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INTRODUCTION

Depuis des millénaires, 1’utilisation des plantes aromatiques est une composante de la
culture humaine. La production des matiéres de base provenant du régne végétal met en
ceuvre des techniques traditionnelles, aussi rustiques que la cueillette on I’emploi d’alambics
artisanaux. Elle s’exerce aussi dans le cadre de complexes industriels puissants et met en
ceuvre des technologies les plus sophistiquées de chimie fine.

En Afrique, les plantes aromatiques ont toujours été employées en médecine
traditionnelle; ces plantes se différencient des autres par leurs principes odoriférants appelés,
aprés extraction, «huiles essentielles» ou «essences de plantesy ou encore «extraits
aromatiques».

Selon les études bibliographiques, 90% des plantes aromatiques poussent dans les
régions tropicales et plus précisément dans les pays en voie de développement. Ces plantes se
répartissent dans un nombre restreint de familles du régne végétal parmi lesquelles on peut
citer les Annonaceae, les Burseraceae, les Chenopodiaceae, les Guttiferae, les Labiatae, les
Myrtaceae, les Poaceae, les Rutaceae, les Verbenaceae etc.

L’exploitation de ces plantes peut constituer pour les pays en voie de développement
une source potentielle économique non négligeable.

Dans la tradition africaine, bon nombre de plantes endémiques sont fréquemment
utilisées dans la pharmacopée par des tradipraticiens a des fins thérapeutiques pour soulager
les maux les plus divers, bénins ou plus graves comme: les affections cutanées, les troubles
respiratoires, la fievre, les maladies digestives ou cardio-vasculaires.

Le marché des huiles essentielles est florissant en raison de leurs divers domaines
d’application; mais, bien que possédant une flore riche et diversifiée les pays africains sont
quasiment absents de ce marché porteur et de ces secteurs de pointe, tels que I’industrie
chimique, I’aromatique, la parfumerie, la pharmacie et I’aromathérapie.

Malgré le faible coiit d’investissement nécessaire a la production des huiles
essentielles, la flore Béninoise, dont le potentiel disponible est riche en plantes aromatiques,
demeure a ce jour hélas inexploitée. Ainsi, la composition chimique et les propriétés
biologiques restent non étudiées pour un nombre important de plantes.

Les objectifs principaux de notre travail étaient : 1’étude chimique et 1’évaluation des
propriétés antiradicalaires et anti-inflammatoires d’huiles essentielles extraites de plantes

aromatiques d’origine béninoise:
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Aeolanthus pubescens Monodora myristica
Annona muricata Ocimum canum
Annona squamosa Ocimum gratisimum
Chenopodium ambrosioides Pentadesma butyracea
Clausena anisata Pimenta racemosa
Cymbopogon gignanteus Xylopia aethiopica
Cymbopogon nardus Lippia multiflora

Commiphora africana

Le choix de ces évaluations biologiques est basé sur les données suivantes : le pouvoir
antiradicalaire des extraits végétaux (notamment des huiles essentielles) est susceptible d’étre
intéressant dans 1’industrie agroalimentaire (ou les antioxydants sont utilisés pour retarder la
dégradation des aliments contenant des corps gras), mais également en cosmétique ou dans le
domaine de la phytothérapie, ou les especes radicalaires sont associées a la notion de
«vieillissementy». Le phénoméne d’inflammation est également une des cibles privilégiées des
préparations cosmétiques, de certains médicaments et ’utilisation d’extraits naturels pour le
combattre est un des enjeux de 1’industrie pharmaceutique et cosmétique.
L’ensemble de notre travail est présenté en trois parties:

> la premiere partie présente |’état général des connaissances actuelles sur les huiles
essentielles ainsi que sur leurs méthodes d’extraction et d’analyse.

» la deuxiéme partie est consacrée a I’étude des espéces précédemment citées: les
caractéristiques botaniques, les exigences agronomiques et méthodes culturales ainsi
que les utilisations sont briévement décrites. Aprés une mise au point des travaux de la
littérature, les résultats obtenus sont ensuite présentés et discutés.

» la troisiéme partie, donne les résultats des tests biologiques (activités antiradicalaires,

anti-inflammatoires réalisés sur les échantillons d’huiles essentielles) et des investigations
menées pour déterminer le ou les composés responsables de ces activités, dans la perspective

d’une valorisation a des fins thérapeutiques ou pour des applications cosmétiques.
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Premiére Partie: Généralités sur les huiles essentielles

1- Historique

L’histoire des plantes aromatiques est souvent liée a celle de I’humanité. Déja depuis
’Egypte Antique (environ quatre mille cingq cent ans avant Jésus-Christ), ’homme utilise
largement les huiles balsamiques, les onguents parfumés, les résines aromatiques, les épices et
les végétaux odoriférants, que se soit en rite, en magie, en thérapeutique, en alimentation ainsi
que dans des pratiques de la vie courante. On trouve par exemple, chez les peuples de
1’Egypte ancienne, des rites ou le parfum sort insensiblement du naturel et devient un élément
de I’art de guérir.

En Chine, les premiers témoignages de 1'usage des parfums se situent a une date un
peu intérieure au 1 millénaire avant notre ere. Il en est de méme aux Indes; plus tard, la
liturgie bouddhique prévoit de laver les statues des Dieux avec des eaux parfumées. Les
hébreux s’inspirérent de I’Egypte et utilisérent & leur tour des aromates et parfums. La
civilisation du Nil transmit sur la pierre de ses monuments toute une iconographie des
procédés de préparation des huiles, des baumes et des liqueurs fermentées. Un peu plus tard,
par les conquétes, les connaissances alors accessibles furent transmises aux Romains en
passant par les Grecs. Ainsi, pendant le régne de I’Empire romain, sous les premiers Césars,
les connaissances relatives aux parfums sont déja nombreuses.

En Europe, vers les XI° et XIII° siécles et par ’entremise des diverses croisades, on
assiste a [’apparition de nombreuses mati€res aromatiques. C’est par Venise, centre d’échange
trés actif a cette époque, qu’arrivent les épices (poivre cannelle, muscade, girofle) ainsi que de
nombreuses substances aromatiques (musc, civette, benjoin, santal, camphre etc..). Mais
malgré les informations partielles issues des historiens grecs (Hérodote) et romains (Pline), en
passant par Dioscoride, sur les méthodes utilisées pour la préparation de I’huile de
térébenthine, 1’art de la distillation sert avant tout a la préparation des eaux distillées. Au
Moyen Age, c’est a Arnold de Villanova, médecin catalan (1235-1311) qu’on attribue la
premiere description de la distillation d’une huile essentielle; il fait aussi I’apologie des
qualités médicinales des eaux distillées.

Au début de la Renaissance les manuscrits vénitiens mentionnent les huiles distillées
de sauge et de romarin. C’est a cette époque que Paracelse, médecin suisse (1493-1541), émet
sa théorie de la «Quinta essentia» (Quintessence). Pour lui, cette quintessence est la partie
réellement efficace de chaque drogue et elle doit étre le but de la pharmacie. Cette théorie est

a ’origine de la recherche sur la préparation des huiles essentielles. Il est méme évident que le
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terme actuel d’huile essentielle rappelle le concept de Paracelse: «Quinta essentia». A cette
méme époque, les artisans provengaux préparaient des «essentielles». En effet, en 1500 et
1507, un médecin strasbourgeois, Brunschwig publie ses deux volumes sur la distillation,
intitulés : «Liber de Arte distillandi», dans cet ouvrage on trouve la mention des huiles
essentielles: de térébenthine, de bois de geniévre, de romarin et d’aspic.

Vers 1565, la Cour de Catherine de Médicis, entretient le gofit des huiles, des
pommades, des savons et des gants parfumés qui jusqu’alors venaient de Génes, de Bologne
ou d’Alicante; a établi a4 Chaillot la premiére fabrique de savons et les statuts de 1582
contribuent 4 former un artisanat de parfumeurs-gantiers.

Par ailleurs, on avait noté depuis longtemps 1’affinité des corps gras pour I’odeur; sur
cette observation on a imaginé I’enfleurage, technique de I’épuisement des substances
odorantes par des huiles grasses; elle fut largement utilisée si bien que, vers le début du XIX*
sicle, cette technique avait pratiquement atteint le degré de perfectionnement actuel. Mais la
nécessité d’une main d’ceuvre importante a progressivement condamné ce procédé.

A 1a méme époque, les travaux de Chaptal, ont conduit a la 1% distillerie industrielle
qui permettait ’obtention de ’alcool azéotropique; cette invention capitale ouvrit la voie a
des applications enti¢rement nouvelles, aussi bien pour les lavages des pommades que pour
les infusions. Mais ces solutions étaient malaisées a manipuler et a transporter, Louis
Maximin Roure envisagea donc de concentrer ces lavages et il réalisa ainsi pour la premiére
fois les «essences concreétes de pommades». Dés 1870, le méme Louis Maximin Roure
entreprit des travaux en cherchant a utiliser d’autres solvants volatils. Malheureusement, les
moyens technologiques limités de 1’époque ne lui permirent pas de mener ces essais a bien.
Ce furent Naudin et Schneider, en 1879, et Massignon, en 1880, qui réussirent ’extraction des
produits floraux avec de I’éther de pétrole. Mais c’est Louis-Maximin Roure qui obtint les
essences appelées aujourd’hui «Absoluesy par I’extraction des pommades avec de 1’alcool.

A la fin du 19°™ siecle, les procédés de fabrication des huiles essentielles étaient
amenés a la quasi perfection, cependant, ils n’apportaient rien a la connaissance de leur
composition intime.

11 fallut attendre les travaux de O. Wallach (1880-1914) pour commencer a connaitre
en partie la composition des huiles essentielles. Il rédigea un ouvrage constitué de 180
mémoires intitulé «Terpéne und Camphor» et, dés 1887, il supposa que ces composés

«doivent étre construits a partir d’unités isopréniques». Trente ans plus tard, R. Robinson
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(Prix Nobel de chimie en 1947) précisa cette régle isoprénique en indiquant que la liaison de
ces unités doit s effectuer de fagon «téte-queue.

A c6té de I’ceuvre importante de Wallach, d’autres chercheurs ont travaillé dans le
méme domaine; ainsi Adolf von Baeyer, formé comme Wallach dans le laboratoire de
Kékulé, ont contribué a la naissance de la chimie aromatique. Aux c6tés de ces illustres
promoteurs de la chimie des substances odorantes volatiles, Temann, Semmler, Wagner,
Perkin, Bouveault, Dupont etc. ont également contribué largement a I’évolution des
connaissances.

Pourtant, malgré ces efforts considérables, seul un nombre relativement restreint de
ces substances aromatiques étaient parfaitement connues au début du XX sigcle. Depuis,
avec le développement des méthodes d’analyses, les connaissances dans le domaine des
substances odorantes volatiles se sont considérablement accrues. On connait actuellement
plusieurs centaines de monoterpénoides; de méme dans le groupe des sesquiterpenes ou, il y a
vingt ans, une trentaine de structures seulement avaient été élucidées, on connait actuellement
prés de mille composés répartis en 200 squelettes (Teisseire, 1991; Guenther, 1948a; Paris

et Moyse, 1976).

2- Définition et Composition chimique
2-1- Définition

L’huile essentielle est un mélange de produits ou un produit obtenus & partir d’une
mati¢re d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau (ou par hydrodistillation),
soit par expression de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation a sec.

Cette définition est assez restrictive car elle exclut autant les produits obtenus par
extraction a [’aide des solvants organiques que ceux obtenus par d’autres procédés (fluide
supercritique, enfleurage, etc.). Les produits obtenus par ces procédés ont une importance
aussi bien dans I’industrie des parfums et ardmes que dans la parapharmacopée, Nombre de
nouveaux termes ont di étre reprécisés ou définis.

Les teintures : ce sont des mélanges de produits obtenus par macération de la matiére
veégetale dans un alcool (pur ou de titre variable).

Les concretes: ce sont des extraits a odeur caractéristique obtenus par extraction a

I’aide d’un solvant organique, de la matiére végétale fraiche.
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Les absolues : elles résultent de I’extraction des concrétes par 1’alcool a la température
ambiante.

Les résinoides : elles proviennent de I’extraction de la mati¢re végétale séche par un
solvant organique.

Les pommades florales : ce sont des corps gras parfumés obtenus a partir des fleurs,
soit par enfleurage a froid (diffusion des constituants odorants des fleurs dans les corps gras),
soit par enfleurage a chaud (digestion ou immersion des fleurs dans les corps gras fondus)

(AFNOR, 2000).

2-2- Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges de constituants dont les principaux sont des
carbures terpéniques (aliphatiques, mono, bi et parfois tricycliques) et leurs dérivés oxygénés
(alcools, esters, aldéhydes, cétones, oxydes et/ou peroxydes). Mais on rencontre aussi dans les
huiles essentielles des composés lipidiques linéaires comme des acides organiques a faible
poids moléculaire et leurs esters (formique, acétique, valérique etc.), des alcools, des
aldéhydes, des cétones et des hydrocarbures aliphatiques. On trouve enfin plusieurs familles
de dérivés aromatiques: des aldéhydes (anisique, cuminique, cinnamique etc.), des phénols et
leurs esters (thymol, eugénol, acétate de thymyle etc.) et des hydrocarbures (allylbenzene,
pentylbenzene...).

