE-HD et 7,00 % dans ’HE-EV). Les

teneurs sont moins élevées dans ’HE-HD.

Plusieurs composés se retrouvent dans les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par
entrainement a la vapeur. Ce sont le B-bourbonéne (3,04 % dans I’HE-HD contre 6,90 % dans I’HE-
EV), le B-cubébéne (2,90 % dans I’HE-HD contre 5,51 % dans I’HE-EV), le caryophylléne (30,27
% dans I’'HE-HD contre 43,69 % dans I’HE-EV), I’a-humuléne (3,98 % dans I’HE-HD contre 5,23
% dans I’HE-EV), le germacrene D (23,96 % dans I’HE-HD contre 11,65 % dans ’HE-EV), le
valencene (0,20 % dans I’HE-HD contre 1,01 % dans ’HE-EV), le B-cadinéne (4,06 % dans I’HE-
HD contre 2,94 % dans I’HE-EV), le y-cadinene (0,23 % dans I’HE-HD contre 1,02 % dans I’HE-
EV), le germacréne B (1,65 % dans I’HE-HD contre 0,18 % dans I’HE-EV) et le palustrol (0,29 %
dans I’HE-HD contre 1,11 % dans ’HE-EV) (Figure 60). La majorité de ces composes ont une
teneur plus élevée dans ’HE-EV. La composition de I’HE-EV serait donc plus proche de la réalite.

Les réactions induites par 1’eau au cours de I’hydrodistillation ont diminué la teneur des composés
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présents naturellement dans la plante. Et ces réactions ont parallelement fait apparaitre de nouveaux

composés en faible teneurs.

15 1 m% HE-HD

5 - "% HE-EV

o

Q & 2 > 4
& S S & % < Composés

- HE-HD : huile essentielle obtenue par hydrodistillation ; HE-EV : entrainement & la vapeur

Figure 60: Histogrammes comparatifs des teneurs des composés identiques dans les huiles essentielles

obtenues par hydrodistillation et entrainement a la vapeur des feuilles de Clerodendrum polycephalum

Les composes communs représentent 70,35% de la composition de I’huile essentielle obtenue
par hydrodistillation. Et ils constituent 78,22% de la composition de I’huile essentielle obtenue

par entrainement a la vapeur (Figure 61).

80 A
70
60 -
50 -
40 - m HE hydrodistillation
30 A N
20 m HE entrainement a la
10 - vapeur

0 ; :
% des compsés % des composés
identiques presents
exclusivement
dans chaque huile

Figure 61 : Histogrammes comparatifs de présence des composes dans les huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation et par entrainement a la vapeur des tiges feuillées de C. polycephalum

Les composés présents exclusivement dans I’HE obtenue par hydrodistillation sont I’a-pinéne (0,93
%), I’oct-1-én-3-ol (0,31 %), le 3-octanol (0,10 %), le limonene (0,08 %), 1’éléméne d (0,27 %) ,
I’a-copaéne (2,55 %), le B-élémeéne (0,28 %), I’a-gurjunene (4,47 %), le 1-methyl-6-methylidene-
4-propan-2-yl-2,3,5,7,8,8a-hexahydro-1H-naphthaléne (0,92 %), le y-élémene (0,13 %), I'a-
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muurolene (0,19 %), le (-) alloaromadendréne (2,15 %), le 2-isopropyl-5-methyl-9-methylene-
bicyclo[4.4.0]dec-1-éne (0,26 %), le vy-cadinéne (0,23 %), le a-guaiéne (1,42 %), le
bicyclosesquiphellandréne (0,46 %), le bicyclogermacréne (2,26 %), 1’a-muuroléne (0,94 %), le
cadina-1(10),4-diéne (0,15 %), le cadina-1,4-diéne (1,29 %), I’eudesma-3,7(11)-diene (0,20 %), le
cadina-3,9-diene (0,24 %), I’a-cadinéne (0,31 %), le nérolidol (1,00 %), 1’oxyde de caryophylléne
(0,67 %), le cubénol (0,07 %), le guai-1(10)-en-11-ol (1,17 %), I’acide 3-trifluorométhylphényl-
acetique (0,22 %) et le 2-tridecyloxirane (0,10 %). Ces composés a faible teneur, pour la plupart,
obtenus dans ’HE-HD seraient soit des produits de modifications, soit les produit d’un meilleur
brassage de I’ecau avec la plante distillée (Hornback J.M., 2005 ; Builow et Koénig, 2000 ;
Deschepper, 2017).

L’apopinéne (0,38 %), B-pinene (0,40 %) et le P-cymeéne (0,16 %) présents exclusivement dans
I’HE-EV ont pu étre convertis respectivement en o-pinéne et en limonéne dans I’HE-HD. Les
sequiterpénes tels que I’a-ylangéne (4,66 %), 1’isocaryophyllene (4,38 %), le (+)-calaréne (0,68 %),
I’a-sélinéne (0,55 %), le valencéne (1,01 %), le trans-muurola-4(14), 5-diene (0,37 %), le
germacrene D-4-ol (4,89 %), le 6-épi-cubénol (0,19 %), le 1,10-di-épi-cubénol (0,14 %) et I’a-
eudesmol (0,19 %) sont présents dans I’HE obtenue a I’entrainement a la vapeur et absents a
I’hydrodistillation (Tableau 32). Les composés hydrocarbonés ont pu étre convertis en leurs
1someres et les alcools ont €té soit déshydratés, soit solubilisés dans I’eau d’ou leur absence dans

I’HE-HD.

Aussi les HE-EV et HE-HD des tiges feuillées de C. polycephalum sont jaune-claires. Il n’y a
donc pas de différences notables des couleurs. Les HE obtenues par entrainement a la vapeur et par
hydrodistillation sont dominées par les mémes composés qui sont le B-bourbonéne (incolore a
jaune), le B-cubébeéne (incolore a jaune pale), le caryophylléne (jaune), I’a-humuléne (jaune), le
valencéne (jaune), le B-cadinéne (incolore), et le palustrol (incolore) (Anonyme 12). Tous ces
composés jaunes et leurs combinaisons ont donné la couleur des HE-EV et HE-HD des tiges

feuillées de C. polycephallum.
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Tableau 32 : Structures des composés issus des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par
entrainement a la vapeur des tiges feuillées de C. polycephalum

Méthodes

Hydrodistillation

Entrainement a la
vapeur

Structures des

ﬁjHC’W Oy @ &s

O

COmMpOosés |én-3-0l
présents a-pinéne oct- en -0l 3-octanol limonéne d élémeéne apopinene
. f3-pinéne
exclusivement
dans chaque )~ 5 m
HE 1-méthyl-6-méthylidéne-
4-propan-2-yl-2,3,5, p-cymeéne N
o- Copaene 7,8,8a-hexahydro- a-ylangene
a-copaéne  B-élémeéne  g-gurjunéne IH-naphthaléne
y-élémene Q %
isocaryophylléne calaréne
bicyclosesquiphel- _
a-muuroléne aromadendrene all o-quaiéne landrene B
- H =
- = z
Q@\ -0 trans-muurola
= -4(14),5-diéne
P PIT ?
blcycloger- cadina-1(10), eudesma-3, cadina- a-sélinene
macréne 4-diéne, cadina-1,4-diéne 11) diéne 3,9-diéne e N
A =
H H
HO/ H N
H OH
W germacrene D-4-ol 6-épi-cubénol
oxyde de guai-1(10)-
CUbCHOI nerOthI caryophylléne  en-11-ol
a-cadinene H
HO
1,10-di-¢épi-Cubénol
HO/ H_ H
301 e 3- trlfluoro m
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Structures des by
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- - H
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distillation et
par
entrainement

a la vapeur
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2.3.6.3- Activité antioxydante de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges

feuillées de C. polycephalum

L’evaluation a la spectrophotométrie révele que I’huile essentielle des tiges feuillées de C.
polycephalum posséde une bonne activité antioxydante. La présence de composés tels que le  —
caryophyllene (30,27 %), I’humuléne (3,98 %) et le germacrene D (23,96 %) qui sont les composés
majoritaires, sont mentionnés dans la littérature pour leurs bonnes activités antioxydantes (Calleja
etal., 2013 ; Gunawan et al., 2016, de la Compagnie des sens et de la Charlie, 2019).

Les concentrations de réduction de I’huile essentielle des feuilles de C. polycephalum (CRso = 0,05
+ 0,01 mg/mL) sont assez élevées par rapport a celles de la vitamine C (CRso = 0,021 £ 0,01 mg/mL)
(Figure 62). Donc I’HE-HD est moins active que la vitamine C.

109/6R
80 -
60 -
40 -
20 -
O 4

2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125

. Concentration

" hHeHp EVILC de I'HE en mg/mL

- HE-HD (CP) : huile essentielle obtenue par hydrodistillation de Clerodendrum polycephalum ; Vit C : vitamine C

Figure 62: Diagrammes comparatifs des pourcentages de réduction de I’huile essentielle obtenue par
hydrodistillation des tiges feuillées de C. polycephalum et de la vitamine C

2.3.6.4- Activité antibactérienne de ’'HE-HD des tiges feuillées de C. polycephalum

Les tests antimicrobiens ont montré que I’huile essentielle des feuilles de Clerodendrum
polycephalum n’a pas d’effet notable sur les souches. Toutes les zones d’inhibition sont inférieures
a 11mm (Tableau 33). Malgré I’effet antifongique de plusieurs des constituants de cette huile
essentielle pris individuellement, les potentiels effets antagonistes de certains constituants ont pu

rendre faible 1’activité de cette huile essentielle contre les souches testées.
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Tableau 33 : Zone d’inhibition de 1‘'HE obtenue par hydrodistillation des tiges feuillées de C.
polycephalum

Souches di HE CP d.i.Oxy-tétracycline
(mm) (référence)(mm)
B. subtulis 08 35
S. aureus 0 35
S. epidermidis 0 35
P. aeruginosa 0 30
S. typhimirium 08 25
E. coli 0 33
K. blse 09 35
P. mirabilis 0 35

d.i : diamétre d’inhibition ; HE-CP : huile essentielle de Clerodendrum polycephalum ; mm : millimétre

2.3.6.5-Activité antifongique de ’HE des tiges feuillées de C. polycephalum

Malgré D’effet antifongique de plusieurs des constituants de cette huile essentielle pris
individuellement, elle n’a eu qu’un faible effet sur les champignons testés a savoir le C. albicans
(08 mm), le C. tropicalis (08 mm) et le C. glabrata (08 mm) (Tableau 34).

Tableau 34 : diamétre des zones d’inhibition de I"'HE-HD contre les champignons

champignons di HE-HD Amphotéricine B
(mm) (référence)

C. albicans 08 20

C. tropicalis 08 20

C. glabrata 08 20

d.i : diamétre d’inhibition ; HE-CP : huile essentielle de Clerodendrum polycephalum ; mm : millimétre

2.3.6.6- Conclusion sur I’étude des I’huile essentielle des tiges feuillées de C. Polycephalum
Des feuilles de Clerodendrum polycephalum, a été extraite de I’huile essentielle par
hydrodistillation et par entrainement a la vapeur avec des rendements respectifs de 0,13% et 0,08%.
Les deux méthodes ont donné une HE dominée par les sesquiterpenes avec le méme composé
majoritaire le caryophylléne. Des différences existent au niveau de la composition chimique.
Plusieurs composés en faible teneur sont présents de part et d’autre. L’huile essentielle des feuilles
de C. polycephalum possede une bonne activité antioxydante. Cependant I’huile essentielle ne

posséderait pas d’activité antimicrobienne sur les souches testées.
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2.4- RECAPITULATIF

2.4.1- Etude chimique

L’entrainement a la vapeur d’eau et ’hydrodistillation ont donné des HE dominées par les mémes
grandes familles chimiques pour chaque plante, sauf dans le cas des HE des tiges feuillées de P.

angolensis (Tableau 35).

Tableau 35 : Récapitulatif des grandes familles chimiques dans les HE

Méthodes Entrainement a la vapeur (%) Hydrodistillation (%)

Plantes Emp Pr Pq Pa Cp Emp Pr Pq Pa Cp
Nombre de 18 11 16 11 28 32 15 28 30 42
COMposés

alcénes non 23,66 9,24 - - - 2587 1438 - 0,36 -
terpéniques

monoterpenes 3,34 85,89 6,88 1,46 14,2 72,83 4,94 1441 1,18
sesquiterpénes 21,63 1,58 7705 4162 91,10 20,23 4,34 67,52 57,65 89,81
COMpOSés 49,63 2,67 1562 56,73 7,00 33,11 0,66 19,46 22,11 4,85
0Xygénés

Emp=Emilia praetermissa, Pr=Porophyllum ruderale, Pg=Premna quadrifolia, Pa=Premna angolensis et Cp
=Clerodendrum polycephalum

Les HE des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa sont constituées d’alcénes non terpéniques
(25,87 % dans I’HE-HD et 23,66 % dans I’HE-EV), de monoterpenes (14,2 % dans I’HE-HD et
3,34 % dans I’'HE-EV), de sesquiterpénes (20,23 % dans I’HE-HD et 21,63 % dans ’'HE-EV) et de
composés oxygénés (33,11 % dans ’HE-HD et 49,63 % dans I’HE-EV). Plusieurs raisons pourraient
expliquer ces constats parmi lesquels le systéme de récupeération. Le clevenger a permis d’avoir
plusieurs composés moins lourds dans I’HE-HD des tiges feuillées et fleurs de E .praetermissa. Ces
composés, bien que légers ont pu €tre piégés jusqu’a la récupération. Ce que le syteme de
récupération du dispositif a I’entrainement n’aurait pas pu permettre. Par contre les composés lourds
(sesquiterpenes et composés oxygeénés) sont restés en grande quantité dans ’'HE-EV

Aussi certains composés oxygénés tels que les alcools ont une certaine solubilité dans 1’cau.
Ainsi certains alcools pourraient rester dans 1’eau dans le cas de I’hydrodistillation, diminuant ainsi

leur teneur dans ’'HE-HD.

Les différentes familles présentes dans les HE extraites par les deux méthodes sont représentées

ci-dessous (Figure 63).
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Cp =Clerodendrum polycephalum

Figure 63: Histogrammes des teneurs des familles chimiques présentes dans les HE extraites par
les deux méthodes

Les HE des tiges feuillées de P. angolensis n’ont pas donné le méme nombre de famille chimique.
L’HE-HD a révelé des alcénes non terpéniques (0,36 %), des monoterpénes (14,41 %), de
sesquiterpénes (57,65 %) et des composés oxygénés (22,11 %). L’HE-EV a révelé que des
sesquiterpenes (41,62 %) et des composés oxygénés (56,73 %). Des dégradations ont pu avoir lieu
au niveau des constituants de ’HE-HD, d’ou ’apparition de plusieurs composés en faible teneur.
Les alcenes (alcénes non terpéniques et monoterpénes) pourraient étre des produits de

déshydratation d’alcools, diminuant ainsi la teneur en composés oxygénés (22,11 %).

Le nombre de composes est différent pour toutes les plantes. Le plus grand nombre de composé
est obtenu dans I’HE issue de I’hydrodistillation (Figure 64).
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Figure 64 : Histogrammes comparés des nombres de composés obtenus selon la méthode
d’extraction.

Les composés dont la teneur est supérieure a 15% sont identiques dans les HE issues des deux
méthodes. Il s’agit de I’alcéne non terpénique le 1-undécéne (25,58 % - 23,66 %) et le sesquiterpene
bicycligue oxygéné, 1’oxyde de caryophyllene (24,02 % -27,74 %) dans les HE des tiges feuillées
et fleurs de E. praetermissa, le monoterpene acyclique le p-myrcéne (49,58 % - 62,01 %) dans les
HE des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale, le caryophylléne (30,27 % - 43,69 %) dans les HE
des tiges feuillées de C. polycephalum et encore le caryophylléne (16,24 % - 35,84 %) dans les HE
des tiges feuillées de P. quadrifolia (Tableau 36).

La plupart des composés majoritaires sont communs aux huiles essentielles obtenues selon les
méthodes d’extraction avec des teneurs différentes (sauf dans le cas des HE de P. angolensis). De
ce fait, en considérant les composés majoritaires, la composition chimique des HE issues des ces
deux méthodes semblerait identique qualitativement. Ces observations ont été aussi faites par Taha
etal. en 2017.