Certaines huiles essentielles peuvent contenir des coumarines (bergaptene,
ombelliférones etc.) et des produits de structures irrégulieres avec des atomes d’azote

(dérivés indoliques etc.) ou de soufre (polythiophénes, allyl et aryl isothiocyanates etc.)
(Paris et Moyse, 1976).

3- Biosynthése des constituants volatils des huiles essentielles

3-1- Origine

Plusieurs hypotheéses ont été avancées pour essayer d’expliquer I’origine des
constituants volatils dans la plante.

Actuellement, il est admis que deux voies métaboliques secondaires rendent bien
compte de la formation de la grande majorité des constituants des huiles essentielles :

- la voie de l’acide mévalonique qui conduit a la formation des constituants

isopréniques,
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- la voie de 1’acide shikimique, précurseur des composés aromatiques.

La figure 1 nous donne les principales voies biosynthétiques des constituants volatils

naturels.

METABOLISME METABOLISME
METABOLISME
DES AC]DESGRAS] DES GLUCIDES ( DES ACIDES AMINES
acide shikimique
l CO,H
H
~ N H
X
acide cinnamique
Nbuoterpéms (CIO)
Sesquiterpénes (Cs l l 1
Diterpénes (Cyy) ArG ArG, ArGy
Caroténoides (Cy) HOC LJOH (Vanilline)  (Acétophénone)  (Coumnarrine,
\)\/\ Anéthole)
T OH
Acide mévalonique

Figure 1: Principales voies biosynthétiques des composés volatils naturels

(Bruneton 1999)

3-1-1- Biosynthése des terpénes

3-1-1-1- Condensation et isomérisation

Par le métabolisme des sucres, les végétaux produisent I’acétyl coenzyme A qui, par
une série de réactions faisant intervenir la condensation de 3 molécules, donne 1’acide
mévalonique. Par décarboxylation et phosphorylation, cet acide donne une unité penta
carbonée:  l'isopenténylpyrophosphate  (IPP). Cette  derniére  s’isomérise  en
diméthylallylpyrophosphate trés réactif, (DMAP), susceptible d’alkyler divers sites
nucléophiles.

La condensation entre I’IPP et le DMAP conduit au géranylpyrophosphate (GPP) a
partir duquel, par une série de réactions catalysées par différents enzymes, vont se former des
monoterpenes acycliques. Une nouvelle condensation entre le DMAP et le GPP conduit au

farnésylpyrophosphate (FPP), précurseur des sesquiterpénes. Enfin I’alkylation du FPP par le
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DMAP donne le précurseur des diterpénes : le géranylgéranylpyrophosphate (GGPP) (figure :
2) (Mann J., 1987).

o OH
M e o e OH

LSCOA Acide Mévalonique

Diméthylallylpyrophiosphate Isopentéryl
)\/\ﬂ

OPP
\ R Monoterpénes |
- €

Géranylpyrophosphate
2\/\ O;Pw
Sesquiterpénes
4 orp (SF)
\

Diterpénes
(Cx)
*2
—_— Carctenoids l — Ionones
(Ca0) Damascénones
CGéranylgéranylpyrophosphate

Mann J., Secordary Metabolism, 2™ Ed., Qlarendon Press, 1987.

Figure 2: Voie de I’Acide mévalonique
3-1-1-2-Cyclisation
Le farnésylpyrophosphaste, sous ses deux configurations le (2Z, 6E) et le (2E, 6E) est
a Dorigine de la quasi-totalité des constituants, sesquiterpéniques. Dans la figure 3 sont

représentés les principaux cations impliqués dans les différentes réactions de cyclisation
ultérieures (Mac Caskill et Croteau, 1994).

10
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Chez les plantes, ces cyclisations sont catalysées par des enzymes appelés cyclases. A
partir d’'un méme précurseur acyclique, des cyclases spécifiques produisent différents
squelettes. A I’heure actuelle, les difficultés d’isolement de ces enzymes induisent un doute
quant a leur role dans la catalyse spécifique car on ne sait pas :

1- S’il existe une cyclase pour chaque cycle formé,

2- Siune méme cyclase peut conduire au méme produit dans deux espéces végétales

différentes,

3- Si certaines cyclases sont capables de former individuellement plusieurs

squelettes.

X X
27,6E-Farnésyl pyrophosphate P 2E,6E-Famnésyl pyrophosphate
| orp ~
opPp

SN

\l

x

e

SN N /N
P & ppcn

L

. Germacrane
Carotane Bisabolane Cadinane Caryophyllane Humudane Elemane
Chamigrane Muurolane Himachalane Fudesmane
Acoradane Ylangane Guaiane
Santalane Cubebane Bourbonane
Bergamotane Aromadendrane
Aristolane

Mann J., Secondary Metabolism, 2" Ed. Clarendon Press, 1987.

Figure 3: Cyclisation des principaux sesquiterpénes
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3-1-1-3- Réactions secondaires, fonctionnalisation

Une fois les squelettes formés, des réactions secondaires peuvent intervenir telles que:
des réactions d’aromatisation, des oxydations, des réductions, des déshydrogénations, des
éliminations, etc..... Elles sont également catalysées par des enzymes spécifiques : oxydases,
déshydrogénases, réductases etc....et conduisent aux dérivés fonctionnalisés des structures de

«basen.

3-1-2- Biosynthese des constituants aromatiques

L’autre «famille chimique» réguliérement rencontrée dans les huiles essentielles, mais
de fagon moins systématique que les terpénoides, est constituée par les dérivés aromatiques
issus d’une 2°™ voie métabolique dite de 1’acide shikimique (figure 4).

L’acide shikimique résuite d’une série de conversions biogénétiques dont la préemiére
étape est la condensation aldolique stéréospécifique entre 1’érythrose-4-phosphate et le
phosphoénolpyruvate. C’est a partir de cet important précurseur que sé forment les différents
composés benzéniques dérivés de 1’acide benzoique, composés aromatiques substitués par 1,

2 ou 3 carbones et leurs dérivés. (figure 4) (Mann J., 1987).

12
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HOC H OH N - COH
>=< —_— __>——-—7l
H HO Y
OH

@O
hosphoénolpyruvate Acides benzoiques
P P Acide dehydroshikimique (ex: Acide anthranilique)
+ |
Qa_ « o
HQ,
X, O
wd M HO
Erythrose-4-phosphate
X =H Piénylalanine
X' =0H Tyrosine
COH
HJ~y
AIC, ArGy
ex: Vanilline (Phénylpropanoids)
(ex: Courmarines, Anéthole, Safrole)
X
Acide cinnamique
AC,
ex: Acétophénone

Vann J., Secondary Metabolism, 2nd Ed., Qlarendon Press, 1987,

Figure 4: Voie de I’ Acide Shikimique

3-1-3-Autres constituants volatils

Outre les deux familles principales que forment les terpénes et les dérivés
aromatiques, 1l existe d’autres constituants des huiles essentielles: ce sont les composés
«aliphatiquesy; ils sont souvent rencontrés mais toujours en petites quantités. Ils dérivent des
acides gras, et sont donc directement issus de I'acétyl CoA (figure 1).

Enfin, on peut citer d’autres constituants qui sont rarement rencontrées dans les huiles
essentielles et généralement -caractéristiques d'une famille des composés soufrés:

(isothiocyanates, thiols, disulfures), des composés azotés : indole, prénylindole etc....).
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3-2- Réle des huiles essentielles dans la plante

Longtemps considérés comme métabolites «secondairesy, c'est-a-dire des produits
métaboliques sans intérét biologique, les constituants volatils ont un réle encore mal défini
dans la plante. Nous nous contenterons d’énumérer ici quelques éléments.

1l est admis depuis longtemps que les constituants volatils des plantes jouent un role
important en écologie, plus particuliérement dans leur sélection par les prédateurs herbivores
mais également dans les relations plantes-insectes pollinisation (Gibernau, 1997).

Les constituants des huiles essentielles sont considérés par Lutz comme des
modérateurs des réactions d’oxydation intramoléculaire qui protégent la plante contre les
agents atmosphériques. Selon lui, certains de ces composés se comporteraient aussi comme
source d’énergie a la suite d’une baisse de 1’assimilation chlorophyllienne (Lutz, 1940).

Bouquet (1972) considére que certains de ces produits seraient des composés
intermédiaires du métabolisme et qu’ils se trouveraient a 1’état libre durant certaines périodes
en relation avec Dactivité végétative de la plante.

Les travaux de Nicholas (1973) ont montré que les mono et sesquiterpénes peuvent
jouer des rbles aussi variés qu’importants dans la relation des plantes avec leur
environnement. C’est le cas du 1,8-cinéole et du camphre qui inhibent la germination des
organes infectés ou la croissance des agents pathogeénes issus de ces organes.

Erman (1985) dégage, le rble incontestable des huiles essentielles dans la
pollinisation et la dispersion des diaspores grace a leur pouvoir attracteur sur les insectes
pollinisateurs, cette relation est d'une grande importance écologique et physiologique.
Bruneton (1999) estime que la volatilité et I'odeur marquée de ces essences en font des
éléments de la communication chimique.

Une mise au point de Croteau (1986) montre que les huiles volatiles auraient
également un réle de mobilisateur d'énergie lumineuse et de régulateur thermique au profit de
la plante. Elles réguleraient la transpiration diurne en absorbant les rayons ultraviolets par
leurs constituants insaturés. La présence des constituants volatils et leur teneur dans les
plantes a huiles essentielles seraient donc directement liées au processus chlorophyllien.

Indépendamment des théories avancées ci-dessus (théories complémentaires), il
semble que les compositions trés variées des huiles essentielles autorisent des messages
complexes et sélectifs, chercher un réle propre a chaque constituant peut alors paraitre

illusoire.
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3-3-Localisation dans la plante

Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le régne végétal; cependant, elles sont
particuliérement abondantes chez certaines familles: Coniféres, Rutacées, Ombelliferes,
Myrtacées, Lamiacées, Annonac€es, etc.

Tous les organes peuvent en renfermer: les sommités fleuries (Lavandes, Menthes,
Mélisse...), les racines ou rhizomes (Vétiver, Gingembre), les écorces (Cannelle), les fleurs
(Ylang-Ylang), le bois (Camphrier), les fruits (Persil, Citrus), les graines (Poivre). Dans une
méme espéce, on peut rencontrer les huiles essentielles simultanément dans des organes
différents et la composition de celles-ci peut varier d'un organe a l'autre. En outre cette
composition peut varier chez une méme espéce selon les conditions climatiques et
édaphiques. Le plus souvent, en climat chaud, la teneur en huiles essentielles est plus élevée
(Guenther, 1948; Mahmout, 1992).

Au niveau de l'organe de la plante, les huiles essentielles peuvent se former dans des
cellules non différenciées ou plus grosses (Lauracées, Magnolacées). Généralement, elles sont
localisées dans des organes sécréteurs, variables suivant les familles botaniques: poils des
Lamiacées et des Composées: l'huile essentielle s'accumule sous la cuticule; poches
sécrétrices schizogénes des Myrtacées qui, résulte de la division répétée d'une cellule et de
l'écartement des cellules filles laissant un méat ou s'accumule l'essence; chez les Rutacées
poches schizolysigénes avec formation d'un méat, puis lyse d'une partie du tissu sécréteur de
bordure. On observe aussi, souvent, la présence de canaux sécréteurs (Coniféres,
Térébinthacées...) (Paris et Moyse, 1976).

On désigne quelque fois par essence, les produits odorants non préformés chez le
végétal, mais provenant de 1'hydrolyse enzymatique d'hétérosides (essence d'amandes améres,

essences sulfurées des Cruciferes) (Paris et Moyse, 1976).

4- Domaines d’utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont étroitement liées a I'histoire de I'humanité. En effet, depuis
les anciennes civilisations, 'homme utilise les substances odorantes a chaque instant de sa vie

quotidienne; les principaux domaines d'application sont les suivants:

1 °) L'alimentation: les huiles essentielles entrent dans la préparation des aliments sous
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forme d'aromates ou d'épices et parfois comme condiments. C'est le cas des Ocimum (les
basilics), du Zingiber officinalis (gingembre), du Petroselinum crispum (persil), des Piper
(poivres), des extraits des Citrus etc.

2°) L'industrie de la parfumerie et 1’industrie cosmétique: ce sont de grands
consommateurs des substances odorantes. L'homme étant toujours a la recherche de
sensations nouvelles, les industries de la parfumerie et la cosmétique utilisent abondamment
les substances odorantes volatiles pour l'élaboration des gammes de produits de plus en plus
diversifiés. Divers produits de toilette (parfums, savons, laits, shampooings, pates et poudres
dentifrices etc.), seront appréciés pour leur fragrance. Dans le domaine de la cosmétique, des
gammes de produits sont élaborées a partir d’huile essentielle sur la base de leurs propriétés
revendiquées (antiradicalaire, régénérant, apaisant, hydratant etc....)

3°) Dans le domaine médical: I'emploi des huiles essentielles en thérapeutique est lié a
leurs propriétés pharmacodynamiques diverses et souvent marquées. Parmi les plantes a
huiles essentielles, on trouve des huiles antiseptiques surtout employées dans le traitement des
maladies des voies respiratoires ou urinaires; certaines sont eupeptiques et carminatives
(régularisent la digestion); d'autres agissent comme stimulants du systéme nerveux central,
pouvant provoquer des convulsions a hautes doses. Leurs actions antispasmodique,
cholérétique, stomachique et vermifuge ne sont pas non plus, a négliger. A noter aussi que
certaines huiles essentielles renfermant la thuyone, le sabinol ou la 2-undécanone présentent
des effets emménagogues a faible dose et abortifs a forte dose: c'est le cas des huiles
essentielles de Ruta graveolens (Rue), de Artemisia absinthium et de Tanacetum vulgare
(Paris et Moyse, 1976; Raponda-Walker et Sillans, 1961; Pharmacopée Frangaise, 1985;
Bruneton, 1999).

4°) L'hygiéne alimentaire et corporelle: les plantes ou parties de plante a essences sont
souvent utilisées pour leurs propriétés bactéricides ou antioxydantes dans la conservation des
produits alimentaires. D'autres présentent des propriétés répulsives contre les insectes, c'est le
cas par exemple de l'essence de Cymbopogon citratus (citronnelle) qui est largement utilisée
de nos jours, dans des pays tropicaux contre les moustiques.

5°) L'industrie chimique: elle exploite en général les huiles essentielles, comme
matiére premiere qu'elle transforme en produits chimiques plus élaborés; c’est I’isolement et
la purification d'un constituant intéressant ou majoritaire qui sera utilisé, soit directement, soit

comme produit de départ dans des hémisyntheses (Bruneton, 1999).
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5- Méthodes d’extraction et d’analyse des huile essentielles

5-1- Extraction des huiles essentielles

La grande diversité des propriétés physico-chimiques de ces composés permet
d'utiliser plusieurs techniques d'extraction. Elles seront sélectionnées en fonction de la
composition chimique de I'huile essentielle ou de l'organe de la plante a extraire. Nous
parlerons ici des quatre principales méthodes d'extraction utilisées couramment:

- l'extraction par entrainement a la vapeur d'eau et hydrodistillation,

- l'extraction par solvants organiques,

- l'expression a froid,

- I'enfleurage

5-1-1-L'entrainement a la vapeur et I'hydrodistillation

Véritables méthodes d'obtention des huiles essentielles, elles sont basées sur un méme
principe: celui de l'extraction et de l'entrainement des composés volatils non miscibles a l'eau
par la vapeur d'eau. Du fait de leur point d'ébullition relativement bas et de leur caractere
hydrophobe, la plupart des substances odorantes volatiles sont entrainables a la vapeur d'eau;
elles ne sont donc, ni retenues dans les biopolymeéres de la plante, ni solubilisées dans l'eau.
Ainsi, aprés condensation des vapeurs, ces substances sont séparées du distillat par simple
décantation.

Dans la pratique, l'entrainement a la vapeur consiste a faire circuler a travers le
matériel végétal disposé sur une grille, un courant de vapeur d'eau qui extrait les principes
volatils. Cette technique peut €galement se faire sous pression réduite.

Dans !'hydrodistillation, le matériel végétal est immergé dans une quantité d'eau
représentant 3 4 5 fois son poids (Paris et Moyse, 1976).

Ces proportions sont déduites du principe de la distillation d'un mélange de composés
non miscibles. Celui-ci stipule que la pression de vapeur au-dessus du mélange de 2 composés
est la somme des pressions partielles de ces 2 composés et que le rapport entre les masses des
2 composés dans le distillat est égal au rapport de leurs pressions partielles multiplié par celui

de leurs poids moléculaires.

Donc, pour 2 composés a et b non miscibles, on a :
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Pt = Pression de vapeurs au-dessus du melange
pa et pb = Pressions partielles des composés a et b a la température de
distillation.
Ma et Mb = Masse moléculaire de a et b
Ce procédé, réservé au dosage des huiles essentielles (Pharmacopée Frangaise, 1985)

est le plus utilisé pour I'extraction de celles-ci.

5-1-2-L'extraction par solvants organiques

Elle repose sur le fait que les huiles essentielles sont solubles dans la plupart des
solvants organiques et particulierement les hydrocarbures aliphatiques (pentane, hexane etc.)
ou aromatiques (benzene). Ces extractions se font souvent & la température ambiante, ceci
ayant l'avantage d'éviter d’éventuelles modifications ou altérations des structures moléculaires
dues a la chaleur. Cette méthode est tres utilisée dans I'industrie des parfums.

L'extraction par solvants organiques n'est pas trés sélective car on extrait, en méme
temps que les huiles essentielles, les substances grasses non volatiles présentes dans la plante.
Apres elimination du solvant par évaporation sous pression réduite, on obtient une concréte.
Un traitement de cette concrete par I'éthanol absolu entraine une précipitation des cires. Par

filtration et évaporation de l'aicool, on obtient l'absolue (Paris et Moyse, 1976).

5-1-3-L'expression a froid

Cette méthode s'applique particuliérement aux essences facilement altérables a la
chaleur et peroxydables. On l'utilise souvent pour l'extraction des huiles essentielles des
agrumes (citron, orange douce et amére, mandarine, bergamote etc.). Cette méthode peut se
faire 4 la main (procédés a la cuillére, a 1'écuelle), ou apreés scarifications mécaniques On
recueille 'essence avec l'eau des cellules que 1'on peut ensuite séparer par décantation (Paris

et Moyse, 1976).
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5-1-4-L'enfleurage et autres procédés

Cette technique est principalement utilisée dans le traitement des parties fragiles de la
plante, telles que les fleurs. Elle consiste a mettre les organes végétaux en contact avec un
corps gras qui se sature d'essence. Le corps gras est enfin épuisé par l'alcool absolu qui a son
tour est évaporé sous vide a 0°C.

En dehors de ces quatre méthodes d'extraction, d'autres procédés plus rapides (et
donnant dans bien des cas des extraits naturels de meilleure qualité) se sont développés depuis
quelques années. C'est le cas de 'extraction par micro-ondes et l'extraction par le dioxyde de

carbone (CO,) supercritique.
5-1-5-Le rendement

C'est le rapport entre la quantité d'huile essentielle obtenue a la fin d'une extraction et
la quantité de matériel végétal soumise a l'extraction. Ce rendement est souvent exprimé en

pourcentage. Si les quantités sont exprimées en masse, nous aurons:

Masse de 1'huile essentielle extraite
R%% = x 100
Masse du produit végétal utilisé

Le rendement en huile essentielle peut étre influencé par plusieurs facteurs tant intrinséques
qu'extrinséques a la plante. Il peut varier:

- selon les organes de la plante soumis a l'extraction,

- selon le cycle végétatif de la plante,

- selon les mutations biogénétiques (polyploide, aberrations chromosomiques etc.),

- selon la récolte et le prétraitement du matériel végétal (période de récolte, conditions
de conservation durant le transport, séchage, etc.),

- selon le climat et les facteurs édaphiques,

- selon les techniques d'extraction et les durées de celles-ci,

- selon la forme du récipient utilisé comme réacteur et selon le systeme de

condensation des vapeurs.

5-1-6-Conservation des huiles essentielles
L'altération, des huiles essentielles n'intervient pas uniquement pendant I'extraction; la
plupart de leurs composants étant insaturés, celles-ci seront, dans certaines conditions de

conservation (lumicre, chaleur, présence de métaux, humidité etc.), sujettes & des réactions
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secondaires telles que:
- des réactions d'auto-oxydation,
- des réactions de réarrangement moléculaire,
- des réactions de polymérisation,
- des réactions d'hydrolyse.
Pour éviter ces réactions secondaires, il est donc conseillé de conserver les huiles
essentielles dans des flacons en verre sombre hermétiquement fermés et a basse température

(réfrigérateur).

5-2- Analyse des huiles essentielles

En pratique, on distingue deux types d'analyses:

Le premier type a pour but de définir les caractéristiques physico-chimiques de I'huile
essentielle:

- propriétés organoleptiques (couleur, aspect, odeur)

- propriétés physiques (densité, pouvoir rotatoire, indice de réfraction, point de
congélation, etc.)

- propriétés chimiques globales (indices d'acide, d'ester, de carbonyle...).

Ces caractéristiques propres a chaque essence seront ensuite utilisées pour décrire
l'huile essentielle, elles serviront de critéres de qualité pour les transactions commerciales. Les
méthodes techniques utilisées pour déterminer ces caractéristiques sont décrites avec
précision dans le recueil de normes publié par I'Association Frangaise de Normalisation
(AFNOR).

Le deuxiéme type d'analyses a pour objectif la connaissance de la composition
chimique de I'huile essentielle en passant par l'identification des structures et 1'évaluation des
proportions de ses constituants. Pour 'étude des huiles essentielles, ces analyses peuvent étre
effectuées en faisant appel a différentes techniques; la plus utilisée a I'heure actuelle étant la
chromatographie en phase gazeuse; parfois complétée par des méthodes spectrales telles que
IR, I'UV, la spectrométrie de masse, la RMN, aprés isolement du constituant.

Au cours de nos travaux, les analyses ont été faites par chromatographie en phase

gazeuse (CPQG) et par CPG couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM).

5-2-1- Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse ou chromatographie gaz - liquide est basée sur
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le principe de la chromatographie de partage. La phase stationnaire étant un liquide non
volatil réparti sur un support inerte; la phase mobile constituée du gaz vecteur, véhicule le
soluté (échantillon vaporisé dans I’injecteur), qui se déplace par migration différentielle, le
long de la phase stationnaire; il y a, a tout moment, équilibre entre la concentration du soluté
dans la phase stationnaire et dans la phase gazeuse; la vitesse de migration de chaque
composant dépendra de son coefficient de partage entre les deux phases (Tranchant, 1982).
Dans la colonne les différents constituants vont cheminer a des vitesses différentes selon leur
solubilité dans la phase stationnaire et leur volatilité.

La séparation des composés dépend du type de colonne utilisé, la phase stationnaire
pouvant étre de polarité variable. Si la phase stationnaire a été bien choisie, les constituants
du mélange sont inégalement retenus par celle-ci pendant le cheminement. Il en résulte que
les constituants du mélange sortiront de la colonne les uns aprés les autres et seront détectés.
Au niveau de l'enregistreur on observera une succession de signaux, traduits par des pics,
caractérisés chacun par un temps de rétention et une aire.

La chromatographie en phase gazeuse permet a la fois une analyse qualitative et une
analyse quantitative des essences.

L'analyse qualitative est basée sur I'identification des différents constituants de I'huile.
Celle-ci consiste a déterminer les structures des composés a partir d'un certain nombre de
données (temps de rétention, indices de rétention, spectres de masse etc.) qui seront
comparées avec celles de la littérature ou celles de substances de référence (standards)

(Garnero, 1985; Joulain et Konig, 1998; Jennings et Shibamoto, 1980; Adams, 2001).

» L'indice de rétention

On a rapidement observé la non reproductibilité des grandeurs de rétention obtenues
avec une meéme colonne, cette difficulté étant liée aux phénomeénes complexes qui
interviennent pendant ['¢lution (variation des conditions opératoires réelles). Certains auteurs
ont proposé l'utilisation d’un indice de rétention en température programmeée, en considérant
que la montée de la température est linéaire, ce qui est souvent le cas. IL“est défini par la

relation:

TR(A) - TR((n)
IR= 100n + x 100

TR(Cnrt1) - TR(Ch)
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Ou, A, élué entre C, et Cy+1, est le composé inconnu,

TR(A) est le temps de rétention du composé€ inconnu

TR(C,) est le temps de rétention de I’hydrocarbure 4 n atomes de carbone preceédant
immeédiatement le composé;

TR(Cu+1) est le temps de rétention de I’hydrocarbure 4 n+1 atomes de carbone suivant

immédiatement le compos€.

L'indice de rétention varie trés peu avec la température sur une méme colonne, en
revanche il varie beaucoup selon les types de colonnes (polarité de la phase stationnaire).
Cette variation d'indice selon la polarité de la colonne permet de distinguer les constituants
qui sont caractérisés par des indices trés proches sur une colonne donnée. Généralement, on
utilise deux types de colonnes: polaire et apolaire (Tranchant, 1982).

Lorsque l'ambiguité entre deux constituants persiste apres utilisation de cette méthode, on

peut procéder a un enrichissement.

5-2-2-Identification par enrichissement

Il faut ajouter un composé connu dit «de référence » a une huile, puis comparer les
chromatogrammes obtenus avec et sans ajout. La présence du composé recherché se traduit
par une augmentation de 1’aire du pic correspondant sur le chromatogramme du mélange ou,
lorsque le produit n’est pas le méme, un épaulement ou un pic différent.
Dans certains cas, deux composés peuvent avoir le méme temps de rétention sur une colonne

donnée, donc conduire a un pic unique. Il faut alors changer de colonne pour les différencier.

5-2-3- La spectrométrie de masse

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse
sermet 'analyse directe des constituants, séparés au préalable dans le chromatographe, par le
spectrometre de masse. Cette méthode a I'avantage de ne nécessiter que des échantillons de
'ordre de 10 microlitre pour l'analyse (Masada, 1976; Jennings et Shibamoto, 1980;
loulain et Kénig, 1998; Adams, 2001).