En effet L hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau se fondent en grande partie sur le
méme principe, celui d’entrainer les composés volatiles par la vapeur d’eau. Le contact (ou la

proximité) de la plante avec 1’eau est la principale différence. Les possibles dégradations des
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composés du fait de leur contact avec 1’eau pourait expliquer que pour les composés majoritaires la

teneur est moins importante dans I’HE-HD.

Tableau 36 : récapitulatif des composés majoritaires des HE
ENTRAINEMENT A LA VAPEUR (%) HYDRODISTILLATION (%)
COMP. MAJ. Emp Pr Pq Pa Cp Emp Pr Pq Pa Cp
1-undécéne 23,66 25,58
B-myrcéne 62,01 49,58
caryophylléne 35,84 43,69 16,24 16,66 30,27
germacrene D 23,96
oxyde de 27,74 24,02
caryophylléne

a-cadinol 30,17

Emp=Emilia praetermissa, Pr=Porophyllum ruderale, Pq=Premna quadrifolia, Pa=Premna angolensis et Cp
=Clerodendrum polycephalum

Au-dela de ces composés identiques qui dominent les HE, la comparaison des compositions
chimiques des HE fait apparaitre une différence au niveau des composés minoritaires.

Ces différences varient d’une plante a I’autre. Elles sont parfois faibles. Par exemple, elles
constituent 3,12 % de I’HE-EV de P. ruderale.

Mais ces différences sont parfois considérables. C’est le cas de C. polycephalum ou ces différences
entre ’HE-HD et I’HE-EV sont environ 25,49 %.

Ces différences pourraient étre expliquées par des variations des parameétres d’expérimentation.
En effet une huile essentielle contient trés souvent plusieurs molécules différentes. Sa composition
chimique n’est par ailleurs jamais rigoureusement identique. Il est impossible de reproduire en
laboratoire cette complexité présente a 1’état naturel. (Chassaing, 2006 ; Lahlou, 2004). La grande
sensibilité des composés insaturés qui composent les huiles essentielles, entraine des modifications
certaines d’un environnement expérimental a un autre. Plus précisément la variation de certains
parametres dans 1’environnement de 1’huile essentielle (la température, la lumiére, le contact ou non
avec I’eau,...) est susceptible de modifier sa composition chimique.

Le limonéne est présent dans toutes les huiles obtenues par hydrodistillation (E.praetermissa,
2,82 % ; P. ruderale, 6,45 % ; P. quadrifolia, 0,13 % ; P. angolensis, 0,72 % ; C. polycephalum,
0,08 %). Or il est absent dans certaines huiles obtenues par entrainement a la vapeur (HE de P.
angolensis et C. polycephallum) et lorsqu’elle est présente, sa teneur est généralement moins élevée.
C’est le cas dans les HE des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa (1,4 %), de P. ruderale (5,02
%). Parallélement, I’apparition de certains de ses isoméres ou 1’augmentation de leur teneur sont
constatées. Le y-terpinéne est passé de 2,60 % dans ’'HE-HD a 10,99 % dans I’'HE-EV des tiges

Résultats et discussion Page 138



feuillées et fleurs de P. rudérale pendant que la teneur de limonéne diminuait de moitié (2,82 % a
1,4%) dans ’HE-EV de E. praetermissa. De méme le P-cyméne qui est absent dans I’'HE-HD
apparait dans ’HE-EV (0,16 %) des tiges feuillées de C. polycephallum. Soit deux fois la teneur du
limonéne présent dans I’HE-HD (0,08 %) et qui a disparu dans ’HE-EV. Iwai et al. en 2014 ont

montré la conversion du limonéne en ses isomeres dans des conditions hydrothermales particulieres.

Fischer et al ont montré que le sabinéne disparait rapidement lorsqu’il est extrait par
hydrodistillation. Parallé¢lement, les auteurs ont noté 1’apparition de plusieurs composés dont le

terpinen-4-ol, I’a-terpinéne et le y-terpinéne (Fischer et al., 1987).

Les isomeres du cadinéne apparaissent dans plusieurs huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation ou par entrainement a la vapeur.

Dans I’HE-HD des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa, il y a le cadina-1,4-diéne (0,55 %)
et le cadina-3,9-diéne (1,60 %) alors que dans I’HE-EV apparaissent le cadina-1,4-dieéne (0,30 %)
et le cadina-3,9-diéne (1,02 %).

Dans I’HE-HD des tiges feuillées de P. quadrifolia, apparaissent le y-cadinene (1,82 %), le
cadina-1(10),4-diene (4,68 %) et le cadina-3,9-diéne (0,21 %). Pendant que dans I’HE-EV
n’apparaissent que le y-cadinéne (1,40 %) et le cadina-1(10),4-diéne (3,96 %).

Quant a ’HE-HD des tiges feuillées de P. angolensis, elle met en évidence le y-cadinéne (2,07
%), le cadina-1,4-diene (4,12 %) et le cadina-3,9-di¢ne (0,43 %) pendant que I’'HE-EV ne révele
que le cadina-1,4-diene (3,64 %).

L’HE-HD des tiges feuillées de C. polycephalum contiendrait le y —cadinéne (0,23 %), le cadina-
1(10),4-diene (0,15 %), cadina-1,4-di¢ne (1,29 %), p-cadinene (4,06 %),
cadina-3,9-diene (0,24 %) et I’a-cadinéne (0,31 %) tandis que I’HE-EV ne contiendrait que le y-
cadinéne (1,02 %) et le B-cadinéne (2,94 %).

Pour tous ces cas, il apparait plus d’isoméres dans I’HE-HD que dans I’HE-EV. L’hydrodistillation

favoriserait donc les interconversions entre isomeres.

Ferhat et al. en 2016 ont constaté également cette différence du nombre de composés selon la
méthode d’extraction. Ces auteurs ont obtenu I’huile essentielle du citron par trois méthodes,
I’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM), I’hydrodistillation (HD) et
I’expression a froid (CP). Les nombres de composés identifiés séraient différents d’une méthode a
I’autre (Ferhat et al., 2016).
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+«+ Conclusion partielle 3:

» Les HE obtenues par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau varient
quantitativement et qualitativement. Les HE obtenues par hydrodistillation contiennent beacoup de
composés que celles obtenues par entrainement a la vapeur. Les teneurs des composés obtenus a
I’hydrodistillation sont généralement moins importants que lorsqu’ils apparaissent a I’entrainement
a la vapeur d’eau. L’hydrodistillation serait donc favorable a plusieurs réactions dont les
interconversions augmentant ainsi le nombre de composeés tout en diminuant leur teneur.

» Plusieurs composés pourraient étre des artefacts survenus lors de I’extraction suite a des
variations de température ou de contact avec I’eau.

» L’essentiel des composés majoritaires se retrouvent dans les HE extraites par hydrodistillation et
par entralnement a la vapeur d’eau. Cependant la teneur de ces composés majoritaires est plus élevée
dans les HE obtenues par entrainement a la vapeur d’eau. L’HE obtenue par entrainement a la vapeur
d’eau aurait donc une composition plus proche de celle de la plante.

Recommandations:

v' Favoriser I’extraction par entrainement a la vapeur d’eau afin d’éviter les détériorations dues a
I’cau.

v" Controler la température d’extraction pour éviter de perdre les composés thermosensibles.

2.4.2-Evaluation des activités antioxydante et antimicrobienne
2.4.2.1-Evaluation des activités antioxydantes

La mesure des absorbances des huiles essentielles par spectrophotométrie, révele que les huiles
essentielles ont une trés bonne capacité réductrice donc une bonne activité. Les concentrations
réductrices de 50% du DPPH évoluant de 0,008 mg/mL a 0,084 mg/mL. Celle de la vitamine C,
prise comme référence est d’environ 0,021 mg/mL. Les études sur la composition chimique des
huiles essentielles des plantes aromatiques en relation avec le screening de leurs activités
biologiques sont abondantes. Il est établi dans de nombreux travaux que l’activit¢ d’une huile
essentielle est en rapport avec les composés majoritaires et les possibles effets synergiques entre les
constituants (Oussou et al, 2009 ; Oussou et al., 2010 ; Saint, 2003 ; Kalemba et Kunicka, 2003).
Donc ce potentiel antioxydant manifesté pourrait étre dd a la synergie de plusieurs composés ou
méme a I’activité de certains composés minoritaires. Les concentrations réductrices de 50 % du

DPPH sont consignées dans le tableau ci-dessous (Tableau 36).
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Tableau 37 : CRso des échantillons d’HE et de la Vitamine C

HE-HD HE-EV Réf.
Plantes Emp Pr Pq Pa Cp Emp Pr Pq Vit.C
CRso 0,026 0,084+ 0,038 0,008 0,06+ 0,014 0,019+ 0,029+ 0,021
(mg/mL)  +0,01 0,01 +0,01 + 001 0,01 0,01 0,01- +0,01
0,001
Equation  8,3125x 1,8214x 8,169 4,625 10,94  7,0119x+ 6,1339x+ 8,8661x+  9,1937x+3
+ + 6x + X+ 9x - 40,384 38,554 23,759 0,402
27,973 34,616 19,08 46,06 10,57
3 8
R? 0,856 0,9554 0,885 0,941 0,945 0,9437 0,9692 0,9687 0,9334
2 4 2

- HE-EV : huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur ; HE-HD : huile essentielle obtenue par hydrodistillation ; Vit.

C : vitamine C

Les HE obtenues a I’entrainement a la vapeur d’eau ont en général un potentiel antioxydant plus

¢levé que celles obtenues a I’hydrodistillation.

Les pourcentages de réduction des HE issues des deux méthodes d’extraction sont représentés

(Figure 65) pour la comparaison.
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Emp=Emilia praetermissa, Pr=Porophyllum ruderale, Pq=Premna quadrifolia, Pa=Premna angolensis et Cp
=Clerodendrum polycephalum

Figure 65 : Diagramme des pourcentages de réduction des HE et de la vitamine C
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La composition chimique des HE des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa en composés
majoritaires est le 1-undécéne 25,58 % ; 1’oxyde de caryophylléne 24,02 % ; le caryophylléne 8,34
% et le B-myrceéne 5,16 % pour HD et le 1-undécéne 23,66; 1’oxyde de caryophyllene 27,74 ; le
caryophyllene 9,06 % ; le phytol 10,82 et le 6, 10,14-triméthylpentadécan-2-one 7,63 % pour EV.
Le 1-undécéne et 1’oxyde de caryophylléne les plus abondants pour les deux méthodes ne peuvent
expliquer 1’activité antioxydante des deux HE. La présence du phytol dans EV, a plus de 17 fois
dans HD (0,62 %) pourrait expliquer la forte activit¢é de ’HE obtenue par EV. Le phytol étant

comme connu possedant une forte activité antioxydante (Santos et al., 2013).

Pour P. ruderale la différence pourrait étre due probablement a y terpinéne et le myrcéne. En
effet le y-terpinéne est présent a 10% dans ’HE-EV et a 2,60 % dans I’HE-HD de P.ruderale. Le
myrcene égalemnt a une teneur de 62,01 % dans I’HE-EV contre 49,68 % dans I’HE-HD. Or ces
deux composés sont connus pours leurs fortes activités antioxydantes (Ruberto et Barrata,
2000 ; Foti et Ingold, 2003 ; Li et Liu, 2009 ; Ciftci et al., 2011). Ces composés ont donc pu
augmenter le potentiel antioxydant de I’'HE-EV (CRso = 0,019 + 0,01mg/mL) tandis que celle
de I’HE-HD a une CRso = 0,084 + 0,01mg/mL.

Pour Premna quadrifolia : ’HE-EV a une activité antioxydante plus forte que I’HE-HD. La
forte teneur en B-caryophyllene 35,84 % dans I’HE-EV contre 16,24 % dans I’HE-HD pourrait
expliquer cette différence. Selon Calleja et al. le B-caryophylléne manifeste une activité

antioxydante (Calleja et al., 2013).

Conclusion partielle 4 :

L’évaluation du potentiel antioxydant montre que les HE des tiges feuillées et fleurs de E.
praetermissa, des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale, des tiges feuillées de P. quadrifolia, des
tiges feuillées de P. angolensis et des tiges feuillées de C. polycephalum ont de tres bonnes activités

antioxydantes.

La comparaison du potentiel des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation a celui des huiles
essentielles obtenues par entrainement a la vapeur d’eau revéle que 1’entrainement a la vapeur d’eau

donne des HE avec un plus grand potentiel antioxydant.
Recommandation:

v" Utiliser les huiles essentielles de ces cing plantes pour 1’¢élaboration de traitement contre le

stress oxydatif.
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2.4.2.2- Evaluation des activités antibactérienne avec les HE obtenues par hydrodistillation
Les diamétres des zones d’inhibition (Tableau 38) des HE lors du screening sont consignés dans
le tableau ci-dessous. Les huiles essentielles les plus actives sont celles des tiges feuillées et fleurs
de E. praetermissa, des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale et des tiges feuillées de C.
polycephalum. Elles ont eu les plus grandes zones d’inhibition contre S. aureus (12 mm, 15 mm et
10 mm), S. epidermidis (14 mm, 24 mm et 15 mm), K. pneumoneae (15 mm, 20 mm et 15 mm) et
B. subtulis (9 mm, 18 mm, 00 mm). La présence de I’oxyde de caryophylléne, du -myrcéne de I’a-
cadinol comme composés majoritaires respectifs dans ces huiles essentielles pourrait expliquer ces

résultats interressants.

Tableau 38 : diamétres des zones d’inhibition des echantillons des HE

di (mm) HE-HD

Bactéries Emp Pr Pq Pa Cp
S. aureus 12+ 1 15+ 1 0 10+ 1 0

S. epidermidis 14+ 1 24+ 1 8 15 0

S. typhimirium 0 0 0 0 8

E. coli 0 0 0 0 0

K. pneumoneae 15+ 1 20+ 1 15+ 1 -

P. aeruginosa 0 0 0 0 0

B. subtulis 9+ 1 18+ 1 0 0 8+ 1
K. blse - - 8 - 9+ 1

Les tests antimicrobiens ont montré que les huiles essentielles des tiges feuillées de P.quadrifolia
et de C. polycephalum n’ont pas d’effet notable sur les souches. Toutes les zones d’inhibition sont
inférieures @ 11 mm. Cela pourrait s’expliquer par de potentiels effets antagonistes de leurs

constituants.

Le test comparatif des zones d’inhibition de ’HE-HD et I’HE-EV a donné les résultats donnés dans

le tableau (Tableau 39) suivant :

Tableau 39 : Diamétre d’inhibition des HE-HD et HE-EV sur les souches contre S. epidermidis
et K. pneumoneae

di (mm) HE-HD di (mm) HE-EV
Bactéries Emp Pr Pq Emp Pr Pq
S. epidermidis 15 15 8 14 20 11
K. pneumoneae 15 18 13 15

Les HE extraites par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau sont voisines et ont
des effets moyens contre S. epidermidis et K. pneumoneae.
Les CMI et CMB des échantillons sont consignés dans le tableau ci-dessous (Tableau 40). Elles

sont déterminées pour les échantillons ou le diamétre d’inhibition est supérieur ou égal a 11 mm.
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Tableau 40 : CMI et CMB des échantillons des HE et de la gentamycine (référence)

Concentrations minimales (mg/mL)

Bactéries Emp Pr Pa Gentamicyne
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S. aureus 3,75 30 3,75 30 - - 0,005 0,01
S. epidermidis 3,75 30 3,75 15 3,75 30 0,0025 0,005
K. pneumoneae 3,75 30 3,75 15 3,75 30 0,005 0,01
B. subtulis - - 3,75 30 - - 0,0025 0,005

Conlusion partielle 5

Les tests ont montré que les HE étudiées ont des effets plus ou moins élevés selon la souche. Les
huiles essentielles qui ont été plus actives sont celles des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa,
des tiges feuillées de P. ruderale et des tiges feuillées de P. angolensis. Elles ont eu les plus grandes
zones d’inhibition contre S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoneae et B. subtulis. Les huiles
essentielles des cinq plantes sont par ailleurs dominées par des composés dont les effets

antibactériens sont connus.
Recommandation:

v" Utiliser les huiles essentielles des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa, des tiges feuillées
de P. ruderale et des tiges feuillées de P. angolensis pour la recherche de traitement contre les
pathologies dues a S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoneae et B. subtulis.

v' Le B-caryophylléne et le B-myrcéne dont les activités antibactériennes sont connues pourraient
étre isolés respectivement des huiles essentielles des tiges feuillées de C. polycephallum et des tiges

feuillées et fleurs de P. ruderale.