- Le principe de la spectrométrie de masse par impact électronique

La spectrométriec de masse avec impact électronique est basée sur l'analyse des

ragments chargés issus d'une molécule soumise & un bombardement électronique. Les

22



Premiére Partie: Généralités sur les huiles essentielles

renseignements ainsi obtenus (spectres) sont ultérieurement combinés pour reconstruire la
formule moléculaire. Les spectres de masse obtenus sont généralement comparés a des

banques de données de référence.

Il arrive parfois que les techniques citées précédemment soient insuffisantes pour
I'identification formelle d'un constituant. Dans ce cas on peut faire appel aux techniques
spectrales classiques dont, en particulier, la résonance magnétique nucléaire (RMN). Mais les
huiles essentielles qui sont souvent des mélanges de plusieurs produits et I'application de ces
méthodes nécessite l'isolement préalable du produit inconnu, ce qui n'est pas toujours chose

aisée.
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1 - FAMILLE DES ANNONACEAE

1-1- Annona muricata L.
Synonyme: Annona macrocarpa Werk
Nom vernaculaires: Goun: cha-cham, chap-chap, sapoti
Nom vulgaire: Corosol

Nom usuel: Corossolier; Grand corossol; Cachiman épineux

1-1-1 - Botanique et utilisation

Caractéristiques morphologiques de la plante:

C’est un petit arbre, de 5 a 8m de hauteur, a ramilles pubescentes. Les feuilles sont a
pétiole long de 8 a 25cm et large de 3 a 8 cm, a limbe papyracé, obové-oblong, légérement
acuminé au sommet. Les fleurs sont de couleur jaune ou jaune verdatre, axillaires, solitaires,
géminées, caulinaires; pétales épais; pédicelle recourbée de 1.5 a 2cm. Les fruits sont ovoides
ou globuleux, verts, muriqués par les pointes coniques des carpelles soudés, longs de 15 a
25cm et de 10 a 15 cm de large, a pulpe blanche, 1égeérement fibreuse et pouvant peser jusqu’a
2kg. Les graines sont noires et brillantes a tégument dur (Adjanohoun et coll., 1986;
Adjanohoun et coll. 1988).

Utilisation traditionnelle

Cette espece d’Amérique tropicale et des Antilles, est actuellement cultivée dans
plusieurs zones tropicales, particuliérement en Afrique (Bénin, Togo, Congo), aux Comores et
Dominique pour son fruit comestible, le corossolier.

L’infusion des feuilles est considérée en médecine populaire comme hypnogéne,
béchique et fébrifuge. Certaines tribus de basse Casamance utilisent des emplatres des feuilles

pilées pour les plaies de la circoncision (Kerharo et Adam, 1974).

Cette espeéce est utilisée au Bénin en médecine traditionnelle dans de nombreuses
préparations thérapeutiques: une décoction des feuilles est utilisée par voie orale, pour soigner

I’hypertension, les affections cardiaques, les crises nerveuses et les épilepsies.
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Le décocté des mémes feuilles, associées & celles de Spondias mombin, est utilisé per
os dans le traitement des ictéres, des hémorragies du post partum et pour éviter les
convulsions (Adjanohoun et coll., 1989).

Les feuilles sont employées en cataplasme sur le front pour traiter la fievre.

Les bourgeons et les fleurs sont utilisés contre la toux.

Les fruits verts, séchés et réduits en poudre sont utilisés en tisanes pour traiter les
diarrhées et la dysenterie chronique.

Une décoction des fruits verts et des graines est également utilisée en bain de bouche
contre les aphtes.

Les graines sont également utilisées en décoction, en usage externe, pour soigner les

plaies.

Aux Comores, le jus des feuilles est employé dans le traitement des vertiges

(Adjanohoun et coll., 1982).

A Madagascar, les fruits verts et 1’écorce du tronc sont utilisés dans le traitement de la
dysenterie. Les racines sont vermifuges. Les feuilles fraiches, en cataplasme, sont

cicatrisantes.

A Maurice, la décoction des feuilles est bue contre 1’épilepsie et les crises d’origine
nerveuse. Elle serait également fébrifuge et aurait des propriétés hypotensives (Adjanohoun

et coll. 1983).

A la Réunion les feuilles sont utilisées en infusion pour combattre 1’insomnie et traiter
les calculs rénaux. Elles soignent également ’hypertension, les crampes et les briilures
d’estomac, la fievre etc. (Lavergne et Véra, 1989).

Les propriétés hypotensives observées seraient dues a la présence d’acide y—amino
butyrique dans les tiges et les feuilles (Kerharo et Adam, 1974).

Les extraits de graines d’Annona muricata présentent une activité insecticide:
paralysie, tests d’immersion des blattes allemandes et des punaises de laiteron, tests de
protection pour les tissus, tests vis-a-vis de Aedes aegypti et Anophelus quadrimaculatus, etc
(Kerharo et Adam, 1974).

L’extrait de 1’écorce est toxique et produit chez la grenouille des convulsions

tétaniques a des doses de 3mg (Kerharo et Adam, 1974).
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1-1-2-Travaux antérieurs

> Etude chimique

De nombreuses études ont été réalisées sur cette espece dans les domaines
phytochimique, pharmacologique et agroalimentaire. Les principales études chimiques portent
sur les sucres, les lipides, les protides, les tannins, les stérols et les alcaloides isolés des fruits,
des graines, des feuilles et des écorces d’Annona muricata.

En 1982, Escarraman et coll. ont identifié cinq composés volatils dans 1’extrait
obtenu a partir des fruits d’origine mexicaine, a savoir le (E)-2- hexénal, le caprylate de
méthyle, le caproate de méthyle, I’acétaldéhyde et ’hexanoate de méthyle.

En 1983, Paul et coll. s’orientent vers une étude de la variation de la composition
chimique relative aux acides organiques, aux sucres et a la fraction volatile au cours du
mirissement du fruit.

La méme année, Franco et coll. ont effectué une étude comparative des fractions
volatiles du jus de corossol avant et apres sa pasteurisation.

En 1993, Wong et coll. ont mené des investigations sur la partie volatile des fruits de
trois espéces d’ Annona d’origine malaisienne. Il ressort de cette étude que la partie volatile du
fruit d’dnnona muricata est composée majoritairement d’esters : 19.7% de (E)-but-2-énoate
de méthyle, 18.4% de (E)-hex-2-énoate de méthyle et (5.2%) de 2-hydroxy hexanoate de
méthyle ainsi que des alcools, dont le (Z)-hex-3-en-1-0l (9.7%) et le linalol (9.3%).

Iwaoka et coll, au cours de la méme année, ont procédé a une étude de la
composition chimique de la fraction volatile et de sa variation pendant le mfrissement du
fruit; ils ont remarqué que, dans 1’extrait volatil du fruit vert arrivé a maturité, on retrouve
majoritairement le (Z)-3-hexen-1-ol, tandis que celui du fruit totalement mar contient en
majorité le (E)-2-hexénoate de méthyle, le (E)-2-buténoate de méthyle, I’hexanoate de
méthyle et le butanoate de méthyle.

Pelissier et coll. ont réalisé en 1994 1’étude comparative de trois huiles essentielles
obtenues a partir des feuilles, de la pulpe du fruit et du méricarpe de cette espéce et ils ont
montré que I’huile essentielle obtenue a partir des feuilles est riche en sesquiterpénes (74.4%);
ceux-ci sont dominés par le B-caryophyllene (31.4%) accompagné d’élémene (8.1%) et de 8-
cadinéne (6.7%). Les huiles essentielles du péricarpe et de la pulpe contiennent des esters et

des acides aliphatiques dont le plus abondant est le (E)-2-hexénoate de méthyle (39.8%).
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Ayedoun, au cours de sa thése en 1995, avait montré que I’huile essentielle obtenue a
partir des feuilles de cette espece récoltées au Bénin était riche en B-caryophylléne (38.1%),
accompagné de 8-cadinéne (11.2%), de -élémeéne (10.7%) et d’a-muurolene (9.4%).

En 1996, Fekam et coll. ont analysé I’huile essentielle extraite des feuilles d’4Annona
muricata récoltées au Cameroun; ils ont montré qu’elle est constituée essentiellement de
sesquiterpénes (89,7%) avec le B-caryophyllene (40%), le B-élémeéne (14.4%), ’a-santaléne
(9.5%), le (Z)-hex-3-énol (5.2%), le 6-cadinéne (4.8%) et I’a-humuleéne (4.6%).

Eyele-Mve-Mba (1997), au cours de sa these, trouve que I’essence obtenue a partir
des feuilles récoltées a Makokou (Gabon), contient du B-caryophylléne (36,4%), du B-
éleméne (7,2%), du o-cadinéne (6,0%), de I’a-muuroléne (5,0%), de I'oxyde de
caryophylléne II (5,0%) et de I’a-cadinol (5,0%).

Pino et coll., en 2001 ont isolé les composés volatils dans I’extrait de cette espéce et
ils ont trouvé le 3-phénylprop-2-énoate de méthyle, 1’acide hexadécanoique, le (E)-hex-2-

énoate de méthyle et le 2-hydroxy-4-méthyl valérate de méthyle.

> Investigation biologique

Tres peu d’études biologiques ont ét€ réalisées sur les huiles essentielles d’4nnona
muricata.

En 2001, Rivera et coll. ont montré que la décoction des feuilles d’Annona muricata
a une action sur Escherichia coli.

Enfin, en 2006, Tkahashi et coll. ont montré que ’extrait d’Annona muricata du

Brésil présente une activité antibactérienne a 100ug/mL.

1 -1- 3 - Résultats et discussion

Les huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation des feuilles récoltées dans
deux quartiers de Cotonou (Sikecodji et Gbégamey) avec des rendements faibles, inférieurs a
0,1% (m/m) (Tableau 1).
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Tableau 1: Extraction des huiles essentielles de feuilles d’Annona muricata L.

Echantillons Date et licu de la récolte Meéthode d’extraction  Rendement (%)

1 14/12/04 a Sikecodji hydrodistillation 0.05
2 12/02/05 a Gbégamey hydrodistillation 0.06

. ) a'i) b %

Planche 1: Annona muricata L.

Les résultats de nos analyses chimiques sont rassemblés dans le tableau 2
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Tableau 2: Composition chimique d’huiles essentielles de feuilles d’Annona muricata

L.
Nom des composés *IR 1(%) 2(%)
méthyl chavicol 1177 0.7 0.4
8-élémene 1334 0.4 4.5
o- copaene 1379 0.9 1.0
B- éléméne 1390 9.1 8.9
isocaryophyllene 1412 17.0 20.2
B-caryophylléne 1428 18.9 16.1
o-humuléne 1460 6.7 34
alloaromadendréne 1468 1.0 0.8
y-muurolene 1476 1.9 1.8
germacrene D 1481 0.7 1.1
B-sélinene 1491 1.5 1.1
o—muuroléne 1500 7.9 6.9
y-cadinene 1514 1.2 1.1
d—cadinene 1523 13.8 11.4
¢élémol 1544 0.4 0.7
muurol-5-en-4-ol 1552 0.3 1.3
spathulénol 1560 0.2 0.2
oxyde de cayophyllene 1592 4.0 4.1
oxyde d’humuléne 11 1616 1.8 0.8
1-epicubénol 1628 0.8 1.0
NI 1632 0.7 0.7
epi—o— muurolol + epi-o.—cadinol 1643 53 53
NI 1658 0.2 3.7
a—cadinol 1661 1.3 0.9
heptadécane 1700 0.7 0.4
géraniate de méthyle 1778 0.8 0.4
Monoterpénes oxygénés 0.8 0.4
Sesquiterpenes hydrocarbonés 81.0 78.3
Sesquiterpénes oxygénés 14.1 14.3
Composés aromatiques 0.7 0.4
Dérivés aliphatiques 0.7 0.4
Total 97.3 93.8

1= Récoltées a Sikecodji le 14/12/04

2= Récoltées a Gbégamey le 12/02/05

*IR sur colonne DBI1

Les spectres des composés non identifiés sont en annexe
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Bl
B

MTO=" Monoterpénes oxygénés

STH=" Sesquiterpénes hydrocarbanés
ST0= Sesquiterpénes oxygénes
A= Composés aromatiques

- DA= Derives aliphatiques

Figure 5: Répartition des constituants dans les échantillons d’huile essentielle de feuilles

d’Annona muricata 1..

Les deux échantillons sont trés semblables; ils sont dominés par les sesquiterpénes
hydrocarbonés, en particulier par I'isocaryophylléne (17.0% et 20.2%), le B-caryophylléne
(18.9% et 16.1%) et le 6-cadineéne (13.8% et 11.4%). On retrouve donc une composition
chimique trés comparable a celles obtenues pour les huiles essentielles des feuilles de 'espéce
récoltée en Cote d’Ivoire (Pelissier et coll., 1994), au Bénin (Ayedoun, 1995), au Cameroun
(Fekam et coll., 1996) ou au Gabon (Eyelé et coll., 1997).

Dans le tableau 3 ont €té reportées les teneurs des constituants majoritaires de nos

¢chantillons ainsi que celles obtenues lors des études antérieures, a des fins comparatives.
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Tableau 3: Etude comparative des composés majoritaires et des principaux groupes de

composés des essences de feuilles d’Annona muricata L.

Composés majoritaires Groupe de composés

Pays

> =H0-

isocaryophylléne
B-caryophyliéne
&—cadinéne
a—muuroléne
B- éléméne
a-humuléne
MTO
STH
STO
CA
D.A

1995 | 1.8 | 381 | 112f94]107)44| - [888) 109 - - 997

Bénin
2004 | 170 | 189 | 138 |79 91 [67]08 81 | 14107 07973

2005 | 202 | 161 [ 114169 | 89 1341047831143 04 |04 93.8

Cameroun. - 40 4.8 - 144 146 1 1,1 | 8241 6,6 7,8 - 97,9

Céte d’Ivoire - 314 | 6.7 - 8.1 - 123)58,1 163 182 & 94,9

Gabon. - |64l 6 150172 - (067100 18,51 0,6 - |90,7
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1-2 — Annona squamosa L.

Synonyme :
Nom vernaculaire :  winglé

Nom usuel : Pomme cannelle, Cceur de boeuf

1- 2- 1 - Botanique et utilisation
Annona squamosa est une espece originaire d’Amérique tropicale, actuellement
introduite dans tous les pays chauds et humides (Adjanohoun et coll. 1985; Adjanohoun et

coll. 1982).

Caractéristiques morphologiques de la plante

C’est un arbuste ou un petit arbre de 5 a 6m de hauteur, trés branchu, a rameaux
lenticellés. Les feuilles sont glabres, vertes, ovales, courtement cunéiformes a la base avec 6 a
8 paires de nervures latérales, criblées de points translucides, aigiies au sommet; le limbe
mesure en moyenne l4cm de longueur et 6.5cm de largeur, avec un pétiole de 10 a 15mm,
€paissi a la base et aminci sur la moitié ou les 2/3 supérieurs.

Les fleurs sont blanc creme, axillaires, isolées ou par deux, pendantes a I’extrémité
d’un pédoncule de 10 a 15mm avec 3 sépales valvaires, lancéolés, de 2.5cm de longueur et 6
pétales plus courts.

Les fruits comestibles sont subsphériques ou ovoides, de 6 a 10 cm de diamétre, a
épiderme vert glauque, avec une surface fortement mamelonnée, chaque mamelon
représentant un carpelle soudé aux voisins et contenant une graine. La pulpe est blanchatre

farineuse et sucrée (Kerharo et Adam, 1974). Les graines sont marron foncé ou noires.

Utilisation traditionnelle

Contre le ‘Tambave’ chez I’enfant, une décoction préparée a partir des feuilles est
indiquée en bain et également par voie orale.
Aux Comores, la plante est utilisée contre les vertiges apres trituration et inhalation

des feuilles fraiches (Adjanohoun et coll., 1982).
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Au Bénin, le décocté des feuilles fraiches est utilisé per os en cas d’insomnie
(Adjanohoun et coll. 1989).

Un décocté des graines est également utilisé comme insecticide.

1-2-2 -Travaux antérieurs

> Etude chimique

La plupart des études chimiques concernent les constituants non volatils de la plante
(acétogénines des graines, alcaloides, flavonoides etc.) en association avec leurs propriétés
biologiques qui seront décrites dans le paragraphe ci-apres.

En revanche, les résultats sur les huiles essentielles sont peu nombreux.

En 1977, Balbaa et coll. ont trouvé dans I’huile essentielle extraite des feuilles
d’Annona squamosa de la carvone (24.9%), accompagnée du linalol (7.7%) et du diacétyle
(9.3%).

En 1977, Oliveros a étudié ’huile essentielle extraite de la peau du fruit d’4nnona
squamosa et a trouvé qu’elle contient de I’a-pinene, du B-pinéne, du limonene, du (E)-p-
ocimene et de I’acétate de bornyle.

En 1978, Krishna et coll., trouvent du B-caryophyllene dans 1’huile essentielle
extraite des racines de cette espece.

Craveiro et coll., étudient en 1981, I’huile essentielle extraite de la peau du fruit de
I’espece et identifient 20 composés dont I’a-pinéne, le camphene, le B-pinene, le limonene, le
myrcene, 1’acétate de bornyle, le B-caryophylléne, le p-cymene, le y-terpinéne, I’a-cubébene,
le 8-3-caréne, I’aromadendrene, I’a-humuléne, 1I’a-muuroléne, le y-muuroléne, 1’a-guaiéne, le

-guaiene, le 6-cadinéne et I’a-cadinol.

> Investigation biologique

Toutes les investigations biologiques concernent les constituants non volatils.

Certains travaux sont relativement anciens. IIs se rapportent principalement aux
activités antimicrobiennes, a I’action insecticide (Gurib-Fakim et coll., 1994). Mais, on peut
citer également D’activité anti-tumorale de la bullatacine et de la bullatacinone contre le
(MCF)-7 impliqué dans le cancer du sein, ainsi que, !’effet stimulant cardiaque de
I’higénamine (Bruneton, 1987).

Mais on peut citer également des travaux plus récents.
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En 2002, Kotkar et coll. mettent en évidence des activités antimicrobiennes et
pesticides pour les flavonoides isolés d’un extrait au solvant de feuilles d’4Annona squamosa.

Une équipe chinoise a travaillé sur les composés diterpéniques de type kaurane issus
des tiges d’dAnnona squamosa et a mis en €vidence une activité inhibitrice de I’aggrégation
des plaquettes sanguines (Yang et coll., 2002) et une activité anti-inflammatoire (Yeh Shang
et coll., 2005).

Des extraits au solvant des graines d’Amnnona squamosa, et notamement leurs
constituants de la famille des acétogénines, présenteraient des propriétés antitumorales (Wei
et coll., 2002; Pardhasaradhi et coll., 2004).

Des propriéts antioxydantes ont été mises en évidence pour I’extrait éthanolique des
feuilles d’4nnona squamosa, sur la base des différents tests in vitro (Shirwaikar et coll.,
2004) tandis que Garcia et coll. ont étudié en 2003 les activités antioxydantes des fruits

d’Annona squamosa.

1- 2- 3 - Résultats et discussion

L’hydrodistillation pendant 3h des feuilles d’4Annona squamosa récoltées dans le
méme quartier de Cotonou a Sikecodji, mais a des périodes différentes, a donné des huiles

essentielles avec des rendements de 0,1 et 0,2% (m/m) (Tableau 4).

Tableau 4: Extraction d’huiles essentielles de feuilles d’Annona squamosa L.

Echantillon Date et lieu de la Méthode d’extraction Rendement
récolte
1 06/11/04 a Sikecod)i hydrodistillation 0.1
2 18/02/05 a Sikecod;i hydrodistillation 0.2
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Planche 2: Annona squamosa L.

[es résultats des analyses chimiques des deux échantillons sont consignés dans le tableau 5.
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Tableau 5: Composition chimique d’huiles essentielles de feuilles d’Annona squamosa L.

Nom des composés IR* 1(%) 2(%)
o-pinene 936 2.4 3.8
camphéne 951 6.9 10.2
myrcene 979 0.4 0.3
limonene 1014 1.5 2.0
linalol 1089 0.4 0.2
estragole 1187 3.0 -
acétate de bornyle 1282 0.2 0.2
bicyclo¢lémene 1341 0.4 0.1
o-¢lémene 1345 2.2 1.9
a—cubébene 1358 0.2 -
o—copacne 1389 1.1 02
B—éléméne + B-bourbonéne 1398 6.8 4.7
isocaryophylléne 1421 13.1 24.9
B—caryophylléne 1437 13.4 2.6
B—copacne 1444 0.4 0.2
aromadendréne 1457 1.2 0.1
o-humuléne 1470 5.0 3.5
y—curcumene 1487 2.0 2.5
NI 1492 2.3 -
germacréne D 1495 5.5 4.1
B—sélinéne 1502 1.1 6.6
bicyclogermacréne 1512 5.5 2.5
y-cadinéne 1526 1.9 2.4
d—cadinene 1532 2.7 32
acide laurique 1558 2.9 1.1
spathulénol 1594 2.2 P
oxyde de caryophylléne 1601 3.5 2.2
isospathulénol 1639 1.5 2.1
epi-a.—cadinol + epi—o—muurolol 1653 6.4 .2
a-cadinol 1667 2.6 3.8
NI 1701 1.0 -
Monoterpénes hydrocarbonés 11.2 16.3
Monoterpénes oxygénés 0.6 0.4
Sesquiterpénes hydrocarbonés 62.5 59.5
Sesquiterpénes oxygénés 16.2 20.0
Composés aromatiques 3.0 -
Dérivés aliphatiques 2.9 1.1
Total 96.4 97.3

1= Récoltées a Sikecodji le 06/11/04; 2= Récoltées a Sikecodji le 18/02/05

*IR sur une colonne DB

Les spectres des composés non identifiés sont donnés en annexe
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Figure 6: Répartition des constituants dans les échantillons d’huile essentielle de feuilles

d*Annona squamosa 1.

L’analyse des résultats montre que les deux échantillons d’huile essentielle d’4nnona
squamosa étudiés sont constitués majoritairement de sesquiterpénes hydrocarbonés, dominés
par I’isocaryophylléne (13.1%;24.9%) et le B-caryophyllene (2.6%;13.4%) respectivement.
Cette variation est peut étre due a la période de récolte. On peut se poser Ja question sur la

présence doestragole (3%) dans !’échantillon 1, surprenante compte tenu des autres

constituants présents dans le mélange.

Hormis I’'identification de ce composé aromatique, les résultats obtenus sont

comparables a ceux publiés par Krishna et coll., en 1986.
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1-3 — Monodora myristica (Gaertn.) Dunal

Synonymes : Annona myristica Gaertn.
Monodora grandiflora Benth
Monodora borealis Sc. Elliott, Journ. Linn,
Monodora claessensii De Wild.

Nom vernaculaire :

Fon : Sasalikoun
Goun : Sasslogbakwin
Yoruba : Ariwo
Mina : Asisanti
Nom usuel : Muscadier d’ Afrique ou Fausse noix muscade.

1- 3- 1 - Botanique et utilisation
Monodora myristica est une espece de forét dense humide, poussant en sous-bois, de
préférence dans les lieux relativement humides; on la trouve depuis le Libéria jusqu’en

Angola et a Sao Tomé. (Adjanohoun et coll., 1986; Adjanohoun et coll. 1988).

Caractéristiques morphologiques de la plante

C’est un arbre de 25 m de hauteur, a tronc quelquefois cannelé, avec de grandes
feuilles obovéees elliptiques ou obovées oblongues, arrondies a la base, courtement acuminées,
longues de 15 a 45cm et larges de 5 a 25¢m, glauques sur leur face inférieure.

Les feuilles possedent de nombreuses nervures latérales bien marquées, réunies par
des nervilles paralleles. Chez les jeunes feuilles, la nervure médiane est rose.

Les fleurs, sont grandes, solitaires extra-axillaires, pendantes, jaundtres, tachetées de
rouge; le pédicelle est long et gréle.

Le fruit est une boule verte, de la taille d’une orange (10 a 15 cm de diamétre), qui
pend a D'extrémité d'un fort pédoncule et qui reste vert a maturité. Il est rempli de trés

nombreuses graines d’odeur aromatique, enfoutes dans une pulpe blanche.
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Utilisation traditionnelle

Le macéré des feuilles associées a celles de Hoslundia opposita et aux fruits de
Xylopia aethiopica est donné per os dans le traitement de la rougeole.

Les graines sont utilisées comme condiment dans de trés nombreuses recettes. Ces
mémes graines sont utilisées en médecine traditionnelle comme vermifuge par la population
Gabonaise, Congolaise et Togolaise (Adjanohoun et coll.,, 1988; Raponda-Walker et
Sillans, 1961; Adjanohoun et coll. 1986).

Au Bénin, on utilise également les graines en association avec le rhizome de Zingiber
dans le traitement de la toux. En association avec les fruits de Xylopia aethiopica, du sulfate
de cuivre et une feuille de Nicotiana tabacum, elles sont administrées per os dans I'urine de
vache ou de boeuf, en cas de convulsions (Adjanohoun et coll. 1989).

L’albumen de la graine est consommé pour calmer les céphalées.

1-3- 2 -Travaux antérieurs

» Etude chimique

Les études sur les constituants volatils de Monodora myristica sont nombreuses.

La plupart concernent les fruits de cette espece, qui fournissent une huile essentielle
avec des rendements élevés, allant de 4-6%.

Les compositions chimiques décrites pour ces extraits volatils ont la particularité
d’étre trés «homogenes», puisque l'on retrouve, dans tous les articles scientifiques se
rapportant a cette huile essentielle, une majorite de structures de type p-menthane: o-
phellandréne/p-cymene/limoneéne.

En 1987, Lamaty et coll.,, décrivent 'huile esssentielle des graines de 1’espéce
camerounaise, dominée par I'a-phellandrene (48.8%), accompagné d’a-pinene (15.9%) et de
limoneéne (8.7%).

Fekam, en 1992, analyse un échantillon de méme origine, caractérisé par un taux

particulierement élvé d’a-phellandrene (80%).
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Les résultats se rapportant a |’espéce rencontrée dans différents pays du continent
africain, sont globalement similaires.

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des graines récoltées au Nigeria
(Ekundayo et Coll., 1988) contient du p-cymeéne (17.1%) et du linalol (4.6%).