2.1.5.3-Evaluation des activités antifongiques des HE obtenues par hydrodistillation

Les résultats des tests antifongiques sont consignés dans le tableau ci-dessous (Tableau 41). Les
huiles essentielles des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa, des tiges feuillées et fleurs de P.
ruderale ont eu des effets notables contres les souches testées. Ces HE sont dominées par des

composés oxygeneés et des monoterpenes.

Tableau 41 : Diamétre des zones d’inhibition des HE sur les champignons

di (mm)
Champignons Emp Pr Pq Pa Cp Amphotéricine B (référence)
C. albicans 1241 14+1 0 941 8#1 35%1
C. tropicalis 12+1 12+1 0 8+1 8+1 301
C. glabrata 11+#1 13+x1 0 8+1 8+1 35%1
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Les CMI et CMF (Tableau 42) des échantillons d’HE sont consignées dans le tableau ci-dessous.
Elles sont déterminées pour les échantillons et champignons ot le diamétre d’inhibition est supérieur
ou égal a 11 mm.

Tableau 42 : CMI et CMF des HE sur les champignons

Concentrations minimales (mg/mL)

Emp Pr Pg Pa Amphotéricine B
Champignons CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF
C. albicans 3,75 30 3,75 30 - - 0,05 0,1
C. tropicalis 3,75 30 3,75 30 - - 0,05 0,1
C.glabrata 3,75 30 3,75 30 - - 0,05 0,1

Conclusion partielle 6;

C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata ont été sensibles aux huiles essentielles des tiges feuillées et
fleurs de E. praetermissa et des tiges feuillées et fleurs de P. ruderale avec une CMI = 3,75 mg/mL
et une CMF = 30 mg/mL.

Recommandation:

v" Utiliser les huiles essentielles des tiges feuillées et fleurs de E. praetermissa et des tiges feuillées
de P. ruderale pour la recherche de traitement contre les pathologies dues a ces Candida.
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CONCLUSION GENERALE

La présente a porté sur 1’étude chimique et biologique de cing plantes aromatiques de la flore
ivoirienne, fréqguemment utilisées par les populations ont été sélectionnées : Emilia praetermissa,
Porophylum ruderale, Premna quadrifolia, Premna angolensis et Clerodendrum polycephalum. Les
huiles essentielles ont été extraites par deux méthodes : a savoir I’hydrodistillation et I’entrainement a la
vapeur d’eau. La composition chimique des huiles essentielles extraites a été réalisée par chromatographie

en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse suivie de tests antioxydant et antimicrobien.

» E. praetermissa

Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau des tiges
feuillées et fleurs de E. praetermissa sont de couleurs jaune a jaune-péle et ont des rendements respectifs
selon les deux méthodes de 0,06% et 0,04%. L’huile essentielle de cette plante n’avait jusqu’a présent fait
I’objet d’aucune étude sur ses constituants chimiques. L’analyse a révélé trente-deux composés pour
I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation et dix-huit composés pour I’huile essentielle obtenue par
entrainement a la vapeur d’cau. Les deux huiles essentielles sont dominées par les composés oxygénés
(33,11% - 49,63%). Les composés majoritaires sont : pour I’huile obtenue a 1’hydrodistillation, le 1-
undécéne (25,58%), I’oxyde de caryophylléne (24,02%) et le caryophyllene (8,34%) et pour I’huile
essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau I’oxyde de caryophylléne (27,74%), le 1-undécene
(23,66%) et le phytol (10,82%).

Plusieurs composés se retrouvent dans les deux huiles essentielles. La somme des teneurs de ces
composes identiques est de 77,28% dans I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation et de 87,89%
pour I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau. La comparaison de la composition
chimique fait apparaitre plusieurs composés généralement en faible teneur qui sont spécifiques a chaque
méthode. A notre connaissance cette étude de I’huile essentielle de E. praetermissa est réalisée pour la
premiére fois.

Les deux huiles essentielles ont une trés bonne activité antioxydante. L’activité¢ de I’huile essentielle
obtenue par entrainement a la vapeur d’eau (CRs50=0,014 mg/mL) est toutefois supérieure a celle de 1’huile
essentielle obtenue par hydrodistillation (CRs0=0,026 mg/mL).

Le screening antimicrobien avec I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des parties aériennes
de E. praetermissa a révélé que cette huile a une activité sur la plupart des souches bactériennes et les
champignons a savoir S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoneae, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata

avec une CMI= 3,75mg/mL.
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L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation aurait une plus grande sensibilité sur S. épidermidis
(14 mm) et K. pneumoneae (15 mm). L’étude comparée des zones d’inhibition des huiles essentielles
obtenue par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’cau sur ces deux souches a donné des
valeurs différentes mais proches. Les huiles essentielles obtenues par ces deux méthodes ont des activités

antimicrobiennes moyennes et voisines.

P. ruderale

Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’ecau des tiges
feuillées et fleurs de P. ruderale sont de couleurs jaune et jaune-orangé et ont des rendements respectifs
selon les deux méthodes de 0,23% et 0,1%. Leur analyse a révélé quinze composes pour I’huile essentielle
obtenue par hydrodistillation et onze composés pour I’huile obtenue par entrainement a la vapeur d’eau.
Les deux huiles essentielles sont dominées par les monoterpénes (72,83% - 85,89%). Les composes
majoritaires sont le B-myrcene (49,58%), le B-pinéne (12,96%) et le limonéne (6,45%) pour I’huile
essentielle obtenue par hydrodistillation le B-myrcene (62,01%), le 1-undécéne (9,24%), le y-terpinéne
(10,99%), le B-pinene (7,42%) et le limoneéne (5,02%) pour I’huile essentielle obtenue par entrainement a
la vapeur. Les composés identiques dans les deux huiles essentielles sont significatifs. Ils représenteraient
88,62% de la composition de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation et 96,26% de I’huile
essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau. Des composés minoritaires sont spécifiques aux
HE issues des deux méthodes. L’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur influencent la composition
des HE.

L’activité antioxydante de 1’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau (CRso =
0,019 0,01mg/mL) est largement au-dessus de celle de 1’huile obtenue par hydrodistillation (CRso=
0,084 + 0,01lmg/mL).

Le test antimicrobien a montré que 1’huile essentielle de P. ruderale est moyennement efficace sur K.
pneumoneae, B. subtilus, S. auréus, S. épidermidis, C. albicans, C. tropicalis et C. glabrata. Elle présente
par ailleurs, un effet bactériostatique avec une plus grande sensibilité sur S. épidermidis (24 mm) et K.
pneumoneae (18 mm) avec une CMI= 3,75mg/mL. Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation

et par entrainement a la vapeur de P. ruderale ont des activités moyennes et voisines.

P. quadrifolia
Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau des tiges
feuillées de P. quadrifolia sont de couleur jaune et ont des rendements respectifs selon les deux méthodes

de 0,16% et 0,1%. L’analyse a révélé vingt-huit composés qui représentent 91,92% de 1’huile essentielle
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obtenue par hydrodistillation. Elle est constituée de sesquiterpénes (67,52%), de composés oxygénés
(19,46%) et de monoterpenes (4,94%). Alors que I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur
d’eau contient seize composés, soit environ 99,55% de I’huile essentielle dont des sesquiterpénes
hydrocarbonés (77,05%), de composés oxygenés (15,62%) et de monoterpénes (6,88%).

Plusieurs composés se retrouvent dans les deux huiles essentielles. Les isomeres majoritaires le
caryophyllene (16,24 % -35,84 %) et le a-caryophyllene (humuléne) (12,46 % -14,40 %), ainsi que le B-
pinéne (0,12 % - 0,77 %), le B-myrceéne (4,69 % - 5,08 %), le D- limonéne (0,13 % - 1,03 %), le a-cubébéne
(0,19 % - 7,58 %), le B-élémene (5,97 % - 5,29 %), le y-muuroléne (14,75 % - 6,94 %), le a-selinéne (1,54 %
- 0,47 %), le bicyclogermacrene (2,23 % - 1,18 %), le y-cadinéne (1,82 % - 1,40 %), le cadina-1(10),4-diene
(4,68 % - 3,96 %), 1I’oxyde de caryophylléne (2,70 % - 6,32 %), le cubénol (0,71 % - 1,12 %), le a-bisabolol
(5,20% -2,94 %) et le 6, 10,14-triméthylpentadecan-2-one (4,54 % - 5,24 %) se retrouvent dans les deux
huiles essentielles.

Les deux huiles essentielles présentent un bon potentiel antioxydant. Les CRso sont : CRsg = 0,029 +
0,0lmg/mL pour I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau et CRso=
0,038+0,01mg/mL pour I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation n’a montré
aucun effet sur les souches bactériennes et les champignons sauf sur S. épidermidis et avec une activité
faible

P. angolensis

Des tiges feuillées de P. angolensis ont été extraites des huiles de couleur jaune avec des rendements
de 0,10% pour I’hydrodistillation et 0,07% pour I’entrainement a la vapeur d’eau. L’analyse a révélé trente
composés pour 1’huile essentielle obtenue par hydrodistillation. Ces composés constituent 94,34% de la
composition totale de I’huile essentielle. 1l s’y trouve des sesquiterpénes hydrocarbonés (57,65%), des
monoterpenes (14,41%), des composés oxygénés (22,11%) et des alcenes en faible proportion (0,36%).
Onze composés ont été identifiés dans I'huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau des
feuilles de P. angolensis, soit environ 98,35% de la composition totale de I’HE. Les hydrocarbures
sesquiterpéniques (41,62%) et les composés oxygeénés (56,73%) sont I’essentiel des composés identifiés.
Des différences existent dans la composition chimique des deux HE. Cependant, des composeés identiques
se retrouvent dans les deux huiles essentielles. Ce sont le copaéne (0,25 % - 3,44 %), le caryophyllene
(16,66 % - 13,35 %), le cadina-1,4-diéne (4,12 % - 3,64 %), I’oxyde de caryophylléne (2,13 % - 1,44 %),
le a-cadinol (1,11 % - 30,17 %), le a-bisabolol (9,02 % - 1,64 %), le 6,10,14-triméthylpentadécan-2-one
(5,13 % - 10,97 %) et phytol (2,34 % - 4,14 %).

L’HE-HD des tiges feuillées de P. angolensis a une bonne activité antioxydante avec la CRso = 0,008 +

0,01mg/mL. Le screening antimicrobien avec 1’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des tiges
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feuillées de P. angolensis a montré que cette huile essentielle possede une faible activité sur S. aureus et
C. albicans et une activité moyenne sur S. epidermidis et K. pneumoneae.

C. polycephallum

Les huiles essentielles obtenues par les deux méthodes des tiges feuillées de C. polycephallum sont
jaune-clair et ont des rendements de 0,13% pour I’hydrodistillation et 0,08% pour I’entrainement a la
vapeur d’eau. L’analyse a révélé quarante-deux composés pour I’huile essentielle obtenue par
hydrodistillation et vingt-huit composés pour I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur
d’eau.

Les deux huiles essentielles sont dominées par les sesquiterpenes (89,81% - 91,10%). Les composes
majoritaires sont : le caryophylléne (30,27%), le germacréne D (23,96%) pour 1’huile essentielle obtenue
par hydrodistillation et le caryophylléne (43,69%), le germacréne D (11,65%), le p-bourbonéne (6,90%),
le a-humuléne (5,23%) pour I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau. Neuf
composés identiques qui représentent 70,35% de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation et
78,22% de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau ont été notés. L hydrodistillation
et I’entrainement a la vapeur d’eau ont influencé la composition chimique des HE.

L’HE-HD des tiges feuillées de C. polycephalum a une activité antioxydante avec la CRso = 0,05 +
0,001 mg/mL. L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle des feuilles de C.
polycephalum a montré qu’elle ne possede pas d’activité notable sur les souches testées. Toutes les zones
d’inhibition sont inférieures a 11 mm.

En somme, I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur qui sont deux techniques proches
donneraient des huiles essentielles différentes en générale.

Dans cette étude, un plus grand nombre de composés a été obtenu de I’huile extraite par
hydrodistillation. La teneur du composé majoritaire est plus élevée dans le cas de 1’entrainement a la
vapeur d’eau lorsqu’il est le méme dans les deux méthodes.

L’activité antioxydante est toujours plus forte pour les huiles obtenues a I’entrainement a la vapeur d’eau.

Quant a I’activité antimicrobienne, elle se situe dans le méme intervalle pour les deux méthodes.
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PERSPECTIVES

Le présent travail est d’abord une contribution a la constitution de base de données sur les plantes
médicinales en vu de compléter la pharmacopée ivoirienne, ensuite il aide au choix de la méthode
d’extraction pour un usage optimal des huiles essenticlles en fonction de leur efficacité. Cette étude n’est
donc pas achevée, elle est a poursuivre et a renforcer.

En perspectives, nous envisageons :

— confirmer si possible la méthode d’extraction adaptée aux usages thérapeutiques des huiles
essentielles ;

— vulgariser la méthode la plus adaptée a I’extraction des huiles essentielles pour des usages
thérapeutiques ;

— Faire une étude de variabilité des huiles essentielles issues des différentes parties (feuilles, tiges et
fleurs) des plantes et étendre 1’étude sur d’autres sites géographiques afin de déterminer le chémotype
de ces huiles essentielles ;

— étendre cette étude a d’autres plantes aromatiques.
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ANNEXES



a- HE de la partie aérienne de Porophyllum ruderale
b- HE des feuilles de Premna quadrifolia

c- HE des feuilles de Preemna angolensis

d- HE de parties aériennes de Emilia praetermissa

Annexe 1 : Piluliers contenant des huiles essentielles

a- Systéme de récupération de 1’hydrodistillation de type clevenger
b- Systeme de répération du dispositif d’entrainement a la vapeur utilisé

Annexe 2: Systemes de récupération des huiles essentielles
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Annexe 4 : Appareil d’analyse CPG/SM Agilent Technologie, 7890A
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Annexe 5: Spectrophotometre AQUA LYTIC AL800
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Annexe 6 : Pourcentage de réduction en fonction de la concentration des huiles essentielles de Emilia
praetermissaet de la vitamine C
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Annexe 7: Pourcentage de réduction en fonction de la concentration des huiles essentielles de Porophyllum
ruderaleet de la vitamine C
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Annexe 8: Pourcentage de réduction en fonction de la concentration des HE de Premna quadrifolia et de la
vitamine C
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Annexe 9: Pourcentages de réduction de I’HE des feuilles dePremna angolensis et de la vitamine C en fonction
de la concentration
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Annexe 10: Pourcentage de réduction des huiles essentielles de Clerodendrum polycephalum et de la vitamine
C en fonction de la concentration
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Annexe 11: Quelques cupules présentant les zones d’inhibition des huiles essentielles contre les souches
bactériennes et fongiques
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Annexe 12 : Chromatogramme de 1’huile essentielle obtenue par hydrodistillation de la partie aérienne de Emilia
praetermissa
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Annexe 13 : Chromatogramme de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur de la partie aérienne
de Emilia praetermissa
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Annexe 14: Chromatogramme de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des parties aériennes de
Porphyllum ruderale
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Annexe 15: Chromatogramme de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur de la partie aérienne
de Porophyllum ruderale
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Annexe 16: Chromatogramme de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des feuilles de Premna
quadrifolia
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Annexe 17: Chromatogramme de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur des feuilles de Premna
quadrifolia
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Annexe 18: Chromatogramme de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation de Premna angolensis
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Annexe 19: Chromatogramme de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur des feuilles de Premna
angolensis
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Annexe 20: Chromatogramme de I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des feuilles de Clerodendrum
polycephalum
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Annexe 21: Chromatogramme de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur des feuilles de
Clerodendrum polycephalum
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Annexe 22: Chromatogramme des n-alcanes standarts
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N-TRITRIACONTANE ug/ml 500 + 15 97.5 FIKO1-QOHQ 630-05-7
N-TRIDECANE ug/ml 504 £ 15 99.8 MKBX8880V 629-50-5
N-DODECANE ug/ml 499 + 15 99.3 WXBCS140V 112-40-3
N-UNDECANE ug/ml 501 + 15 99.0 MKCF0376 1120-21-4
N-DECANE ug/ml 501 + 15 99.1 WXBC6468V 124-18-5
N-NONANE ug/ml 502 + 15 99.9 LC00218 111-84-2
N-OCTANE ug/ml 500 £ 15 99.5 BCBW1807 111-65-9
PRISTANE ug/ml 501 + 15 99.3 LB34903 1921-70-6
N-HENTRIACONTANE (C31) ug/ml 500 £ 15 99.5 BCBZ2021 630-4-6
N-HEXADECANE ug/ml 501 = 15 99.9 LC02125 544-76-3
N-PENTATRIACONTANE ug/ml 500 £ 15 97.6 LB9600 630-07-9
OCTATRIACONTANE ug/ml 500 + 15 97.1 LC19744 7194-85-6
HEPTATRIACONTANE ug/ml 500 + 15 97.1 BCBV7378 7194-84-5
N-NONACOSANE ug/ml 501 + 15 100 BCBT9434 630-03-5
N-HEPTACOSANE ug/ml 501 = 15 98.7 0000016847 593-49-7
PHYTANE ug/ml 500 + 15 97.0 1-LDO-115-1 638-36-8
NONATRIACONTANE ug/ml 500 + 15 94.0 0000041159 7194-86-7
N-HENEICOSANE ug/ml 502 £ 15 99.8 MKBZ$32°V' 629-94-7
N-HEXATRIACONTANE ug/ml 500 £ 15 99.5 LB86126 630-06-8
N-TETRATRIACONTANE ug/ml 501 £ 15 96.1 2HQRD 14167-59-0
N-DOTRIACONTANE ug/ml 500 + 15 98.9 LB9S569 544-85-4
N-TRIACONTANE ug/ml 500 £ 15 97.0 LC05406 638-68-6
N-OCTACOSANE ug/ml 501 % 15 99.6 LC17526 630-02-4