Celle des fruits récoltés au Bénin, (Ayedoun, 1995) contient deux constituents
majeurs : le p-cymene (30.5%) et 'o-phellandréne (26.1%). L’échantillon du Congo
(Cimanga et coll,, 2002a et b) se caractérise par I’a-phellandréne (37.8%), le p-cymene
(19.3%), accompagné d’a-pinene (10.2%).

Enfin I’espece de la Cote d’Ivoire fournit une huile essentielle, par hydrodistillation de

ses graines, avec 32% de p-cymene et 24.4% d’a-phellandréne (Oussou et coll., 2004).

Quelques études se rapportent a ['huile esssentielle des feuilles de Monodora
myristica, qui sont beaucoup moins riches en huile essentielle, avec des rendements de 1’ordre
de 0.02%.

On peut citer ’échantillon obtenu a partir des feuilles de I’espéce camerounaise
(Fekam et coll., 1996) dominé par les sesquiterpénes: B-caryophylléne (66.6%), o-humuléne
(7.2%) et I’'a-copaene (6.6%).

L’huile essentielle obtenue avec un rendement de 1.3% a partir de I’écorce de I'espece
gabonnaise contient également un taux €levé de -caryophylléne (19.3%), accompagné d’a-
santalene (21.3%) et de trans-ci-bergamotene (11.1%) (Agnaniet et coll., 2004).

En 1999, Fournier et coll., ont analysé les huiles essentielles de Monodora myristica
obtenues a partir des feuilles, des graines et des fruits; ils ont montré que:

» Les feuilles contenaient du 3-caryophylléne, de ’a-humulene, de I’a-pinéne et du
myrcene.

» Les fruits, ¢taient riches en c-phellandréne, o-pinéne, limonéne, p-cyméne et
myrcene.

» Les graines, ¢taient riches en o et B-phellandrene, 1,8-cinéole, p-cyméne et -
pinene.

Enfin on peut citer le travail de la thése de Ndoye en 2001, qui fait une étude
comparative des différentes parties de la plante originaire du Cameroun, elle trouve que:

» Les graines contiennent majoritairement |’o-phellandréne 64.4% accompagné de

p-cymene 10.3% et d'a-pinene 7.1%.
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AV

> Les écorces sont riches en a-muurolol (19.2%), accompagné d’a-cadinol (10.2%)
et d’alloaromadendréne 7.8%).

» Les feuilles sont riches en a-pinéne (22.4%) accompagné d’oxyde d’humuleéne
(11.1%) et de B-caryophylléne (8.9%).

» Et enfin les fleurs, contiennent majoritairement |’ o-pinéne (32.3%), le p-pincne

(7.2%) et le B-caryophylléne (7.2%).

e Investigation biologique

Monodora Myristica a fait 1’objet de plusieurs études biologiques. Toutes les
évaluations ont été réalisées sur les extraits au solvant ou les huiles essentielles des fruits (ou
graines), bien que les feuilles de cette espece soient également utilisées en médecine
traditionnelle,

Concernant les actifs «non volatilsy», on ne citera qu’une étude ethnopharmacologique
récente, réalisée par Okepkon et coll., en 2004 sur les extraits polaires, non polaires et les
alcaloides de 17 plantes ivoiriennes, dont Monodora myristica a laquelle ont été attribuces
diverses activités antiparasitaires.

On attribue a I’huile essentielle des fruits (ou des graines) de Monodora myristica
plusieurs propriétés interessantes.

Une activité antimicrobienne a été nuse en évidence sur Klebsiella pneumoniae
(Chalchat et coll., 1997); les résultats des tests d’inhibition réalisés par Cimanga et coll.,
2002b indiquent une bonne activité de [’huile essentielle sur 18 souches microbiennes, les
plus sensibles étant Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae et Proteus
vulgaris. Plus récemment, une équipe ivoirienne (Oussou et coll., 2004) a mis en évidence les
propriétés bactéricides et bactériostatiques pour I'huile essentielle des graines de Monodora

myristica, sur une douzaine de microorganismnics.

Des propriétés antifongiques ont également €té mises en évidence pour ['huile
esssentielle de cette espece. On peut citer les travaux de Cimanga et coll., en 2002a, qui
décrivent, toujours pour I’espece congolaise, une activité inhibitrice de I'huile essentielle des
graines sur plusieurs champignons, les deux plus sensibles étant Trichophyton

mentagrophytes et Microsporum canis.
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En revanche. au cours d’une étude destinée a ¢valuer les potentialités de 1’utilisation
des huiles essentielles dans la protection des denrées alimentaires contre ['attaque des
champignons (notamment ceux produisant les aflatoxines dont la toxicité est bien connuc),
Nguefack et coll., n’ont montré, en 2004, qu’une activité inhibitrice «modérée» (inférieure a
celle d’autres huiles essentielles comme Ocimum gratissimum, Thymus vulgaris et
Cymbopogon citratus) pour |'huile essentielle des graines de Monodora myristica contre
Fusarium monoliforme, Aspergillus flavus et Aspergillus fumigatum.

Un extrait des graines de Monodora myristica du Ghana avait déja €té testé en 1996
pour voir son action inhibitrice sur la production d’aflatoxine (Awuah et coll.). Enfin. on peut
citer, dans le méme domaine. I’observation d’une action détoxifiante de 1"extrait alcoolique de
Monodora myristica (Oluwafemi et coll., 2004) vis-a-vis de aflatoxine B1.

LL"huile essentielle des feuilles n’ayant, a notre connaissance, jamais €t¢ testée du point
de vue de son activit¢ biologique, nous nous sommes intéressés a ses potentialités
antiradicalaires et anti-inflammatoires. [es résultats de nos investigations sont donnés dans le

chapitre suivant.
I- 3- 3 - Résultats et discussion
L hydrodistillation des feuilles de Monodora myristica récoli¢es a Abomey-Calavi, le

24 mai 2003 a donn¢ une huile essentielle avec un rendement de 0.5% (m/m). La composition

chimique de cet échantillon est donnée dans le tableau 6:

Planche 3: Monodora myristica (Gaertn) Dunal
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Tableau 6: Composition chimique de P’huile essentielle des feuilles de Monodora

myristica (Gaertn.) Dunal récoltées au Bénin

Nom des composés *IR %o
a-thujene 927 2.4
o-pinéne 937 6.2
sabinéne 979 0.1
B-pinéne 985 4.8
o~phellandreéne 1009 65.5
a-terpinene 1016 0.1
p-cymeéne 1020 4.5
limonéne 1029 4.2
(E)-B-ocimene 1040 0.1
y-terpinene 1056 0.1
linalol 1090 1.6
a-terpinéol 1186 0.1
sabinol 1197 0.4
a—cubébene 1358 0.4
o-copaene 1389 0.1
[}-caryophylléne 1398 0.1
y-muurol¢ne 1506 0.1
o—muuroléne 1509 0.8
y-cadinéne 1526 2l
&-cadinene 1533 3.6
a-cadinene 1550 0.1
germacrene D-4-ol 1590 0.2
epi-o.-cadinol 1652 0.2
a-cadinol 1666 0.1
Monoterpenes hydrocarbonés 88.0
Monoterpénes oxygénés 2.1
Sesquiterpénes hydrocarbonés 7.3
Sesquiterpénes oxygénés 0.5
Total 97.9

*IR sur une colonne DB
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Figure 7: Répartition des terpénoides dans I’huile essentielle des feuilles de Monodora

myristica (Gaertn.) Dunal.

L’huile essentielle est exclusivement terpénique, dominée par I'a-phellandréne
(65.5%), accompagné du p-cymene (4.5%), du limonéne (4.2%) mais également des pinenes
(et [3, respectivement 6.2 et 4.8%). On trouve donc une composition chimique proche de

celles décrites précédemment.
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1- 4 — Xylopia aethiopica Dunal A. Richard

Synonymes : Unona aethiopica Dunal
Uvaria aethiopica (Dunal) A. Rich.
Habzelia aethiopica (Dunal) A. DC.
Xylopicrum aethiopicum (Dunal) Kuntze
Xylopia eminii A. Chev.
Xylopia dekeyzeriana De Wild
Xylopia gilletii De Wild

Nom vernaculaires :

Fon : Kpejelekoun
Watchi : Kpédjerekou
Yoruba : Erunje
Mina : Eso
Nom usuel : Poivrier d’Ethiopie, Poivrier de Guinée, Poivrier de

Sédhiou, Poivrier negre

1- 4 - 1 - Botanique et utilisation

Caractéristigues morphologiques de la plante:

Xylopia aethiopica est un arbre trés connu en Afrique intertropicale, que 1’on trouve
en région forestiere humide, du Sénégal au Congo et a I’lle de Principe (Adjanohoun et coll.,
1984; Adjanohoun et coll.,, 1985; Adjanohoun et coll.,, 1986; Adjanohoun et coll., 1988;
Adjanohoun et coll., 1989). C’est un arbre de 12 & 15m de haut, au fiit généralement droit,
élancé, avec une écorce lisse et finement striée.

Ses feuilles sont elliptiques, réguliérement acuminées au sommet, obtuses ou arrondies
a la base, atteignant plus de 15cm chez les rejets ; limbe épais, gras au toucher, glauque a la
face supérieure; nervure médiane tres large, vert clair; nervures secondaires peu marquées.

Ses fleurs sont blanc verdatre, parfumées, les pétales externes atteignent Scm de

longueur.
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Ses fruits, a nombreux carpelles (12-15, ou plus), sont cylindriques, linéaires, de 4 a
Scm de longueur, disposés en capitules et forment des bouquets de 12-20 capsules
bacciformes. (Kerharo et Adam, 1974)

Les graines sont noires, entourées par un arille jaune.

Utilisation traditionnelle

Les fruits sont utilisés comme condiment aromatique sous le nom de «poivre
d’Ethiopie» et comme antitussifs (Adjanohoun et coll., 1989). Ils sont en vente sur tous les
marchés du Bénin.

L’extrait ou le décocté des fruits ou des racines, ou du mélange des deux, sont utilisés
pour le traitement des bronchites, de la dysenterie, mais également pour stimuler la fertilité
chez les femmes.

Le méme extrait est utilisé en lotion contre les furoncles, les éruptions et en massage
pour les lumbagos.

Les fruits pilés, malaxés avec du beurre de Karité, sont utilisés comme produit
cosmétique parfumé.

Les fruits sont utilisés au Sénégal comme condiment aromatique et comme antitussifs;
sous diverses formes, mais généralement pilés avec les graines, on leur attribue des propriétés
révulsives mises a profit dans le traitement externe des rhumatismes. Consommés, en
association avec Cassia occidentalis sous forme de macéré ou de décocté aqueux, ils sont
considérés comme stimulant aphrodisiaque. En Casamance, on les utilise également, avec des
fragments de racines, pour purifier et épurer par brassage, puis repos, les eaux bourbeuses
puisées aux marigots et réparties dans les calebasses (Kerharo et Adam, 1974).

Les racines tres odorantes, sont employées en décocté per os, comme vermifuge et en

bains de bouche comme antiodontalgique (Kerharo et Adam, 1974).

1- 4- 2 - Travaux antérieurs

> Etude chimique

De nombreux travaux anciens, rapportés par Kerharo et Adam en 1974, indiquent la
présence d’un alcaloide dont I’action serait comparable a celle de la morphine.

Les mémes auteurs font état de la présence de constituants volatils terpéniques dans

les graines, mais également d’une huile fixe et de rutine. Plusieurs composés diterpéniques
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ont également été identifiés dans les fruits de I’espéce Nigériane: 1’acide xylopique, 1’acide
kauran-16-a-ol, 1’acide kaurénoique et 1’acide 15-oxo-kaurénoique; il y a également des
composés acycliques. Nous ne nous intéresserons qu’aux études les plus récentes réalisées sur
les fractions volatiles de ’espece, issues des différentes parties de la plante.

Dans la litterature, on rencontre un grand nombre de travaux consacrés a 1’étude de
I’huile essentielle extraite des fruits de Xvlopia aethiopica largement utilisées comme
condiment. Ces études donnent généralement peu de détails sur 1’état de conservation de ces
fruits (Ayedoun, 1995).

Lamaty et coll,, en 1987, analysent deux annonacées du Cameroun et mettent en
évidence dans I’huile essentielle des fruits de Xylopia aethiopica, des monoterpénes
hydrocarbonés (66,6%) dont le plus abondant est le sabinéne (23,9%), des monoterpénes
oxygénés (en particulier le terpinén-4-ol et I’a-terpinéol) et des sesquiterpénes hydrocarbonés
comme |’a-muuroléne (4,3%).

Au Bénin, en 1996, Guigues de Souza et coll. ont étudié I’huile essentielle extraite
des fruits du Xylopia aethiopica; ils ont trouvé, parmi les 40 composés identifiés, du sabinéne
(36%), du 1,8-cinéole (12,8%), et du terpinén-4-ol (7%).

En 1997, Chalchat et coll., retrouvent, dans 1’huile essentielle extraite des fruits de
Xylopia aethiopica du Cameroun, des taux élevés de sabinéne (23.9%), de B-pinéne (17.4%)
et de terpinén-4-ol (12.9%); le 1,8-cinéole ne représente que 2,1% du mélange.