¢ ¢

ACCREDITED

EEEEEEEEEEEEEEEEE

ACCREDITED

TESTING LABORATORY

Page 1 of 3

SIGMA-ALDRICH"

2931 Soldier Springs Rd.  Laramie, Wyoming 82070 USA

307-742-5452
rtctechgroup@sial.com

www.sigma-aldrich.com



Lot

Expiration Date
Manufacturing Date
Storage Conditions
Solvent/Matrix

N-HEXACOSANE
N-TETRADECANE
N-TETRACOSANE
N-PENTADECANE
N-TRICOSANE
N-DOCOSANE
N-EICOSANE
N-NONADECANE
N-OCTADECANE
N-HEPTADECANE

N-TETRACONTANE

N-PENTACOSANE

¢

ACCREDITED

EEEEEEEEEEEEEEEEE

LRAC1880

February 2021
February 2019
Refrigerate
DICHLOROMETHANE

¢

ACCREDITED

TESTING LABORATORY

ug/ml
ug/ml
ug/mil
ug/ml
ug/mil
ug/mil
ug/ml
ug/mil
ug/ml
ug/ml
ug/mil

ug/ml

501 +
503 +
502 +
500 +
500 +
500 +
502 +
503 +
502 +
503 +
500 +
501 +

Page 2 of 3

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

99.9
99.5
99.8
99.6
99.9
99.8
99.6
99.9

100
99.6
99.2
98.8

LC19495

LC15053

MKBZ5406V-

2
LC08640

LB36889

MKCC2657

LC17248

201521

MKCG6046

LC16733

BCBz6227

0000025344

630-01-3
629-59-4
616-31-1
629-62-9
638-67-5
629-97-0
112-95-8
629-92-5
593-45-3
629-78-7
4181-95-7
629-99-2



Certificate of Analysis Certified

Reference
C8-C40 ALKANES CALIBRATION Material
STD,1X1ML,VARIED,DICHLOROMETHANE

ProductID 40147-U
Lot LRAC1880
Expiration Date February 2021
Manufacturing Date February 2019
Storage Conditions Refrigerate

Solvent/Matrix DICHLOROMETHANE

1 Metrological traceability: Traceable to the Sl and higher order standards from NIST through an unbroken chain of comparisons. The balance used to weigh raw materials is accurate to +/-0.0001 g and
calibrated regularly using mass standards traceable to NIST. All dilutions were performed gravimetrically. Additionally, individual analytes are traceable to NIST SRMs where available and specified above.
4 Ucrm - Uncertainty values in this document are expressed as Expanded Uncertainty (Ucrm) corresponding to the 95% confidence interval. Ucrm is derived from the combined standard uncertainty multiplied by
the coverage factor k, which is obtained from a t-distribution and degrees of freedom. The components of combined standard uncertainty include the uncertainties due to characterization, homogeneity, long term

stability, and short term stability (transport). The components due to stability are generally considered to be negligible unless otherwise indicated by stability studies. The mathematical representation of the Ucrm
calculation is as follows:

— 2 2 2
u CRM \/u char +u hom ogeneity +u stability
k: Coverage factor derived from a t-distribution table, based on the degrees of freedom of the data set. Assume 2.0 for a Confidence interval = 95%
Traceability: The standard was manufactured under an ISO/IEC 17025:2017 certified quality system. The balance used to weigh raw materials is accurate to +/- 0.0001g and calibrated

regularly using mass standards traceable to NIST. All dilutions were preformed gravimetrically. Additionally, individual analytes are traceable to NIST SRMs where available and
specified above.

Homogeneity: Homogeneity was assessed in accordance with ISO 17034:2016. Completed units were sampled using a random stratified sampling protocol. The results of chemical
analysis were then compared using a one-way analysis of variance approach as described by TNI EL-V3-2009 Appendix A.2. See Instructions for minimum sub-sample size.
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Composition chimique par CPG/SM et activités
antimicrobiennes de I’huile essentielle extraite par
entrainement a la vapeur de Porophyllum ruderale
(Jacq.) Cass. récoltée en Cote d’Ivoire.

KOUASSI Kouamé Séraphin, KOUAME Bosson Antoine, MAMYRBEKOVA-
BEKRO Janat Akhanovna, BEKRO Yves-Alain

Laboratoire de Chimie Bio-Organique et de Substances Naturelles (LCBOSN) -
UFR-SFA Université Nangui Abrogoua 02 BP 801 Abidjan 02 Céte d’Ivoire

Résumé:

L’huile essentielle (HE) de la partie aérienne de porophyllum ruderale (Jacq.)
Cass. obetnue par entrainement a la vapeur a été analysée par CPG/SM. Puis
I’activité¢ antimicrobienne de I'HE a été évaluée sur des bactéries et
champignons de référence du Centre Suisse de Récherches Scientifiques en
Cote d’Ivoire. L’HE est constituée essentiellement de monoterpeénes
(94,69%), d’hydrocarbures aromatiques (4,39%) et de sesquiterpenes
(0,27%). Les composés majoritaires sont B-Myrcene ( 35,52%), y-terpinéne
(26,37%), PB-pinéne(21,65%), Limoneéne (9,26%) et 1-Undécéne(4,39%).
L’HE a inhibé la plupart des souches testées, Klebsiella pneumoneae,
Bacillus subtilus CIP, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Candida albicans, Candida tropicalis et Candida glabrata, avec une
concentration minimale inhibitrice (CMI) de 3,75mg/mL. Cependant , elle ne
posséde aucun effet sur Salmonella typhimirium SO 66, Eschérichia coli
ATCC 25922 et Pseudomonas aéruginosa ATCC 27853.

Key Words: Porophyllum ruderale, Cote d’Ivoire, Huile Essentielle.
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1-Introduction

La flore ivoirienne présente une grande biodiversité qui profite a la médecine
traditionnelle utilisée par la grande majorité des populations rurales. En Cote
d’Ivoire, le recours a la phytothérapie est de tradition, parmi les espéces
végétales utilisées en médecine traditionnelle, figurent les plantes
aromatiques et médicinales qui sont une source de produits a forte valeur
ajoutée (huiles essentielles, extraits, résines). Porophyllum ruderale, est une
plante annuelle érigée, généralement plutot peu ramifiée, atteignant 20 a 100
cm de haut. Elle est plus connue sous le nom de la "coriandre bolivienne" ou
d' "arnica-brésilienne", et originaire d'Amérique tropicale (Fonseca et al.,
2006). En Cote d'Ivoire, on observe une soudaine apparition et prolifération
de cette adventice sur les parcelles agricoles. Cette plante se
propage principalement par les graines. De la famille des Asteraceae,
P.ruderale produit beaucoup de semences avec un taux de germination élevé
(Dogba et al., 2018). Plusieurs études ont été menées sur la plante,
principalement sur le continent américain. Des phénols totaux et une activité
antioxydante ont été revélés dans des extraits aux ultrasons de p.ruderale.
(Conde-Hernandez et al., 2014). Des dérivés de thiopheéne isolés de P.
ruderale présenteraientt une forte activité contre les formes promastigotes et
amastigotes axéniques de L. Amazonensis (Takahashi et al., 2011).
Cependant, peu d’études chimiques existent en Cote d’Ivoire sur la plante.
Cette étude vise a déterminer la composition de I’'HE obtenue par
entrainement a la vapeur, de P. ruderale, puis évaluer 1’activité de I’HE sur
les souches de références du Centre de Récherche Scientifique Suisse en Cote
d’Ivoire.

2- MATERIEL ET METHODES
2.1- Matériel végétal

La partie supérieure de la plante fraiche a été récoltée en début Octobre dans
la commune de Bingerville (Abidjan) et distillée dans les 24h qui ont suivi.
La plante a été identifiée par TERE Henry technicien botaniste au Centre
Suisse de Recherches Scientifiques en Cote d‘Ivoire (CSRS, Adiopodoumé -
Cote d’Ivoire) et par le Centre National de Floristique (CNF) d’Abidjan
conformement a 1’herbier numéro UCJ018336.

2.2- Entrainement a la vapeur

L’entrainement a la vapeur a été réalis¢ dans un dispositif a quatre
compartiments, congu a cet effet. La chaudiére qui peut contenir environ
soixante litres d’eau est reliée a une grande cuve par un tuyau. La grande
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cuve contient un ensemble quatre grilles solidaires a une tige amovible. Sur
les grilles, ont été disposés 5,5 Kg de matériel végétal. De cette cuve, la
vapeur d’eau entraine les composés volatiles dans une troisiéme cuve qui sert
de réfrigérant. Puis le quatrieme compartiment est le systéme de récupération.

2.3- Analyse CPG/SM

L’analyse des HE diluées dans le dichlorométane (1 :100) a été réalisée sur
un chromatographe GC (7890A, Agilent Technologies) couplé a une MS
(5975C, Agilent Technologies). Un échantillon liquide de volume 1uL a été
injecté dans une colonne capillaire HP-5MS a 250°C. La température du four
a ¢été programmeée a 40 °© C pendant 5 min, puis 2°C/min pendant 15 min
jusqu’a 250°C, puis un débit de 10°C/min jusqu’a 300°C. Le débit du gaz
porteur Hélium 1mL/min, retard au solvant: 2 min. Température du détecteur
MS 280°C, tension du détecteur 1,4 kV, plage de balayage du rapport masse /
charge de 1'ion 40 a 500. L'identification des composés a été effectuée par la
comparaison indices de rétentions, calculés a partir des temps de rétention et
de spectre de masse avec les données de la base de données de 1'Institut
National des Normes et de la Technologie (NIST) et de la littérature.

2.4- Evaluation de ’activité antibactérienne des HE
2.4.1- Mesure des diametres d‘inhibition

Les souches utilisées pour les études de sensibilité vis-a-vis des différentes
HE sont des souches de références du laboratoire du Centre Suisse de
Recherches Scientifiques en Cote d’Ivoire. L'activité antibactérienne des
différentes HE a différentes concentration, a été déterminée contre chaque
souche bactérienne par la méthode de Berghe et Vlietinck (Berghe et
Vlietinck, 1991). L'ensemencement de 1'inoculum de 1 mL est réalisé¢ avec
une culture de 18 4 20 h (10°-10° UFC/mL), en surface du milieu Mueller
Hinton (MH) préalablement coulé dans des boites de Pétri. Aprés 15 min, des
puits ont été découpés a l'aide de pipettes Pasteur. Le fond des puits est
obturé par une goutte de gélose MH pour limiter la diffusion des huiles sous
la gélose. Ensuite, 50 pL de l'huile a différentes dilutions, est distribuée dans
chaque puits. Aprés diffusion, les cultures sont incubées dans des étuves a 37
°C pendant 24 h. Les auréoles d'inhibition sont mesurées avec un pied a
coulisse.

2.4.2- Détermination des concentrations minimales

On repique dans 10 ml de bouillon MH, 0.1 mL de bouillon de 18 heures
pour les Eschérichia coli, Salmonella, Bacillus, klébsiella, candida. On fait
de méme pour 0.3 mL Staphylococcus aureus et épidermidis. On incube a 37

3
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°C pendant 3 a 5 heures jusqu’a DI’apparition d’une légere opalescence
d’environ 5 107 bactéries/mL. Ensuite, on ajoute 1 ml de ces bouillons a 10
ml de bouillon MH préalablement chauffé¢ a 37°C (inoculum). Puis, on met
100 pl de la solution d’extrait d’huile essentielle dans la colonne n°12 de la
microplaque, 50 pl de bouillon MH a partir de la colonne n° 11 jusqu’a la
colonne n°2 et 100 pl de bouillon MH dans la colonne n°1. On dilue, a partir
de la colonne n°12 jusqu’a la colonne n°3 en prélevant 50 ul a chaque fois, et
on distribue 50ul de I’inoculum dans chaque puits des colonnes n°12 a n°2.
Enfin, on incuber a 37°C pendant 18 heures et on fait la lecture a 1’ceil nu. On
note aussi la concentration de la derniére cupule ou il n’y a pas de turbidité.

3- RESULTATS ET DISCUSSION
3.1- Rendement et CPG/SM

L HE de P.ruderale est liquide de couleur jaune avec un rendement
d’environ 0,1%. L’identification des constituants a été réalisée a 1’aide des
indices de rétention et des spectres de masse. Les indices de rétention ont été
calculés a partir des temps de rétentions (KOVATS, 1958)(IUPAC, 1997).
L’analyse CPG/SM de I’HE nous a permis d’identifier huit (08) composés
qui font environ 99,20% de la composition totale de ’'HE, tableau 1. Cette
huile est constituée de monoterpéne (94,69%), d’alcénes (4,39%) et de
sesquiterpenes (0,27%). Les composés majoritaires sont [-Myrcéne (
35,52%), y-terpineéne (26,37%), B-pinene (21.65%), Limonene (9,26%) et 1-
Undécene (4.39%).

Ces résultats montrent les mémes composés, mais avec des pourcentages
différents que ceux obtenus par Raggi et al.(2014) qui ont obtenus par
hydrodistillation et analysés par chromatographie en phase gazeuse (GC) et
spectrométric de masse GC (GC — MS) l'huile essentielle des parties
aériennes de deux sous-especes cultivées de Porophyllum ruderale.
Porophyllum ruderale subsp. macrocephalum (PRM) et Porophyllum
ruderale subsp. ruderale (PRR) . Les monoterpénes étaient les constituants
les plus abondants. L'huile de PRM présente le limonene (83,5%), le myrcéne
(6,3%) et le 1-undécéne (5,4%) comme les principaux composés, tandis que
I'huile de PRR contient du E-B-ocimene (54,9%), du limonéne (25,2%) et le
B-pinéne (10,1%) comme principaux composants.

Cependant, ils ont montré que la composition chimique des huiles
essentielles des deux sous-especes serait différente selon la région de
croissance. En outre, de grandes variations existeraient entre les stades
végétatif et reproducteur en ce qui concerne la composition chimique (Raggi
etal.,2014).



European Scientific Journal ISSN: 1857 - 7881 (Print) e - ISSN 1857- 7431

Cette variation de la composition de ’'HE de P.rudérale a été observée par
plusieurs auteurs. Fonsceca et al. (2006), au Brésil ont obtenu comme
compos¢ majoritaire de 1°'HE des feuilles et des fleures, le monoterpéne [3-
Phéllandréne. Une analyse menée en Bolivie par Loayza et al. (2000) , a
donné pour composé majoritaire le Sabinene (64%). Quant a Rondon et al.
(2008) , ils ont eu comme composés majoritaires le mélange Limonéne et f3-
Phellandréne (50,3%) suivis du Sabinéne (20,2%).

Tableau 1: composition de I’'HE de p.ruderale obtenue par entrainement a la vapeur.

pic composés TR (min) | IR m/z % HE
1 o-Pinéne 12,7 926 136 1,40
2 B-Pinéne 15,5 969 136 21,65
3 B-Myrcéne 16,9 991 136 35,52
4 Limoneéne 19,2 1025 136 9,26
5 B-Ocimeéne 20,2 1038 136 0,49
6 v-Terpinéne 20,9 1048 136 26,37
7 1-Undécéne 24,0 1092 154 4,39
8 - 24,5 1099 150 0,17
9 - 27,619 1142 93 0,12
10 a-Copacne 43,5 1379 204 0,27
11 - 44,612 1396 189 0,09
12 _ 53,9 1552 204 0,12
13 - 55,1 1571 222 0,18
Monoterpenes 94,69
Sesquiterpenes 0,12
Hydrocarbures aromatiques 4,39
Autres 0,68
Total 99,88

TR: Temps de Rétention; IR: Indice de Rétention; m/z: masse sur charge
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Il revient des differentes analyses que la famille des monoterpénes est
largement représentée dans I’HE de P.ruderale. Le pourcentage du composé
majoritaire de ’HE obetenue par entrainement a la vapeur dans cette étude,
B-Myrcene (35,52%), est inférieur a ceux des composés majoritaires des HE,
limonene (83,5%), E-B-ociméne (54,9%), Raggi et al.(2014); Sabinéne
(64%), Loayza et al. (2000), obtenus par hydrodistillation.

3.2- Activités antimicrobiennes de I’HE de P.ruderale.

L’activité est considérée nulle pour un diamétre d’inhibition (d.i.) inférieur
ou ¢égale a 8 mm ; faible pour d.i. compris entre 8 et 14 mm, moyenne pour
d.i. compris entre 14 et 20 mm ; forte pour d.i. supérieur ou égal a 20 mm.
Les diametres d’inhibition des huiles sont consignés dans le tableau2. L’HE
de P.ruderale est moyennement efficace sur la plupart des bactéries étudiées.
Elle posséde un effet batériostatique avec une plus grande sensibilité pour
Staphylococcus épidermidis CIP.53124 et Klébsiella pneumoneae. Cet effet
de T’huile pourrait étre attribué au p-Myrcéne qui est le constituant
majoritaire. En effet les huiles essentielles de deux espéces d'Asteraceae, P.
ruderale (PR) et C. bonariensis (CB) ont été testées pour leur activité anti-
inflammatoire . Les principaux constituants monoterpéniques de chaque
huile, B-Myrcéne (en PR) et Limoneéne (en CB), ont été testés et étaient
capables d'inhiber 1'inflammation y compris la migration cellulaire; avec un
effet similaire observé pour Limonéne pur. B-Myrceéne et Limonéne purs ont
¢galement été efficaces pour inhiber la production d'oxyde nitrique a des
doses inférieures a la cytotoxicité de ces monoterpenes (Souza et al., 2003).

Tableau2: diamétre d’inhibition, concentrations minimales inhibitrice et
bactéricide de ’'HE de P.ruedrale.
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Souches HE P.ruderale Gentamycine (référence)

Di CMI CMB CMB/C | Di CMI CMB | CMB

(mm) (mg/mL) (mg/mL) | MI (mm) /CMI
Staphylococcus 15 3,75 30 8 30 0,005 | 0,01 2
auréus CIP 4.83
Staphylococcus 24 3,75 15 4 30 0,002 | 0,005 |2
épidermidis 5
CIP.53124
Salmonella 0 - - - 28 - - -
typhimirium SO
66
Eschérichia coli | 0 - - - 28 - - -
ATCC 25922
Klébsiella 20 3,75 15 4 35 0,005 | 0,01 2
pneumoneae
Pseudomonas 0 - - - 30 - - -
aéruginosa ATCC
27853
Bacillus subtulis | 18 3,75 30 8 34 0,002 | 0,005 |2
ATCC 6633 5

Ampbhotéricine B(référence)

Candida albicans | 14 3,75 30 8 35 0,05 0,1 2
ATCC 10231
Candida 12 3,75 30 8 30 0,05 0,1 2
tropicalis ATCC
13803
Candida glabrata | 13 3,75 30 8 35 0,05 0,1 2
ATCC 66032

Di :diamétre d’inhibition; CMI: Concentration Minimale Inhibitrice; CMB :
Concentration Minimale Bactéricide.

Cependant , ’'HE de P.ruderale ne posseéderait aucun effet sur Salmonella
typhimirium SO 66, Eschérichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas
aéruginosa ATCC 27853. Or des résultats d'activités antibactériennes de
I'huile essentielle de cette espece contre les bactéries a Gram positif
(Staphylococcus —aureus, Enterococcus faecalis) et a Gram négatif
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(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa), ont
montré un large spectre d'activit¢é avec des valeurs minimales de
concentration inhibitrice (CMI) allant de 20 a 200 pg / mL (Rondon et al.
2008). D’ou la necessité de tests antérieurs.

Conclusion:

Cette ¢tude a permit d’identifier pour la premiere fois la composition
chimique de 'HE de P.ruderale récoltée en Cote d’Ivoire. Obtenue par
entrainement a la vapeur, I’HE a été analysée par CPG/SM et est constituée
essentiellement de monoterpénes. Les composés majoritaires sont [3-
Myrcéne(  35,52%), vy-terpinene(26,37%), PB-pinene(21.65%), Limonéne
(9,26%) et 1-Undécene(4.39%). L’HE posséde une activité moyenne sur
Klebsiella pneumoneae, Bacillus subtilus CIP, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidice, Candida albicans, Candida tropicalis et
Candida glabrata, avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de
3,75mg/mL. Elle pourait constituée une piste de recherche contre les
pathologies dues a ces souches.
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Abstract:- This study was conducted with the objective
of contributing to the valorization of aromatic and
medicinal plants of Céte d’Ivoire. The essential oil (EO)
of the leaves of two species of Premna, P. angolensis and
P. quadrifolia obtained through steam distillation
process, were analized through gas chromatography
coupled with mass spectroscopy (GC-MS) and their
antimicrobial activities was evaluated by agar diffusion
method. The yields of EO extracted from the leaves of
P. angolensis and P. quadrifolia are respectively 0.10 +
0.02% and 0.40 + 0.02%.

99.43% of the total chemical composition of the EO
of P. angolensis leaves, are composed mainly of
hydrocarbon sesquiterpenes (71.90%) followed by
oxygenates (14.16%) and monoterpenes (13.22%). The
main compounds found are B-caryophyllene (33.07%0)
and Humulene (10.78%). The EO of P. quadrifofia
leaves, 99.59% of the composition was identified. It
contains  hydrocarbon  sesquiterpenes  (89.15%),
followed by oxygenates compounds (8.61%) and
monoterpenes (1.83%). The major compounds are a-
bulnesene (23.33%), germacrene D (18.83%) and
caryophyllene (18.06%6). The antimicrobial tests have
shown that EO of P. quadrifolia leaves has no activites
on studied strains and P. angolensis oil has a mild
activity on Staphylococcus epidermidis and Klebsielle
pneumoneae and a weak sensibility on Staphylococcus
aureus CIP 4.83 and Candida albicans ATCC 10231.
This study highlights chemical composition of the EO
from P. angolensis and P. quadrifolia leaves. It shows
more similarities of the chemical compositions of these
two species of Premna and the interesting antimicrobial
activity potential of P. angolensis EO.

Keywords:- Premna angolensis, Premna quadrifolia,
essential oil, GC-MS, Cdte d’Ivoire.
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l. INTRODUCTION

Plants are being used for the treatment of several
diseases in Cote d'lvoire, by the populations. Among the
species used in traditional Ivorian medicine, many are
aromatic plants that produce essential oils. Premna
angolensis and Premna quadrifolia are two of these plants
used in traditional medicine. The genus Premna comprises
about 225 species, distributed mainly in the tropics and
sub-tropics. It has already been classified within the family
Verbenaceae (Munir, 1984), but has been transferred to the
family Lamiaceae (Harley et al. 2004; APG,2009 ;
Olmstead 2010, 2012). Morphologically, most species of
the genus Premna are small trees or shrubs and rarely
found as lianas (De Kok 2013). Premna angolensis is
widely found in tropical Africa, from eastern Senegal to
Ethiopia, Kenya, Tanzania and Angola. Small to medium-
sized tree up to 21 (-33) m tall, less often shrubby; bole up
to 120 cm in diameter, often curved, sometimes fluted,
usually hollow (Chase et Reveal, 2009 ; Haston et al.,
2009). In Cote d'lvoire the bark of P. angolensis are used in
enemas and baths to treat fever in children. In several other
countries, P. angolensis is used in traditional medicine
(Burkill, 2000; Bolza et Keating, 1972 ; Fernandes,
2005 ; Lovett et al.,2006 ; Verdcourt,1992).

Premna quadrifolia is a shrub or small tree growing
up to 3.5 meters tall. Tree of edges of gallery with downy
leaves. Crumpled young shoots exhale a very bad odor
(Vergiat, 1970). Several uses are to be noted, in particular
to treat malaria, diarrhea, stomach disorders, headaches,
coughs, tuberculosis, and infectious diseases such as
leuchorrea, genital diseases, cancerous wounds, bad breath
and white tongue (Girardi et al. 2015; Perry and
Metzger, 1980 ; Quattrocchi , 2012 ; Sharma et coll.
2014). However, the EO of the leaves of these plants are
not yet been biologically investigated to our knowledge in
Cote d’Ivoire.
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The main objective of this work was to determine the
chemical composition and antibacterial activities of EO
extracted from the leaves of P. angolensis and P.
quadrifolia, two aromatic plant species collected in Cote
d'lvoire.

1. MATERIAL AND METHODS

» Plant material and steam distillation

The plant material consisted of dry leaves of P.
angolensis and P. quadrifolia leaves from Prikro (7- 10'
59.999" N 4- 55' 0.001" W). The plants were identified by a
botanist technician from the Swiss Center for Scientific
Research in Cote d'lvoire (CSRS, Adiopodoumé - Cote
d'Ivoire) and authenticated at the National Floristic Center
(CNF) of Abidjan using the existing herbarium, under the
number UCJ017472 for P. quadrifolia and UCJ017453 for
P. angolensis. The materials were dried at room
temperature. The EO extraction was carried out in 4 hours
through a steam-distillation technique. The steam
distillation technique consisted of a four-compartment
stainless steel device, used to extract essential oils from the
plant. The boiler (capacity: 60 | ) was connected to a large
tank by a stainless steel pipe. The large tank (height: 100
cm, internal diameter: 51 cm, i.e. a volume of 0.2 m3)
contains four grids attached to a removable rod. On the
grids, the leaves were placed. From this tank, the water
vapor drives the volatile compounds into a third tank
(height: 100 cm, internal diameter: 41cm, ie a volume of
0.13 m®) which served as a refrigerant. The EO are obtained
in a fourth compartment serving as a recovery system.

» GC-MS analysis :

A GC (7890A, Agilent Technologies) instrument
coupled with MS (5975C, Agilent Technologies). The
liquid sample volume of 1 ul was injected to a liner with
250°C and a split ratio of 100:1. The capillary column HP-
5MS was used. Oven temperature programming was as
follows: 40°C (hold 5 min), then a rate of 2°C/min to
250°C; then a rate of 10°C/min to 300°C. The carrier gas
helium flow was 1 mL/min. The source and transfer line of
MS detector were at 230 and 280°C, respectively, while the
detector voltage was 1.4 kV, and the scan range of mass-to-
charge ratio of ion was 40-500.

» Evaluation of in vitro antibacterial activities

The strains used for sensitivity studies of the Essential
Oils were Staphylococcus auréus CIP 4.8 ; Staphylococcus
épidermidis CIP.53124 ; Salmonella typhimirium SO 66 ;
Eschérichia coli ATCC 25922 ; Klébsiella pneumoneae ;
Pseudomonas aéruginosa ATCC 27853 ; Bacillus subtulis
ATCC 6633 ;Candida albicans ATCC 10231 ; Candida
tropicalis ATCC 13803 et Candida glabrata ATCC 66032
obtained from the laboratory of Suisse Center for scientific
research in Cote d'lvoire. The antibacterial activity of the
EO against each bacterial strain at different concentrations
was determined using the method of Berghe and Vlietinck
(Berghe et Vlietinck, 1991).The inoculum of 1 mL was
sown in a culture for 18 hours to 20 hours (10°-10°
UFC/mL), on Mueller-Hinton agar . After 15 min, wells
were cut using Pasteur pipettes. The bottom of the wells
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were closed with a drop of MH agar to limit the diffusion
of the oils under the agar. Then, 50 pL of the oil at different
dilutions was distributed into each well. After diffusion,
cultures were incubated in incubators at 37°C for 24 hours.
Inhibition rings were measured with a caliper. 0.1 mL of
18 hours broth of Escherichia coli, Salmonella, Bacillus,
klebsiella, candida was transplanted into 10 mL of MH
broth and 0.3 mL for Staphylococcus aureus and
epidermidis. Incubated at 37°C for 3 to 5 hours until the
appearance of a slight opalescence of about 5,107
bacteria/mL. Then 1 mL of these broths ware added to 10
mL of MH broth previously heated to 37 ° C (inoculum).
Then 100 pL of the essential oil extract solution was placed
in column No. 12 of the microplate, 50 uL. of MH broth
from column No. 11 to column No. 2 and 100 pL of MH
broth in column 1. A dilution from column no. 12 to
column no. 3, taking 50 pL each time, and 50 pl of the
inoculum was distributed into each well of columns no. 12
to no. 2. The reading was made with the naked eyes after
incubation at 37°C for 18 hours. The concentration of the
last cup where there is no turbidity was also noted. The
antibiotics Amphotericin B and Gentamicin were used as
references.

. RESULTS AND DISCUSSION

» Extraction yield and Chemical composition of the EO

The EO extracted from the leaves of P. angolensis and
P. quadrifolia are yellow, they have an aromatic odor with
yields of 0.10 + 0.02% and 0.40 + 0.02% respectively.
These yields, which could be attributed to the distillation
technique, was calculated by the quotient of the mass of EO
extracted to the mass of the distilled plant material, are
good in view of several yields published on plants
harvested in Cote d'Ivoire. It’s the case for the trunk bark of
Cleitopholis patens (0.18-0.23%), (Ouattara, 2012) and
for the leaves of Melanthera scandens (0.012), (Konan,
2015). The genus Premna is not widely known to be high
in EO content. Nonetheless, previous studies have reported
the EO content to be in a range of 0.056 to 0.102% in some
species of Premna ( Narayan et Muthana, 1953; Teai et
al. 1998; Chanotiya et al. 2009; Rahman et al. 2011;
Sadashiva et al. 2013; Adjalian et al. 2015). The
identification of their constituents was carried out by GC-
MS. The retention indices were determined from the
retention times (Kovats, 1958; IUPAC, 1997). Twenty-
seven (27) compounds were identified in the EO of the
leaves of P. angolensis, about 99.43% of total composition
(Tablel).The chemical composition of the EO contains
71.90% of hydrocarbon sesquiterpenes, 14.16% of
oxygenated compounds, 13.22% of monoterpenes and
0.15% of alkenes. The main compounds are B-
caryophyllene (33.07%) and humulene (10.78%). These
results are quite similar to those found in the literature.
Adjalian and al. (2015) analyzed by GC-MS, the EO of the
leaves of P. angolensis. They identified twenty-nine (29)
compounds of which the most predominant are the
hydrocarbon sesquiterpenes (26.6%) and oxygenated
sesquiterpenes (20%). The major compounds were octen-3-
ol (28%) and (E) -B-caryophyllene (13.5%).
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With regard to its total chemical composition, the
essential oil from the leaves of P. quadrifolia we identified
36 compounds, about 99.38% (Table 2). Mainly consisted
of hydrocarbon sesquiterpenes (89.15%), oxygenated
compounds (8.61%) and monoterpenes (1.61%). The main
compounds are o-bulnesene (23.33%), germacrene D
(18.83%) and caryophyllene (18.06%). Adjalian et al.
(2015) had performed a GC-MS analysis of the EO of the
leaves of this plant which gave similar results. They
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revealed forty-two (42) compounds, the most predominant
of which are sesquiterpenes (65.5%). The predominant
compounds are P-elemene (21%) and p-caryophyllene
(13.1%) (Adjalian et al. 2015).

According to these results, several compound well
distributed in the two species of Premna studied in varying
concentrations. But they are different major compounds.