Tairu et coll., en 1999, caractérisent les ardmes caractéristiques des fruits par analyse
sensorielle de Ia fraction aromatique obtenue par sublimation de 1’extrait 4 1’éther diéthylique;
ils montrent .que le linalol, le (E)-B-ociméne, I’a-farnéséne, les pinénes, le myrténol et le B-
phellandrene participent le plus a I’impression olfactive globale, avec des facteurs de dilution
(déterminées par la méthode AEDA) les plus élevés. La vanilline et le 3-éthylphénol ont été
identifiés pour la premiére fois en faible quantité dans les fruits secs.

Ndoye Foe-Belinga, en 2001, a analysé au cours de sa thése, I’huile essentielle
obtenue a partir des fruits récoltés au Cameroun; elle a trouvé du sabinéne (21,8%), du B-
pinéne (14,5%), de I’a-pinéne (7,1%), du myrténal (6,4%) et de I’acétate d’octyle (6,4%).

Keita et coll. en 2003, montrent que I’huile essentielle extraite des fruits séchés
récoltés au Mali est riche en B-pinéne (19.1%) accompagné de y-terpinéne (14.7%), de trans-
pinocarvéol (8.6%) et de p-cymene (7.3%).

Asekun et Kunle indiquent en 2004 que I’huile essentielle obtenue avec un rendement

de 0.42% par hydrodistillation des fruits de Xylopia aethiopica, est constituée majoritairement
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de monoterpénes; ceux-ci sont dominés par le 1,8-cinéole (15.2%) accompagné du sabinene
(6.6%) et de terpinén-4-ol (4,1%).

Enfin les études les plus récentes ont ét¢é menées sur les fruits de [’espéce
camerounaise (Jirovetz et coll., 2005) et de I’espéce nigériane (Ogunwande et coll., 2005).

Une composition chimique (classique) est donnée pour 1’espece camerounaise : -
pinéne (18%), terpinen-4-ol (8.9%) et sabinéne (7.2%) tandis que des résultats «surprenants»
sont relevés pour 1’espéce nigériane; celle-ci contiendrait le B-santalol (14.5%), 1’a-cadinol
(13.0%) et le benzoate de benzyle avec de 1’acide dodécanoique (10%) et de la zerumbone
(4%). On peut s’interroger sur la validité de ces résultats.

On peut relever également quelques travaux effectués sur les feuilles:

Ayedoun et coll. (1997), trouvent que ’huile essentielle extraite des feuilles de cette
espéce contient du B-pinéne (34.9%), de 1’é1émol (14.9%) et de I’a-pinene (11.6%) tandis que
celle obtenue & partir des fruits est riche en sabinene (32.8%) accompagné du (-pinéne
(16.1%) et du 1,8-cinéole (14.5%).

Les écorces ont également été étudiées:

Eyele-Mve-Mba en 1997, au cours de sa thése, trouve que les essences obtenues a
partir des écorces de ’espéce récoltées au Gabon, contiennent du B-pinéne, de 1’a-copaéne,
de I’a-gurjunene et du trans—o-bergamotene.

En 2003, Fekam et coll. ont étudié la composition chimique et les activités anti-
plasmodiques de I’huile essentielle extraite de 1’écorce du Xylopia aethiopica du Cameroun;
ils ont montré qu’elle contient 55% de monoterpenes avec une majorité de composés
oxygénés (30.9%).

Enfin, Karioti et coll., en 2004, étudient les huiles essentielles obtenues a partir de
toutes les parties de Ia plante récoltée au Ghana (feuilles, écorce des branches et des racines,
fruits secs et frais), pour tester leur composition antioxydante. Il trouvent que le B-pinéne
prédomine dans tous les échantillons sauf dans ceux issus des écorces caractérisés par une
teneur €levée en dérivé mentha-1(7),8-diéne.

Les résultats de leurs investigations biologiques sont donnés dans le paragraphe

suivant.
> Investigation biologique

Nous ne rapporterons ici que les résultats des études biologiques sur les huiles

essentielles de Xvlopia aethiopica.
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En 1997, Chalchat et coll.,, au cours d’une étude réalisée sur plusieurs huiles
essentielles issues de plantes aromatiques africaines, montrent que I’huile essentielle extraite
des fruits de Xylopia aethiopica présente une activité antimicrobienne intéressante contre
Klebsiella pneumoniae.

En 1997 et 1998, Masotti et coll. indiquent que ’huile essentielle extraite des fruits
du Xylopia aethiopica, riche en sabinéne, germacréne D et en B-pinéne, présente des activités
antimicrobiennes et antifongiques intéressantes; la fraction hydrocarbonée est
particuliérement active contre les champignons.

L’huile essentielle des écorces de Xylopia aethiopica récoltées au Cameroun a montré
une activité inhibitrice intéressante de Plasmodium falciparum (Fekam et coll., 2003).

Asekun et Adeniyi, en 2004 indiquent que ’huile essentielle extraite des fruits du
Xylopia aethiopica du Nigeria présente des propriétés antimicrobiennes sur 4
microorganismes ainsi que des propriétés antitumorales (lignée cellulaire Hep-2).

On peut citer également les activités insecticides observées pour 1’huile essentielle des
fruits de Xylopia aethiopica du Cameroun (Jirovetz et coll.,, 2005 et Kouninki et coll.,
2005).

Enfin, on notera certaines activités antioxydantes intéressantes observées avec
différents extraits de Xylopia aethiopica:

. Des propriétés réductrices intéressantes pour l’extrait au solvant des fruits
récoltés aux Nigéria, sont attribuées a des composés polyphénoliques non volatils (Adegoke
et coll., 2003).

. L’¢tude chimique exhaustive réalisée sur les huiles essentielles obtenues a
partir des différentes parties de Xylopia aethiopica récoltées au Ghana (Karioti et coll., 2004)
s’accompagnait d’une évaluation des potentialités antioxydantes (piégeage du DPPH et du
radical superoxyde): les auteurs ont montré que tous les échantillons présentaient une activité
significative, I’huile essentielle obtenue a partir des fruits frais étant beaucoup plus active que
celle obtenue a partir des fruits secs.

Aucun effet de concentration n’ayant été étudié et les conditions expérimentales
utilisées étant différentes de celles utilisées au laboratoire (concentration en DPPH 50uM, une
seule concentration en huile essentielle étudiée 0.48g/L), il nous a semblé intéressant de
vérifier ’activité antioxydante potentielle de I’huile essentielle obtenue a partir de I’espéce

rencontrée au Bénin.
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1- 4- 3 - Résultats et discussion

L’huile essentielle, a été¢ obtenue par hydrodistillation des feuilles de Xylopia
aethiopica récoltées a Abomey-Calavi le 11 juillet 2003 avec un rendement faible de 0,07%
(m/m); il est comparable a celui trouvé par Ayédoun et coll. en 1997.

Les résultats de 1'analyse chimique de cette essence sont donnés dans le tableau 7

Planche 4: Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich
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Tableau 7: Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Xylopia aethiopica
(Dunal) A. Rich du Bénin

Nom des composés *IR %o
a-thujene 928 1.9
a-pinene 937 35
sabinéne 974 12.6
B-pinéne 981 7.1
p-cyméne 1022 16.0
limonéne 1032 7.9
trans-oxyde de linalol (furanoid) 1064 0.2
cis-oxyde de linalo! (furanoid) 1087 0.1
linalol 1091 2.4
cis-p-menth-2-én-1-ol 1119 0.6
trans-p-menth-2-¢n-1-ol 1136 0.4
trans-pinocarvéol 1140 0.7
terpinén-4-ol 1179 11.3
a-terpinéol 1188 2.6
N.I(M = 150) 1282 12
d-elémene 1346 2.8
o-copaene 1378 0.6
B-élémene 1402 10.6
y-€lémeéne 1476 23
y-muuroléne 1487 1.3
germacrene D 1503 1.0
B-sélinene 1512 0.8
a-sélinene 1526 0.5
5-cadineéne 1536 0.2
calaméneéne 1550 0.1
elémol 1558 2.9
salvialénone 1566 0.6
oxyde de caryophyllene 1604 15
NI 1610 0.8
oxyde d’humulene [1 1628 1.1
isospathulénol 1641 1.1
y-eudesmol 1642 0.2
epi-a-muurolol 1648 0.3
a-cadinol 1655 0.4
[3-eudesmol 1669 1.3
Monoterpénes hydrocarbonés 49.0
Monoterpénes oxygénés 18.3
Sesquiterpénes hydrocarbonés 20.2
Sesquiterpénes oxygénés 9.1
Total 96.6

Spectres de masse des composés non identifiés: NI: m/z (%)
*IR sur une colonne DB

Spectres des composés non 1dentifiés en annexe
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MH= Monolemenes hydrocarbones

II“_' MT0= Monoterpnes oxygénés
— STH= Sesquterpeneshydrocarbonés

MTH - MTO0 - STH ST0
0

= Sesquitemenes oxygéngs

Figure 8: Répartition des terpénoides dans ['huile essentielle des feuilles de Xylopia
aethiopica (Dunal) A. Rich

[’huile essentielle étudi¢e est dominée par les terpénes hydrocarbonés (69.2%) avec
une majorité de monoterpénes, notamment le sabinene (12.6%), le p-cymene (16.0%), et le
limoneéne (7.9%). Parmi les dérivés oxygénés le terpinén-4-ol est le plus abondant (11.3%).

On retrouve donc une huile essentielle proche de [’huile essentielle des fruits
généralement décrite, notamment celle du Cameroun. Cependant, 1’échantillon des feuilles
récoltées au Bénin et étudiées précédemment (Ayedoun et coll., 1997) se caractérisait par un
taux beaucoup plus élevé en P-pinene. Le sesquiterpene le plus abondant est le -élémene.
soit une structure apparentée a l’¢lémol, majoritaire dans [’é¢chantillon du Bénin décrit
précédemment.

Les résultats de nos investigations biologiques sur cet échantillon seront présentés

dans la troisieme partie.
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2 - FAMILLE DES BURSERACEAE

2- 1 - Commiphora africana A. Rich. Engl.
Synonymes : Heudelotiana africana A. Rich.
Balsamodendrum africana (A. Rich.) Am.

Nom vernaculaire :  Peul : babadi, badi, badé, garté, adras.

2- 1- 1 - Botanique et utilisation

Le Commiphora d’Afrique est un petit arbre ou arbuste parfois buissonnant pouvant
atteindre 2m de hauteur. Généralement il porte des épines et il est caractérisé par des feuilles
et une écorce produisant une résine a forte odeur balsamique.

On le rencontre couramment dans toutes les zones seches de I’ Afrique Tropicale, plus
particulierement dans les terrains calcaires mais également dans les zones sablonneuses sur
fond calcaire. (Hutchinson et Dalziel, 1958).

Les branches de cet arbre, facilement bouturées, sont utilisées pour la constitution de

haies vives (Berhaut, 1974).

Caractéristiques morphologiques de la plante

- Feuilles trifoliolées alternes. Ces folioles sont ovales, la médiane est surtout
beaucoup plus développée que les deux autres. Les folioles latérales ne dépassent guere 2cm
de long et 15mm de large, parfois beaucoup plus petites, leur base est souvent dissymétrique;
la foliole médiane est longue, en général, de 3 a 4cm et large de 12 4 20mm, mais ces folioles
atteignent parfois 7cm de long et 35mm de large. Les folioles ont trois a quatre nervures
latérales avec des bords a dents arrondies plutdt larges et peu nombreuses. La face supérieure
est presque glabre, et le dessous a peine pubescent. Les trois folioles sont sessiles au sommet
du pédoncule.

- Pétiole long de 5 a 30mm, généralement plus court que la foliole médiane. Les
rameaux latéraux courts, se terminent souvent en épine.

- Fleurs rouges, petites, fasciculées sur les rameaux a I’aisselle des feuilles tombées, et
paraissant quand 1’arbre est défeuillé, de janvier & mai. La corolle tubulaire longue de 7 a
8mm, présente un sommet a lobes jaunatres étalés en croix. Les étamines sont oranges. Le

calice est tubulaire rougeatre et long de 4mm.
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- Fruits drupes ovoides, rouges a maturité, longs de 10 mm, larges de 8 a 9mm, et

pédicellés de 1 a 2mm.

Utilisation traditionnelle

La plante exsude une résine odorante qui peut servir a parfumer la maison, les habits.
On I'utilise aussi pour faire des vernis. Elle était aussi employée comme cosmétique par les
populations du pays.

Le bois est utilisé comme cure-dent (brosse végétale). Le noyau des graines, qui
devient blanc, sert a faire des colliers odorants.

L’écorce est odorante: on peut la mettre dans les habits pour les parfumer, et s’en
servir comme la lavande.

Au Bénin, le macéré d’écorce du tronc est préconisé en boisson contre les douleurs
rhumatismales (Adjanohoun et coll., 1989).

Les feuilles pilées et mélangées avec du lait sont prises comme stomachique.

La macération dans I’huile des feuilles pilées est donnée en boisson comme calmant et
soporifique.

La décoction des feuilles serait un remede efficace contre la stérilité masculine.

Contre les piqglires de scorpion on mache I’écorce et on I’applique avec du carbonate
de calcium.

Pour le traitement de I’inflammation des yeux, on fait bouillir I’écorce et on prend un
bain de vapeur sur le visage au-dessus du récipient.

Diverses préparations d’écorces sont utilisées en bain et lavages contre les dermatoses.