Number Compounds RT (min) RI m/z % of
total
1 a-Pinene 12.8 927 136 0.24
2 Sabinene 15.5 969 136 1.68
3 B-Myrcene 16.9 991 136 6.14
4 D-Limonene 19.2 1025 136 4.82
5 y-terpinene 20.9 1048 136 0.34
6 a-Cubebene 41.4 1345 204 0.47
7 Copaene 43.0 1370 204 5.60
8 B-Elemene 44.1 1387 204 7.64
9 (E)-B-Caryophyllene 45.6 1412 204 33.07
10 Humulene 47.7 1446 204 10.78
11 1,8-Nonadiene, 2-methyl-5,7-dimethylene- 48.1 1453 161 0.15
12 (2)-B-Caryophyllene 48.3 1457 204 0.42
13 Germacrene D 49.4 1475 204 7.54
14 (+)-Eremophilene 50.3 1489 204 0.83
15 a-Muurolene 51.5 1509 204 1.13
16 Cadina-1(10),4-diene 52.1 1519 204 3.28
17 Germacrene B 53.8 1549 204 0.36
18 beta-Farnesene 54.6 1564 204 0.78
19 Caryophyllene oxide 55.3 1584 222 6.89
20 6-epi-Cubenol 56.8 1601 222 1.29
21 Epi-Cadinol 58.7 1635 222 0.58
22 Selin-11-en-4-ol 59.1 1643 222 0.26
23 a-Eudesmol 59.4 1649 222 0.35
24 a-Cadinol 60.2 1663 222 0.40
25 Phytone 69.7 1845 250 1.22
26 Phytol 82.3 2114 296 2.80
27 Phytolacetate 83.5 2200 338 0.37
Monoterpenes 13.22
Sesquiterpenes 71.90
Oxygenated Compounds 14.16
Others 0.15
Total 99.43
RT : RetentionTime ; Rl : Retention Indice
Table 1:- Constituents identified in the EO of P. angolensis leaves
Number Compounds RT (min) RI m/z % of total
1 a-Pinene 12.7 927 136 0.40
2 Sabinene 15.5 969 136 0.78
3 D-Limonene 19.2 1025 136 0.43
4 a-Cubebene 41.4 1345 204 0.06
5 Copaene 42.7 1366, 204 0.23
6 a-Ylangene 43,0 1370 204 1.38
7 B-Elemene 43.7 1381 204 0.13
8 B-Cubebene 44.1 1388 204 5.39
9 Caryophyllene 45.6 1412 204 18.06
10 (+)-Calarene 46.2 1422 204 0.19
11 a-Guaiene 46.9 1434 204 13.48
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12 Humulene 47.7 1446 204 4.16
13 (2)-B-Caryophyllene 48.3 1457 204 0.23
14 (E)-Dodec-2-enol 48.7 1462 189 0.02
15 Germacrene D 494 1475 204 18.83
16 (+)-Eremophilene 50.3 1488 204 1.62
17 a-Bulnesene 51,0 1500 204 23.33
18 Cadina-1(10),4-diene 52.1 1520 204 0.82
19 Germacrene B 53.8 1549 204 1.22
20 palustrol 54.9 1569 222 0.24
21 Caryophyllene oxide 55.3 1575 222 1.88
22 B-Elemenone trans 55.9 1586 222 0.12
23 a-Guaiol 56.4 1594 222 0.39
24 6-epi-Cubenol 56.8 1602 222 0.52
25 1,10-di-epi-Cubenol 57.2 1609 222 0.13
26 4(15)-Eudesmen-6-ol 57.4 1613 222 0.16
27 (+)-epi-Cubenol 58.05 1624 222 0.35
28 Cubenol 58.5 1633 222 0.86
29 Selin-11-en-4-ol 59.1 1643 222 0.19
30 epi a-Cadinol 59.3 1648 222 0.81
31 a-Cadinol 60.1 1662 222 0.47
32 Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1a-ol 61.1 1680 222 0.14
33 (E,E)-Farnesol 63.0 1715 222 0.1
34 Oplopanone 63.9 1732 238 0.09
35 Phytol 82.3 2115 297 2.03
36 Phytolacetate 83.5 2141 123 0.13
Monoterpenes 1.61%

Sesquiterpenes 89.15%

Oxygenated compounds 8.61%

Total 99.38%

RT : Retention Time ; RI : Retention Indice
Table 2:- Constituents identified in the EO of P. quadrifolia leaves.

» Antibacterial potential

After the incubation, there was a zone of inhibited growth around the well, the size of which was related to the antimicrobial
capacity of the substance. Results (table 3), showed that the EO of the leaves of P. quadrifolia has no activity on bacterial strains
and fungi. As for the EO of the leaves of P. angolensis, it has a weak activity on Staphylococcus aureus CIP 4.83 and Candida
albicans ATCC 10231. It has a mild activity on Staphylococcus epidermidis and Klebsielle pneumoneae. Indeed the activity is
considered nonexistent for a diameter of inhibition (d.i.) less than or equal to 8 mm; weak for d.i. between 8 and 14 mm, mild for
d.i. between 14 and 20 mm; strong for d.i. greater than or equal to 20 mm (Berghe et Vlietinck, 1991). The difference in
sensitivity of EO with respect to the strains despite an almost similar composition could be due to the major compounds which are

different.
d.i of EO PA d.i of PQ d.i Gent.(reference)(mm)
(mm) EO(mm)
Bacillus subtulis ATCC 6633 00 00 34
Staphylococcus aureus CIP 4.83 10 00 30
Staphylococcus epidermidis CIP.53124 15 08 30
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 00 00 30
Salmonella typhimirium SO 66 00 00 28
Escherichia coli ATCC 25922 00 00 28
Klebsielle blse 15 08 35
Amphotericin B (reference)
Candida albicans ATCC 10231 09 00 35
Candida tropicalis ATCC 13803 08 00 30
Candida glabrata ATCC 66032 08 00 35

d.i : diameter of inhibition
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The MIC and BMC of the EO of the leaves of P. angolensis are determined from the inhibition diameter greater than or

equal to 11mm (Table 4).

MIC mg/ml MBC mg/ml MBC/MIC Effect of the EO
Klebsiella pneumoneae 3.75 30 8 bacteriostatic
Stahylococcus epidermidis 3.75 30 8 bacteriostatic

MIC: Minimal Inhibitory Concentration; MBC : Minimum Bactericidal Concentration
Table 4:- Minimum inhibitory and bactericidal concentration of EO of the leaves of P. angolensis

The EO of the leaves of P. angolensis is
bacteriostatic. It therefore inhibits the multiplication of
bacteria without killing them. By inhibiting bacteria, it
could work with the immune system to remove the bacteria
from the body.

v. CONCLUSION

This study allowed us to identify the composition by
GC-SM and to evaluate the bacterial activities of EO from
the leaves of two Premna from Céte d'lvoire. EO of the
leaves of P. angolensis contains 71.90% of hydrocarbon
sesquiterpenes, 14.16% of oxygenated compounds, 13.22%
of monoterpenes and 0.15% of alkenes. The main
compounds are B-caryophyllene (33.07%) and humulene
(10.78%). And EO from the leaves of P. quadrifolia
contains hydrocarbon sesquiterpenes (89.15%), oxygenated
compounds (8.61%) and monoterpenes (1.61%). The major
compounds are o-bulnesene (23.33%), germacrene D
(18.83%) and caryophyllene (18.06%). The composition of
the two species are almost identical.

Antimicrobial tests showed that EO of the leaves of P.
angolensis oil has a mild activity on Staphylococcus
epidermidis and Klebsielle pneumoneae and a weak
sensibility on Staphylococcus aureus CIP 4.83 and Candida
albicans ATCC 10231. So these activities would justify
the use of extract of P. angolensis for treatment by the
populations. That of P.quadrifolia has no activity on
bacterial strains and fungi.
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This reseach was conducted to contribute to the values of medicinal and aromatic plants of Cote
d’Ivoire. As such, we carried out the phytochemical composition of essential oil from Enantia
polycarpa and Clerodendrum polycephalum baker by gas chromatography coupled to mass
spectroscopy (GC-MS), estimate the antioxidant activity per spectrophotometer and finally achieve
some antimicrobial tests upon reference strain of the Swiss center in Cote d’Ivoire. Thus, we
identified 96.61% of the total composition of essential oil from Enantia polycarpa leaves which is
mainly made up of oxygenated compounds (45.45%) followed by sesquiterpenes (42.42%) and
monoterpenes (12.12%). The main compounds are B-Elemene (27.14%), y-Elemene (23.46%) and a-
Pinene (6.43%). Concerning essential oil from Clerodendrum polycephalum leaves, 95.84% of the
compostion was identified. It is mainly composed of sesquiterpenes (69.04%) followed by
oxygenated compounds (23.80%) and monoterpenes (7.14%). The main compounds are Caryphyllene
(30.27%) and Germacrene D (23.96%). The ICs, of essential oil from Enantia policarpa and that of
Clerodendrum polycephalum are respectively 0.27 (+0.05) mg/mL and 0.73 (+ 0.2) mg/mL. The
vitamin C taken as a reference has an ICsy of 0.06 (+0.003) mg/mL. Moreover, the antimicrobial tests
have revealed that the essential oil of Clerodendrum polycephalum leaves has got no effect upon the
tested strains. The essential oil from FEnantia polycarpa has got no effect on Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Candida tropicalis but has got an
inhibitory activity on Bacillus subtulis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimirium, Klebsielle
blse, Candida albicans and Candida glabrata.
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INTRODUCTION

Several phytochemical and antimicrobial tests have been
carried out on solvent extracts from the bark (Ambé, 2017,

Using plants for the treatment of diseases in Cote d’Ivoire is
systematic. Many aromatic plants that produce essential oil are
part to species used in the ivorian traditonal therapy. Enantia
polycarpa (Annickia polycarpa) is small to medium-size tree
up to 20 m; bark smooth to slightly rough or fissured, green to
blackish, inner bark fibrous and bright yellow. They are eight
(8) species of E. polycarpa limited to West and Central Africa,
from Sierra Leone to Nigeria and western Cameroon, but one
endemic to Tanzania north-eastern. It is traditionally used to
treat sores, ulcers, leprosy and ophthalmia. The Guéré use bark
extract as a nerve poison of hunting arrows. Bark decoction is
also used to treat fever and malaria (Anonymous, 2018).

*Corresponding author: KOUAME Bosson Antoine,

Laboratoire de Chimie Bio-Organique et de Substances Naturelles,
UFR-SFA, Université Nangui Abrogoua, 02 BP 801, Abidjan 01,
Cote d’Ivoire.

Ajali, 2000; Anonymous). However, the essential oil of the
leaves of this plant has not yet been biologically
investigated to our knowledge. As for Clerodendrum
polycephalum, it’s an erect or scandent shrub to 4 m high,
of savanna and closed jungle, in Guinea to Southern
Nigeria, and in Easten Cameroun. Leaf-sap is used in Cote
d’Ivoire to wash the face of persons subject to fainting,
giddiness and attacks of epilepsy. It is therefore used in
traditional treatment as a painkiller, antidote and for
paralysis (Anonymous). The essential oil extracted from
Clerodendrum polycephalum of Coéte d'lvoire was not
studied before. This work is to determine the chemical
composition, antioxidant and antibacterial activities of
essential oils extracted from the leaves of FEnantia
polycarpa and Clerodendrum polycephalum, two aromatic
plants species from the flora of Cote d'Ivoire.
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MATERIAL AND METHODS

Plant material and hydrodistillation: The vege Table
material is composed of leaves of E. polycarpa from Azaguié
(5°37'59.999" N 4° 4' 59.999" W) (Anonymous, 2019) and C.
polycephalum leaves from Prikro (7° 10' 59.999" N 4° 55'
0.001" W) (Anonymous, 2019). They have been identified
thanks to herbarium of National Floristic Center of Cote
d’Ivoire, respectively under the numbers UCJ001183 and
UCJ017398. The material was dried in a room temperature.
The essential oil extraction was realised in four (4) hours with
a Clevenger type hydro-distiller.

GC-MS analysis: A GC (7890A, Agilent Technologies)
instrument coupled with MS (5975C, Agilent Technologies).
The liquid sample volume of 1 pl was injected to a liner with
250°C and a split ratio of 100:1. The capillary column HP-
SMS was used. Oven temperature programming was as
follows: 40°C (hold 5 min), then a rate of 2°C/min to 250°C;
then a rate of 10°C/min to 300°C. The carrier gas helium flow
was 1 mL/min. Solvent delay: 2 min. The source and transfer
line of MS detector were at 230 and 280°C, respectively, while
the detector voltage was 1.4 kV, and the scan range of mass-to-
charge ratio of ion was 40-500.

In vitro radical scavenging test: 2.2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH, Cat.: D913-2, Lot: STBBO0555), is
solubilized in the absolute methanol to get concentrated
solution of 0.03 mg/mL. 10 mg of essential oil are diluted
within 5 mL of the same solvant. Different concentrated ranges
comprised between 0.0625 to 2 mg/mL of each sample of
essential oil are made by successive dilutions in the absolute
methanol. In some dry and sterile tubes we introduce 2.5 mL
of essential oil sample and 1 mL of methanolic solution of
DPPH. After stirring, we put the tubes in dark for 30 min. the
absorbance is then measured with a spectrophotometer (UV-
visible WPA S800, N°113648) at 517 nm againt a blank
consisting of 2.5 mL of pure methanol and 1 mL of alcoholic
solution of DPPH. The positive control vitamin C prepared
under the same condition as the study samples. The inhibitory
half-concentration (ICsp) of the sample was determined
graphically.

In vitro antibacterial activities Evaluation: The strains used
are reference strain from the laboratory of Swiss center in Cote
d’Ivoire. Antibacterial activity of the different essential oil
with different concentrations was determined against each
bacterial strain by Berghe and Vlietinck methods (Berghe,
1991). Inoculum sowing of 1 mL takes 18 to 20 h (10°-10°
UFC/mL), on Mueller Hinton (MH) agar. After 15 min, some
wells are cut, using pasteur pipettes. At the bottom of the wells
are closed with a drop of MH agar to limit the diffusion of the
oil under the agar. Then, 50 uL of the different dilutions of the
oil is poured into each well. After diffusion, the cultures are
incubated in incubators at 37 °C for 24 h. The inhibition rings
are measured with caliper. 0.1 mL of 18 hours broth of
Escherichia coli, Salmonella, Bacillus, klebsiella, Candida is
transplanted into 10 mL of MH broth and 0.3 mL for
Staphylococcus aureus and epidermidis. Incubated at 37 °C
for 3 to 5 hours until the appearance of a slight opalescence
about 5 107 bacteria/mL. Then 1 mL of these broths is added to
10 mL of MH broth warmed before at 37°C (inoculum).
Afterward, 100 pL of the extracted solution of essential oil is
put in the column n°12 of the microplate, 50 pL of MH broth
from the column n° 11 to the n°2 and 100 uL of MH broth in

the column n°l1. A dilution from the column n°12 to the n°3
taking 50 puL each time, and 50ul of the inoculum is poured
into each well of the columns n°12 to n°2.the reading is made
with naked eye after incubation at 37°c during 18h.

RESULTS AND DISCUSSION

Yield of extraction and chemical composition of the
essential oils: essential oils extracted from Enantia polycarpa
(annonaceae) and Clerodendrum polycephalum  Baker
(Verbenaceae) leaves are yellow with output of respectively
0.27+0.005% and 0.13+0.005%, releasing an aromatic odour.
The identification of their constituants was realised through
GC-MS. The retention indices were determined from retention
times (Kovats, 1958; TIupac, 1997). Thirty-three (33)
compounds have been identified in the essential oil of Enantia
polycarpa leaves, that makes 96.61% of the global
composition (tablel). The oil composition shows 45.45% of
oxygenated compound, 42.42% of sesquiterpene and 12.12%
of monoterpenes. The main compounds are [-Elemene
(27.14%), y-Elemene (23.46%) and the o-Pinene (6.43%).
Yapi and Al (Yapi, 2018), studied the chemical variability of
the extracted essential oil from Enantia polycarpa leaves, and
showed that its composition is dominated by PB-Elemene,
Germacrene B et D et B-Cubebene. Considering its global
composition, the essential oil from C. Polycephalum brings out
forty one (41) compound, that makes 95.84% (table2). It’s
mainly composed of sesquiterpenes (69.04%), of oxygenated
compounds (23.80%) and of monoterpenes (7.14%). The main
compounds are Caryophyllene (30.27%) and Germacrene D
(23.96%). According to the bibliography consulted, a study
realised by Akintayo and al., on the Nigeria species (Akintayo,
2016), showed that its composition is dominated by forty (40)
compounds identified including sesquiterpenes (74.1%); the
oxygenated sesquiterpenes (11.9%) and the monoterpenes
(10.6%). The main constituents of the oil are f-Caryophyllene
(28.9%), a-Muurolene (9.0%) and the P-Pinene (8.6%),
representing 97.2% the total content of oil. According to this
research, both ivoirian and nigerian species have some
chemical similarities that seem to depend on pedoclimatic
conditions.

Antioxydant activities of essential oil: essential oil possess
an antioxydant activity. The essential oil of E. polycarpa
leaves showed the good activity (ICso = 0.27+ 0.05 mg/mL).
Concerning that of C.Polycephalum, the activity is
comparatively low. (0.73+ 0.2) mg/mL. Generally, the
essential oil from E. Polycarpa activity is relatively high
regarding that of C. polycephalum leaves for the same given
concentration, (Picture 1). The vitamin C (ICs, = 0.06+ 0.003
mg/mL) taken as a reference. The huge proportion of
oxygenated compositions in the essential oil of E. polycarpa
leaves could justify its high antioxydant activity ; that is not
the case of that of C.polycephalum which is mainly composed
of sesquiterpenes. In fact, according to the works of Kalemba
and al in 2003, the activity of molecules depend on both the
lipophilic character of their hydrocarbonate skeleton and the
hydrophilic character of their functional group. The
oxygenated molecules are generally more active than the
hydrocarbon molecule (Oussou, 2009; Sipailiene et al., 2006;
Kalemba, 2003).

Antibacterial Activities: The results of the antimicrobial tests
have shown that the essential oil of C.Polycephalum leaves has
got no effect on the bacterial strains and fungi.
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Table 1. Constituents identified in the essential oil of E. Polycarpa leaves

N° Compounds RT (min) RI m/z %

1 a-Pinene 12.74 926.52 136.12 6.43
2 B-Pinene 15.49 969.23 136.12 1.60
3 Limonene 19.25 1024.86 136.12 1.75
4 y-Terpinene 27.50 1140.86 134.11 0.61
5 Myrtenal 31.08 1191.58 149.80 0.20
6 Copaene 42.95 1370.17 204.10 0.51
7 B-Elemene 44.10 1388.06 204.20 27.14
8 Caryophyllene 45.59 1411.87 204.20 2.87
9 Germacrene D 46.25 1422.71 204.10 0.29
10 Elixene 46.65 1429.28 204.20 2.90
11 Humulene 47.68 1446.14 204.20 0.51
12 B-Guaiene 49.05 1468.67 204.10 0.40
13 B-Selinene 49.66 1478.72 204.20 2.26
14 a-Selinene 50.23 1488.01 204.20 1.00
15 aromadendrene 50.80 1498.35 204.20 3.81
16 Cadina-1(10),4-diene 52.23 1522.08 204.10 0.51
17 Eudesma-4(14),7(11)-diene 52.54 1527.48 204.20 0.36
18 a-Bergamotene 52.89 1533.56 204.20 1.03
19 v-Elemene 53.79 1549.23 204.20 23.46
20 Caryophyllene Oxide 55.26 1574.69 220.20 4.55
21 HumuléneEpoxide 56.21 1591.29 220.20 0.60
22 HumuleneEpoxide 11 56.76 1600.78 220.20 0.58
23 v-Eudesmol 57.09 1606.79 220.20 1.64
24 Epi-Cubenol 58.02 1623.83 222.20 1.00
25 a-Eudesmol 59.03 1642.03 222.20 0.70
26 Cadinol 59.34 1647.92 222.20 0.95
27 Cadina-1,4-diene-3-ol 59.95 1658.98 220.20 0.66
28 Santalol 60.37 1666.75 222.20 1.55
29 Eudesm-7(11)-en-4-ol 60.88 1676.08 220.0 1.25
30 (E)-Eudesma-4(15),7-dien-12-ol 62.32 1702.45 220.20 1.67
31 14-Hydroxy-alpha-Humulene 62.84 1712.36 220.00 3.22
32 a-Cyperone 63.88 1732.30 218.20 0.46
33 f -Vetivone 68.86 1829.18 202.17 0.16

RT: RetentionTime; RI : Retention Indice

Table 2. Constituents identified in the essential oil of C. Polycephalum leaves

N° Compounds RT (min) RI m/z %

1 o -Pinene 13.10 932.14 136.10 0.93
2 Oct-1-en-3-ol 16.54 985.52 110.10 0.31
3 3-Octanol 17.67 1002.81 112.10 0.10
4 Limonene 19.64 1030.36 136.10 0.08
5 B-Myrcene 25.03 1105.76 136.00 0.17
6 Elemene d 41.08 1340.96 204.10 0.27
7 a -Cubebene 41.84 1352.84 204.20 0.85
8 a—Copaene 43.43 1377.65 204.20 2.55
9 B-Bourbonene 43.96 1385.89 204.20 3.04
10 B-Cubebene 44.41 1392.90 204.20 2.90
11 B-Elemene 44.57 1395.30 204.00 0.28
12 o -Gurjunene 45.54 1410.95 204.20 4.47
13 Caryophyllene 46.16 1421.21 204.20 30.27
14 B-Gurjunene 46.72 1430.42 204.20 0.92
15 v -Elemene 47.15 1437.47 204.10 0.13
16 o -Bergamotene 4731 1440.08 204.20 0.18
17 o-Muurolene 47.66 1445.82 204.20 0.19
18 a-Caryophyllene 48.18 1454.33 204.20 3.98
19 Aromadendrene allo(-) 48.61 1461.47 204.20 2.15
20 2-isopropyl-5-methyl-9-methylene-bicyclo(4.4.0)dec-1-ene 48.79 1464.33 204.20 0.26
21 v -Cadinene 48.96 1467.20 204.20 0.23
22 Germacrene D 49.95 1483.46 204.20 23.96
23 a-Guaiene 50.30 1489.21 204.20 1.42
24 Bicyclosesquiphellandrene 50.51 1492.56 204.2 0.46
25 Bicyclogermacrene 50.83 1497.89 204.20 2.26
26 y-Muurolene 51.16 1503.49 204.20 0.94
27 Valencene 51.30 1505.97 204.10 0.20
28 Cadina-1(10),4-diene 51,55 1510,20 204,20 0,15
29 Cadina-1,4-diene 5191 1516.45 204.20 1.29
30 B-Cadinene 52.54 1527.50 204.20 4.06
31 Eudesma-3,7(11)-diene 52.98 1535.12 204.20 0.20
32 Cadina-3,9-diene 53.29 1540.46 204.20 0.24
33 a-Cadinene 54.04 1553.52 204.20 0.31
34 Germacrene B 54.28 1557.67 204.20 1.65
35 Palustrol 54.90 1568.43 222.10 0.29
36 Nerolidol 55.06 1571.28 222.20 1.00
37 Caryophyllene Oxide 56.92 1603.76 222.1 0.67
38 Cubenol 58.43 1631.29 222.20 0.07
39 a-Cadinol 59.19 1645.11 222.10 0.92
40 Guai-1(10)-en-11-o0l 59.88 1657.77 222.20 1.17
41 3-(Trifluoromethyl) phenylacetic acid 61.56 1688.50 220.10 0.22
42 2-Tridecyloxirane 63.41 1723.25 226.23 0.10

RT: Retention Time; RI: Retention Indice
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Table 3. Diameter of inhibition of essential oil (EO) on bacteria and fungi

d.i of EO CP (mm) d.i of EP EO(mm) d.i Oxy-tetracycline (reference)(mm)
Bacillus subtulis ATCC 6633 08 13 35
Staphylococcus aureus CIP 4.83 - 11 35
Staphylococcus epidermidis CIP.53124 - - 35
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - 30
Salmonella typhimirium SO 66 08 15 25
Escherichia coli ATCC 25922 - - 33
Klebsielle blse 09 11 35
Proteus mirabilis ATCC 14153 - - 35
Amphotericin B (reference)
Candida albicans ATCC 10231 08 18 20
Candida tropicalis ATCC 13803 08 08 20
Candida glabrata ATCC 66032 08 11 20

d.i: diameter of inhibition, CP : Clerodendrum polycephalum, EP : Enantia polycarpa

Table 4. Minimum inhibitory and bactericidal concentration of EO of the leaves of E. Polycarpa

MIC mg/ml MBC mg/ml MBC/MIC Effect of the EO
Candida Albicans ATCC 10231 12.5 50 4 bacteriostatic
Candida Glabrata ATCC 66032 6.25 50 8 bacteriostatic
Salmonella Typhimirium SO 66 12.5 50 4 bacteriostatic
Bacillus Subtilus ATCC 6633 6.25 50 8 bacteriostatic
Klebsiella Blse 6.25 50 8 bacteriostatic
Stahylococcus Aureus CIP 4.83 6.25 50 8 bacteriostatic
MIC: Minimal Inhibitory Concentration; MBC : Minimum Bactericidal Concentration
120
100
80
m Vit
60 itC
m EP
40 = CP
20
]
1 2 3 4 6 7 8 9

Picture 1. Histogram of inhibition % of the different extracts

However, the essential oil composition of C. Polycephalum
having revealed a huge content in B-Caryophyllene could
present good prospects. In fact, in 2014, Klauke and al.
conducted a study examining analgesic effects of f-
Caryophyllene on some mice that showed that when
administrated orally, reduced both answers to inflammatory
pains and neuro-inflammations spinals. They concluded that
the B-Caryophyllene could be significantly efficaceous in the
treatment of long, persistant and handicap pains, (Klauke,
2014). As for the essential oil of E. polycarpa leaves, it
possesses a weak effect on Bacillus subtulis, Staphylococcus
aureus, Klebsielle blse and Candida glabrata. 1t has a middle
effect on Salmonella typhimirium and Candida albicans with a
greater sensitivity on Candida albicans. In fact, for a diameter
of inhibition (d.i.) inferior or equal to 8 mm, the activity is
considered non- existent. Weak for a (d.i.) between 8 and 14
mm; average for (d.i.) between 14 and 20 mm ; high for (d.i.)

superior or equal to 20 mm. The d.i. of oils upon bacteria and
fungi are recoded on the Table 3. The MIC and MBC of the
essential oil of E.polycarpa leaves were determined from the
diameter inhibition superior or equalto 11mm (Table 4). The
MBC/MIC reports, show that the essential oil of E. polycarpa
leaves is bacteriostatic, with a greater sensitivity for
Salmonella typhimirium SO 66 and Candida albicans ATCC
10231 thus, It inhibits the multiplication of bacteria without
killing them. Inhibitting the bacteria, they could collaborate
with the immune system to oust the bacteria from the body.

Conclusion

This study permitted to identify the composition through GC-
MS, to evaluate the antioxydant and bacterial activities of
essential oil of Enantia polycarpa and of Clerodendrum
polycephalum leaves of Céte d’Ivoire. Thus, the essential oil
of E. polycarpa leaves is made up of oxygenated compound
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(45.45%), of sesquiterpenes (42.42%) and of monoterpenes
(12.12%). As for the oil from C. polycephalum leaves, it is
mainly composed of sesquiterpenes (69.04%), of oxygenated
composition (23.80%) and of monoterpenes (7.14%). The main
compounds are Caryophyllene (30.27%) and Germacrene D
(23.96%). The essential oil of E. polycarpa leaves showed the
good activity (ICs5p = 0.27+ 0.05 mg/ml). For that of
C.Polycephalum leaves, the activity is relatively weak (0.73+
0.2) mg/ml. The results of the antimicrobial tests have shown
that the essential oil of C. Polycephalum leaves has got no
effect on the bacterial strains and fungi. However, the essential
oil composition of C. Polycephalum having revealed a huge
content in B-Caryophyllene could present good prospects. As
for the essential oil of E. polycarpa leaves, it has got no effect
on Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli and Candida tropicalis, but possesses
aninhibitory activity on Bacillus subtulis, Staphylococcus
aureus, Salmonella Typhimirium, Klebsielle blse, Candida
albicans and Candida glabrata. Thus, these activities would
justify the use of extracted of E.polycarpa in the treatment of
cutaneous infections and lesions by the populations.

Acknowledgement

The authors would like to thank Gwaenael Chamoulaud and
Galyna Shul from the University of Quebec in Montreal for the
chromatographic analysis and Touré Sadikou, Technician of
the analysis Laboratory of the Swiss center in Cote d’Ivoire for
the antimicrobic analysis.

Statement of conflict of interest and source of funding: The
Authors declare the absence of conflicts of interest. In
addition, no funding source mobilization.

Keypoints

e Chemical composition of essential oil from Clerodendrum
polycephallum leaves from Coéte d’Ivoire ;

e Antioxydant activity of the essential oil of Enantia
polycarpa and Clerodendrum polycephallum leaves from
Cote d’Ivoire;

e The inhibitory activity of essential oil of Enantia
polycarpa’s leaves on Bacillus subtulis, Staphylococcus
aureus, Salmonella Typhimirium, Klebsielle bise, Candida
albicans and Candida glabrata.

REFERENCES

Ajali U. 2000. Antibacterial activity of Enantia polycarpa
bark. Fitoterapia, 71;3:315-316

Akintayo L.O., Olamidisun A.O., Isiaka A.O., Moses S.O.
2016. Chemical Composition of Essential Oil from the
Leaves of Clerodendrum polycephalum Baker growing in
Nigeria. Journal of essential oil-bearing plants JEOP 19;
1:119-124-

Ambé A. S. A., Guessennd N. K., Ouattara D. et al. 2017.
Botanical survey, phytochemical investigation, and
antibacterial activity of aqueous extract of FEnantia
polycarpa (DC) Engl. and Diels stem bark against
methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Phytothérapie, 15; 5:267-273.

Anonymous, Annickia polycarpa (DC.) Setten & Maas.
https://www.protadu.org/database/protav8.asp?fi=1&g=pe
&p=Annickiatpolycarpa+(DC.)+Setten+&+Maas.
(03/10/2018) (online).

Anonymous. Clerodendrum polycephalum Bak. (famille
LABIATAE). https://plants.jstor.org/  stable/10.5555/a
l.ap.upwta.5 454.(05/18/2019) (online).

Anonymous. Coordonnees-gps-de-Azaguié¢ (gps-coordinates-
of-Azaguié). https://www.gps-longitude-latitude.net. (10/
20/ 2019) (online).

Anonymous. coordonnees-gps-de-Prikro (gps-coordinate-of-
prikro): https://www.gps-longitude-latitude.net.(10/20/
2019) (online).

Berghe V.D.A., Vlietinck A.J. 1991. Screening methods for
antibacterial and antiviral agents from higher plants.
Methods in plant biochemistry. Hostettman, K Ed.,
London: Academic press,1991.

IUPAC. Compedium of Chemical Terminology, 2e edition
(Gold Book). Wilkinson Blackwell Scientific Publications,
Oxford: 1997.

Kalemba D., Kunicka A. 2003. Antibacterial and antifungal
properties of essential oils. Current Medicianl Chemistry.
10;10: 813-829.

Klauke A.L., Racz 1., Pradier B. 2014. The cannabinoid CB,
receptor-selective  phytocannabinoid beta-caryophyllene
exerts analgesic effects in mouse models of inflammatory
and neuropathic pain. European
Neuropsychopharmacology. 24;4:608-620

Kovats E. 1958. Gas-chromatographische charakteriserung
organischer verbidungen. Teil 1: Retentions indices
aliphatischer halogenide, Alkohole, Aldehyde und Ketone;
(Gas chromatographic characterization of organic
compounds. Part 1: Retention indices of aliphatic halides,
alcohols, aldehydes and ketones).Helvetica Chimica Acta:
41;7.

Oussou K.R. 2009. Etude chimique et activité biologiques des
huiles essenticlles de sept plantes aromatiques de la
pharmacopée Ivoirienne. Doctorat de 1’Université de
Cocody-Abidjan; (Chemical study and biological activity
of essential oils from seven aromatic plants from the
Ivorian pharmacopoeia. Doctorate from the University of
Cocody-Abidjan): 241.

Sipailiene A., Venskutonis P.R., Baranauskiene R., Sarkinas
A. 2006. Antimicrobial Activity of commercial samples of
thyme and marjoram oils.Journal of Essential Oil.Research.
18;6:698-703.

Yapi T. A., Ouattara Z. A., Boti J., B. 2018. Composition and
Chemical Variability of Enantiapolycarpa Engl. & Diels
Leaf Essential Oil from Coéte d'Tvoire. Chemistry &
Biodiversity, 15;7.

sk skoskosk kook



& COMPARATIVE STUDY OF ESSENTIAL OIL OBTAINED BY HYDRODISTILLATION AND STEAM
\d DISTILLATION FOR OPTIMAL USE: CASE OF EMI/LIA PRAETERMISSA MILNE-REDH, /S0 0awer2o!

NANGLT ARROGOL A

(ASTERACEAE) HARVESTED IN COTE D'IVOIRE

Author :KOUASSI Kouamé Séraphin (kouassi.seraphin@univ-na.ci)

Co-authors : KOUAME Bosson Antoine, MAMYRBEKOVA-BEKRO Janat Akhanovna, BEKRO Yves-Alain
Laboratoire de Chimie Bio-Organique et de Substances Naturelles (LCBOSN) - UFR-SFA Universitée Nangui Abrogoua 02 BP 801 Abidjan 02 Co6te d’lvoire

ABSTRACT
This research was conducted to contribute to the values of medicinal and aromatic plants of Cote d’lvoire. As
s_uch, we carried out the chemical composition of essential oil (EO) from E.praetermiss_a e_lerial part for th_e first Antioxydant potential of EO : Antioxidant potential of EO are evaluated by spectrophotometry, it reveals
time by gas chromatography coupled to mass spectroscopy (GC-MS) and retention indice GC(RI), estimate that EO have very good activity.

the antioxidant activity by spectrophotometer and finally achieve antimicrobial tests on reference strains of
Swiss scientific research center in Cote d’ivoire. EO are obtained by two methods, hydrodistillation (HD) and
steam distillation (SD). Results show that EO of aerial part of E.praetermissa is composed mainly of oxygenat-

EO-SD showed the best antioxydant potential, CR5o (EO-SD)= 0.014 £ 0.01 mg/mL, CR5q(Vita C)= 0.021
+ 0.01 mg/mL and CRs,(EO-HD) = 0.026 + 0.01 mg/mL. This good antioxidant activity of EO from the ae-

ed compound (33.11% - 49.63%) followed by alcenes (25.87% - 23.66%), followed by sesquiterpenes (20.23% rial parts of E. praetermissa could be due to high-level contents of oxygenated compounds in EO-HD and

- 21.63%) then monoterpenes (14.2% - 3.34%). From the two methods, it's dominated by oxygenated ses-
quiterpene caryophyllene oxide (27.74% - 24.02%) and the olefinic hydrocarbon 1-undecene (23.66% -

EO-SD. This may explain the fact that EO-SD, which has a larger oxygenated compound, has a higher
antioxidant activity. In general, essential oils rich in oxygen compound have more anti-radical activity than

25.98%). EO reveal a very good antioxidant potential, RCso (EO-SD)= 0.014 + 0.01 mg/mL and RCsq (EO-HD) hydrocarbon terpene oils (Benov, 1994).

= 0.026 £ 0.01 mg/mL.

The EO of E.praetermissa aerial parts has activity on most bacterial strains and fungi tested. It is moderately Comparison of inhibition zone of EO-HD and EO-SD against S. spidermidis and K. pneumoneae

effective against K. pneumoneae, B. subtilus, S. aureus, S. epidermidis, C. albicans, C. tropicalis and C. gla-

brata with greater sensitivity against S. epidermidis and K. pneumoneae. The minimal inhibitory concentrations ~ Table1: EO-HD and EO-SD inhibition zones against S. epidermidis and K. pneumoneae

(MIC) of EO are 3.75 mg/mL. Comparatively, EO-HD inhibit more than EO-SD against Staphylococcus epi-

dermidis and Klebsiella pneumoneae. Strains Z(()r;?n[; (En?r},k)'D . 8;%?;25{* d?(TnCr#)'NE
K. pheumoneae 13 15 30
Keys words . Emilia praetermissa, Essential oil, antimicrobial activity, Cote d’lvoire.
S. epidermidis |14 15 e
INTRODUCTION Inhibition diameter EO-SD are inferior than those of EO-HD. But the EO have a bacteriostatic effect
| o | | - o against S. epidermidis and K. pneumoneae. E. Pratermisa EO have a good antimicrobial potential like his
lvorian flora has a great biodiversity that benefits traditional endogenous medicine in Cote d'lvoire solvent extracts (Afolayan et al., 2017). It may be a source of new bioactive compound for drug develop-
(Milne-Redhead, 1950 ; Hepper, 1963; Nicolson, 1980; Lisowski, 1997 ;Chung et al., 2009). ment.
In CoOte d’lvoire, a survey show that E. praetermissa is used against stomach each, malaria, CONCLUSION
childhood diseases and for pregnancy (Yapi et al. 2015). Literature reveals chemical and biological | | | -
studies mainly on solvent extracts (Ndji et al., 2017 : Anaka et al., 2013 :Afolayan et al., 2017). This study shows that EO from the aerial parts of E.praetermissa, rich in oxygenated compound, has good

However, according to the literature consulted, there are no studies on the essential oils of the

antioxidant and antimicrobial activities. This could explain the abundant uses of this plant in traditional me-
dicine. Given the potential of E.praetermissa, it could be a promising source for the research of bioactive

plant. It is for the strengthening of research for a better knowledge of the phytochemical composi- compound. Nevertheless according to the method of extraction of these compound, significant differences
tion and biological potential of E.praetermissa essential oll, that was initiated the present study could occur. In the case of EO, depending on whether one distills by hydrodistillation or by steam training,
there are variations in the colors of oils, yields, chemical compositions and biological activities. According to

MATERIAL AND METHODS the study, there are at least 10-30% differences in chemical composition which would imply the difference

of other antioxidant and antimicrobial activities. So each extraction method would correspond or be appro-

Aerial part of E. praetermissa was havested in Cocody (Abidjan-Cote d’lvoire). EO was extracted by two
methods. They are hydrodistillation by clevenger and steam distillation device.

priate for a specific use. It would therefore be more beneficial to carry out a preliminary study before any
use iIs made of essential olls.

GC-MS analisis was made in the laboratory of chemical department at Quebec University in Montreal. ACKNOWLEDGEMENT

Retention indices were calculated with retention times (Kovats, 1958; Kovats, 1965 ; IUPAC, 1997 .
(PubChem- online), Paolini, 2005, Daouda, 2015, Kouassi et al., 2020).

| | | | | | | The authors thank Gwaenael Chamoulaud and Galyna Shul from the University of Quebec in Montreal for
In vitro rad_lcal scavenging test with DPPH was made b_y method o_f Blois (Blois, 1958). The reducing the chromatographic analysis and Touré Sadikou, Technician from Laboratory of the Swiss scientific re-
concentration of 50% (RCso) of the sample was determined graphically. search center in Cote d’lvoire for the antimicrobic analysis.

And In vitro antibacterial activities was evaluated by Berghe and Vlintinck methodology (Berghe et
Vlietinck, 1991).

RESULTS AND DISCUSSION
. Chemical composition

Essential oil (EO) These yields could be attributed to several factors including distillation technique, period
and harvest area. The higher yields for Clevenger-type hydrodistillation compared to those of EO obtained in
steam training

could be explained by the recovery device, as the contact surface is wider at the level of the decanting bulb
which

would promote the dispersion of the EO and therefore more difficult to recover. Taha et al. (2017) have
showed that yield from clevenger distillation where also the best in case of Rosmarinus officinalis arial part’'s

distillation.

vield
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Picture 1: yield of EO

Analysis of EO-HD of aerial parts of E.praetermissa yielded thirty-two compound, about 93.41% of EO total
composition. The major compound are the alkene 1-undecene (25.58%) followed by a bicyclic sesquiterpene and its
oxygenated counterpart, caryophyllene oxide (24.02%) caryophyllene (8.34%).

As for the chemical analysis of EO-SD, it revealed eighteen compound, about 98.26% of the total composition of
the EO. It's dominated by caryophyllene oxide (27.74%), 1-undecene (23.66%), phytol (10.82%) and caryophyil-
lene (9.06%).

There is a difference on chemical composition. This could suggest variability quantitatively (Taha et al. 2017) and
qualitatively in the composition of EO extracted with extraction methods.

nEO-HD mEQ-SD

90,00%
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30,00%
20,00%
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compounds

Picture 2: comparative diagram of main chemical famillies on two EO

REFERENCES

Afolayan C. O., Onifade A. K. and Akindele P.O., (2017). Antimicrobial Activity of Emilia pratermissa
Leaf Extracts on Organisms Isolated from Patients with Otitis Media Attending Federal Medical Centre
Owo and Ondo States Specialist Hospital Akure. Microbiology Research Journal International, 19(1),
pp1-8.

Anaka O. N., Owolabi O. J. and Emenike C. F., (2013). Anti-hyperlipidemic effect of aqueous leaf ex-
tract of Emilia praetermissa milne-redh (Asteraceae) in rats. International Journal of Biosciences, 3(9),
pPp63-77.

Berghe V. D. A., Vlietinck A. J., (1991). Screening methods for antibacterial and antiviral agents from
higher plants. Methods in plant biochemistry. Hostettman, K Ed., London: Academic press.

Blois M., (1958). Antioxydant determinations by the use of a stable free radical. Journal Nature,181:
pp1199 -1200.

Chung K. F, Ku S.M., Kono Y. and Peng C.l., (2009). Emilia praetermissa Milne-Redh.

(Asteraceae)—A Misidentified Alien Species in Northern Taiwan. Taiwania,54 (4), pp385-390.

Daouda T., (2015). Etudes chimique et biologique des huiles essentielles de quatre plantes aroma-
tigues medicinales de CoOte d'lvoire. Chimie organique. Universite Felix Houphouet Boigny, Cote
d'lvoire, p154.

Hepper F.N., Hutchinson J., Dalziel J.M., (1963). Flora of West Tropical Africa. Crown Agents for
Overseas Governments and Administrations, London, UK, (2), pp244-245.

IUPAC, (1997). Compedium of Chemical Terminology, 2e edition (le Livre d’or). Wilkinson Blackwell
Scientific Publications, Oxford. 108p.

Kalemba D. and Kunicka A., (2003). Antibacterial and antifungal properties of essential oils. Current
Medicianl Chemistry, (10), pp813-829.

Kouassi K. S., Kouame B. A., Mamyrbékova-Békro J. A., Bekro Y-A. (2020). Composition, antibacterial
and antioxidant activities of essential oil from Enantia polycarpa and Clerodendrum polycephalum. In-
ternational Journal of Current Research, 12(2), pp9987-9991.

Kouassi K. S., Kouame B. A., Mamyrbékova-Bekro J. A., Békro Y-A. (2020). Composition chimique
par CPG/SM et activitées antimicrobiennes de [|'huile essentielle extraite par entrainement a la
vapeur de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. recoltée en Cote d’lvoire. European Scientific Journal,
pp1857 - 7881 (Print), e - ISSN 1857- 7431.

Kouassi K. S., Kouame B. A., Mamyrbékova-Bekro J. A., Bekro Y-A., Fofie N. B. Y., (2020). Chemical
composition and antibacterial activities of the essential oils from the leaves of Premna angolensis and
Premna quadrifolia, two Lamiaceae from CoOte d’lvoire. International Journal of Innovative Science and
Research Technology, 5(8), pp.681-686 ;

Kovats E., (1958). Gas-chromatographische charakteriserung organischer verbidungen. Teil 1. Reten-
tions indices aliphatischer halogenide, Alkohole, Aldehyde und Ketone. Helvetica Chimica Acta: 41(7).
Kovats E., (1965). Gas Chromatographic characterization of organic substances in the retention index
system. Advances in Chromatography, pp229-247.

Lisowski =, (1997). Le genre Emilia (Cass.) Cass. (Asteraceae) dans la Flore de Guinée (Afrique occi-
dentale). Bull. Jard. Bot. Natl. Belg. (66), pp201-206.

Milne-Redhead E., (1950). Tropical African plants: XXI. Kew Bull. (5) ; pp375-376.

National Institutes of Health (NIH). (en ligne : 4 decembre 2020). https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
National Institute of Standards and Technology (NIST), (1999). PC Version 1.7 of the NIST/EPA/NIH.
Mass Spectral Library, the Perkin EImer Corporation.

Nicolson D.H., (1980). Summary of cytological information on Emilia and the taxonomy of four Pacific
taxa of Emilia (Asteraceae: Senecioneae). Syst. Bot. (9), pp391-407.

Ndji O. G. L., Amang A. P, Mezui C., Nkwengoua Z. E., Enow-Orock E.G., Tan P. V. and Nyasse B.,
(2017). Toxicological Studies of Ethanolic Extract of Emilia praetermissa Milne-Redh (Asteraceae) Iin
Rats. Journal of Advances in Biology & Biotechnology, 11(4), pp1-14.

Paolini J., (2005). Caractérisation des huiles essentielles par CPG/lr, CPG/SM (IE et IC) et RMN du
carbone-13 de Cistus albidus et de deux Asteraceae endémiques de Corse : Eupatorium cannabinum
subsp. corsicum et Doronicum corsicum.. Chimie. Université de Corse. p343.

Taha E. K., Faouzi E., Noureddine E., Houmane M., Rachida C., Abdellatif B., (2017). Comparaison
Quantitative Et Qualitative Des Huiles Essentielles De Rosmarinus Officinalis Obtenues Par Difféerentes
Methodes. European Scientific Journal; 13(21), pp172-182.

Yapi A.D., Kassi N.J., Fofié N.B. Y., Zirihi G.N.(2015). Etude ethnobotanique des Asteraceae meédici-
nales vendues sur les marches du district autonome d'Abidjan (Co6te d’lvoire). Int. J. Biol. Chem. Sci. 9
(6):pp2633-2647.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Résumé :
Cette étude est premiérement une contribution a la caractérisation phytochimique et des activités

biologiques des huiles essentielles issues des plantes aromatiques de la flore ivoirienne.
Deuxiémement, une contribution a un usage optimal des huiles essentielles par le choix de la technique
d’extraction. L’huile essentielle de cing plantes aromatiques de la flore ivoirienne a été extraite par
deux méthodes : I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau. D’abord les huiles essentielles
ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse
(CPG/SM) et associé aux indices de rétentions (CPG-IR). Ensuite leurs activités antioxydante et
antimicrobienne ont été évaluées. L’étude a révélé dans tous les cas plus de composés dans I’huile
essentielle extraite par hydrodistillation. Le composé majoritaire lorsqu’il est le méme a une teneur
plus élevée dans le cas de I’entrainement a la vapeur d’eau. Les huiles essentielles obtenues par
entrainement a la vapeur d’eau ont une activité antioxydante qui est toujours plus grande que celle des
huiles essentielles obtenues par hydrodistillation. Quant a I’activité antimicrobienne, elle se situe dans
le méme intervalle pour les deux méthodes.

Donc chaque méthode d’extraction correspondrait ou serait appropriée a un usage spécifique. Il serait

plus bénéfique donc de faire une étude préalable avant un quelconque usage des huiles essentielles.

Mots clés : Huiles essentielles. hydrodistillation, entrainement a la vapeur, Cote d’Ivoire.
Abstract :

This study is firstly a contribution to the phytochemical characterization and biological activities of
essential oils from aromatic plants of the ivorian flora. Secondly, a contribution to the optimal use of
essential oils by choosing the extraction method.

The essential oil of five aromatic plants of the ivorian flora was extracted by two methods :
hydrodistillation and steam entrainment.

At first the essential oils were analyzed by gas chromatography coupled with mass spectroscopy (GC-
MS) and associated with retention indice (GC-RI). Then their antioxidant and antimicrobial activities
were evaluated.The study revealed more compound in the essential oil extracted by hydrodistillation.
The majority compound when it is the same has a higher content in the case steam training.Essential
oils obtained by steam entrainment have an antioxidant activity that is always greater than that of
essential oils obtained by hydrodistillation. Antimicrobial activity is in the same range for both
methods.

So each extraction method would correspond or be appropriate for a specific use. It would therefore be

more beneficial to carry out a preliminary study before any use of essential oils.

Keys words : Essential oils, hydrodistillation, steam distillation, Cote d’Ivoire.
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