Au Togo, le décocté aqueux de la tige feuillée est pris en boisson pour le traitement de

la blennorragie (Adjanohoun et coll., 1986).

2 -1 -2 - Travaux antérieurs

AN

> Etude chimique

Les résines de nombreuses espéces de la famille des Burseraceae sont utilisées pour
leurs propriétés olfactives : Boswellia carteri (encens) ou Commiphora myrrha (myrrhe).
Mais la myrrhe, utilisée et commercialisée depuis ’antiquité, désigne €également la

résine de différentes especes de Commiphora.
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Les huiles essentielles obtenues a partir des résines de Commiphora africana,
Commiphora campestris et Commiphora orgadensis contiennent une grande majorité de
monoterpenes hydrocarbonés (a-thujene. o et B- pinenes, p-cymene. sabinéne et myrcéne)
(Provan et coll.,, 1987), tandisque le limoneéne est le constituant majoritaire de 1'essence
obtenue a partir de la résine de Commiphora terebenthinum et Commiphora cyclophylla
(Abegaz et Dagne, 1989).

En revanche, les études sont beaucoup moins nombreuses sur les autres parties, de la
plante notamment sur les feuilles.

L’huile essentielle obtenue a partir des feuilles de Commiphoa africana récoltées au
Bénin est dominée par une cétone sesquiterpénique, |'c-oxobisabolene (Ayedoun et coll.,
1997; Ayedoun et coll., 1998) elle est accompagnée par d’autres structures sesquiterpéniques
avec un squelette bisabolane.

Nous avons voulu développer ces premieres études en exploitant les activités

biologiques potentielles de I'huile essentielle issue des feuilles de cette espece.

2-1 -3 - Résultats et discussion

L hydrodistillation des feuilles du Commiphora africana récoltées a Bohicon, en
octobre 2002, a donné une huile essentielle a forte odeur boisée, avec un rendement faible
inférieur a 0.1% (m/m).

Les résultats de I"analyse chimique de cet échantillon sont repris dans le tableau 8.

Planche 5 : Commiphora africana A. Rich. Engl.

N
(o)
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Tableau 8: Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Commiphora

africana (A. Rich.) Engl.

Nom des composés *IR Yo
a-thujene 930 0.1
o—pinene 939 1.2
sabinéne 975 0.1
[-pinéne 980 0.1
myrcene 989 0.1
p-cymene 1023 0.1
1,8-cinéole 1029 0.1
(Z)-p-ocimene 1033 2.1
(E)-B—ociméne 1044 0.4
linalol 1093 0.2
terpinén-4-ol 1179 0.3
a-terpinéol 1189 0.2
thymol 1283 0.4
isoitalicéne 1399 0.8
italicéne 1406 0.6
B-caryophyllene 1419 39
(Z)-p-farneseéne 1442 2.1
(E)-B-farneséne 1452 0.6
o-humulene 1455 2.4
ar-curcumeéne 1480 8.2
y-curcumeéne 1485 6.7
B-bisaboléne 1502 5.2
B-sesquiphellandréne 1520 19.1
(E)-y-bisaboléne 1527 0.7
(Z)-nérolidol 1535 0.6
(E)-nérolidol 1563 0.8
[-bisabolol 1673 0.7
a-bisabolol 1685 1.3
bisabolone (isomere erythro) 1737 1.4
bisabolone (isomeére thréo) 1748 38.4
Monoterpénes hydrocarbonés 4.2
Monoterpénes oxygénés 1.2
Sesquiterpénes hydrocarbonés 50.3
Sesquiterpénes oxygénés 43.2
Total 98.9

*IR sur une colonne DB
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Figure 9 : Reépartition des terpénoides dans I’huile essentielle des feuilles de Commiphora

africana (A. Rich.) Engl.

On trouve une majorité de structures sesquiterpéniques avec un squelette bisabolane
(de I'ordre de 82%) dominée par le dénvé carbonylé (bisabolone) avec un taux de 39.8%; ce
taux est nettement inférieur a celui précédemment obtenu. En revanche. on trouve. a des taux
importants, plusieurs structures hydrocarbonées caractérisées par le méme squelette (p-
sesquiphellandréne 19.1%, ar-curcumene 8.2% et y-curcumene 6.7%), minoritaires ou non
identifi¢ (B-sesquiphellandréne) dans 1"échantillon précédent.

La filiation biosynthétique de ces structures sesquiterpéniques est représentée a la

figure 11.
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Figure 10: Filiation biosynthétique des structures sesquiterpéniques a squelette bisabolane

identifiées dans I’huile essentielle de Commiphora africana

La représentation graphique des différentes classes chimiques de composés montre
une nette domination sesquiterpénique (93.5%), avec un équilibre hydrocarbonés/composés
oxygéneés, tres proche finalement de celui déja obtenu (91.7%) (Ayedoun et coll., 1998).

Cette composition chimique, dominée par des structures sesquiterpéniques

relativement peu volatiles, correspond bien a une huile essentielle a caractére boisé (telles que
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le Patchouli ou le Vetiver) utilisée comme fixateur dans les compositions parfumantes.
Cependant, le faible rendement obtenu, rend peu probable 1’exploitation des feuilles de cette
espéce pour la production d’huile essentielle.

Ces travaux ont fait I’objet d’une publication en 2005 (Avlessi et coll., 2005) dans une

revue internationale.
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3 - FAMILLE DES CHENOPODIACEAE

3 -1 - Chenopodium ambrosioides L.
Synonyme :
Nom usuel : Ansérine, Chénopode, Thé Mexicain
Nom vernaculaire :
Fon: Matruzu, Godo, Azogbidiwa, Gboswalounkoun.

Yoruba : Lakure

3 -1- 1 — Botanique et utilisation

Caractéristiques morphologiques de la plante

C’est une plante annuelle ou vivace, dressée, atteignant plus d’un métre de hauteur,
plus ou moins pubescente, odorante, glabre avec des glandes ambrées. Elle est parfumée
lorsqu’on la froisse. Ses feuilles sont ovales lancéolées a bords largement dentés, & sommet
obtus ; la partie inférieure est longuement cunéiforme presque jusqu’a la base du pétiole; le
limbe, de 3 @ 6 cm de longueur et de 10 a 15 mm de largeur, se caractérise par 2 a 4 paires de
nervures latérales. Les fleurs sont petites, verdatres, en glomérules spéciformes axillaires,
denses, vers I’extrémité des rameaux (Kerharo et Adam, 1974). Les fruits sont déhiscents a
graines lisses et luisantes, brunatres, légérement réniformes (Adjanohoun et coll., 1985;

Adjanohoun et coll., 1986).

Utilisation traditionnelle

Originaire d’Amérique, cette plante est largement répandue dans les régions humides
et chaudes du globe. Elle est plantée le plus souvent autour des villages et utilisée comme
plante médicinale.

La plante est présente dans de nombreuses pharmacopées africaines.

Au Togo, la pulpe des feuilles est utilisée en applications locales sur les abcés. Le
décocté aqueux des feuilles associées aux petits oignons est prescrit per os dans le traitement
de D’épilepsie. Le macéré de la pulpe des feuilles est utilisé par voie orale en cas de

vomissements (Adjanohoun et coll., 1986).

61



Deuxiéme Partie : Composition chimique des huiles essentielles

Au Congo, le macéré aqueux des feuilles fraiches est fébrifuge par voie rectale. Le suc
de la feuille fraiche pilée est conseillé per-os dans les dermatoses cutanées; le résidu des
feuilles, imbibé d’huile de palme, est utilisé pour masser le malade souffrant de névralgies
intercostales (Adjanohoun et coll., 1988).

Au Bénin, la principale indication de cette plante est son emploi comme vermifuge.

Le décocté des feuilles associées a celles de Citrus aurantiifolia ou encore le suc, cette
préparation en usage externe est recommandée dans les dermatoses et les fractures
(Adjanohoun et coll., 1989).

A la Dominique et a la Réunion, I’indication la plus courante de cette plante est son
emploi comme vermifuge. L’infusé de la tige feuillée est utilisé comme anthelminthique et
pour calmer les douleurs abdominales (Adjanohoun et coll., 1985; Lavergne et Véra, 1989).

Contre la gale, on prépare une décoction concentrée a prendre en bain. On fera
également une infusion a boire contre la jaunisse a la Réunion. (Lavergne et Véra, 1989).

Au Sénégal, Chenopodium ambrosioides est une drogue classique. Sous le nom
d’Ansérine vermifuge ou Chenopode vermifuge la plante entiére, a ’exception des racines,
était officinale en France jusqu’en 1965 (Kerharo et Adam, 1974).

On signalera enfin que les feuilles et racines de Chenopodium ambrosioides sont
utilisées pour soigner certaines tumeurs (Leung et Foster, 1996); en Chine les racines fraiches

sont utilisées pour traiter les rhumatismes articulaires (Leung et Foster, 1996).

3-1- 2 — Travaux antérieurs

> Etude chimique

Cette espece a fait ’objet de plusieurs travaux en raison de ses vertus thérapeutiques:
(antibactérienne et antifongique, activité anthelminthique, spécifiquement contre les ascaris et
les ankylostomes).

Les premicres études sur cette huile essentielle remontent a plus d’un siécle selon
Guenther (1952). Ces études ont permis d’avoir sa composition chimique et d’en connaitre le
composé majoritaire 1’ascaridole, dont la teneur peut avoisiner 75%.

En 1991, Ouamba a étudié I’huile essentielle extraite de plantes récoltées au Congo et
trouvé qu’elle contient 36.8% d’a-terpinéne, 29.3% d’a-pinéne et 14.8% d’ascaridole.

Ayedoun, en 1995, a étudié I’huile essentielle extraite de feuilles de Chenopodium
ambrosioides récoltées a Save (Bénin). Il a fait une comparaison avec des échantillons

récoltés au Cameroun et au Congo et il a montré qu’elles contenaient respectivement (70.5%,
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31.5 et 36.8%) d’a-terpinéne, du p-cymeéne (16.3%, 32.6% et 29.3%) et de 1’ascaridole (7.4%,
19.6% et 14.8%).

En 1995 Sagrero-Nieves et Bartley ont montré que I’huile essentielle du Mexique
contient 32.5% de limonéne et 26.7% de trans-pinocarveol.

Muhayimana et coll, en 1998, ont analysé¢ I’huile essentielle de Rwanda; sa
composition est semblable a celle des huiles essentielles du Bénin avec 72,7% d’a-terpinéne,
15,3% de p-cyméne et 7,2% d’ascaridole. Une revue de la littérature, les améne a classer les
huiles essentielles de cette espece en trois catégories:

> Celles dont le composé majoritaire est I’ascaridole (70-91%) (Amérique du Nord);

» Celles dont I’ascaridole est le composé majoritaire (20 & 67%) associé au p-
cymene, au limonéne et au myrceéne (Inde, Argentine, Brésil, Russie);

» enfin celles riches en a-pinéne (30 a 32%) avec du pinocarvéol (40 a 42%) et/ou
de la pinocarvone (62 a 65%) (Japon).

L’huile essentielle obtenue a partir des feuilles récoltées au Nigeria, étudié par
Onocha et coll., en 1999 contenait 16% d’acétate de terpinyle a coté de 1’a-terpinéne (56%)
et du p-cymene (15%).

Lawrence, en 1999, dans un article bibliographique consacré a Chenopodium
ambrosioides, explique qu’il existe deux variétés pour cette espéce botanique: la variété
anthelminticum (syn. Teloxys ambrosioides (L.) W. A. Weber) et la variété ambrosioides.
L’ascaridole serait généralement majoritaire chez la premiere tandis que les huiles essentielles
de la deuxiéme contiendraient de faibles teneurs en cet endopéroxyde.

En 2000, Ahmed a fractionné I’huile essentielle extraite des feuilles récoltées en
Egypte, il a isolé deux polyhydroxymenthanes: le 1,4-dihydroxy-p-menth-2-¢éne et le 1, 2, 3,
4-tétrahydroxy-p-menthane identifiés par RMN du “C.

La méme année, Jirovetz et coll. analysent I’huile essentielle de Chenopodium
ambrosioides var. anthelminticum récoltée en Inde et décrivent une composition chimique
caractérisée par une trés forte teneur en monoterpénes hydrocarbonés (a-terpinéne 65.4% et
p-cymene 29.4%) et une trés faible proportion d’ascaridole (0.7%). Ce résultat leur semble
surprenant pour la variété anthelminticum. _

En 2001 Ndoye Foe-Belinga, a montré que les huiles essentielles extraites de la
plante enti¢re récoltée dans différentes régions du Cameroun (Mbang, Lomié et Eboué)

contiennent des taux importants d’ascaridole (58.7%, 86.6%, 24.6%), a coté de I’a-terpinéne
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(0.5%, 2.6%, 36.5%), du p-cymeéne (-, -, 34.1%), de ’hydroxyascaridole (24.7%, -, -) et du
carvacrol (13%, 5%, 2.4%) respectivement.

Huang et Kong, en 2002, trouvent une huile essentielle de Chenopodium
ambrosioides rtécoltée en Chine riche en ascaridole (23.5%), p-cymene (29.7%) et a-
terpinoléne (31.2%); le taux d’a-terpinéne est faible (9%).

La méme année, Gupta et coll. ont montré qu’une huile essentielle de Chenopodium
ambrosioides obtenue a partir de la partie aérienne de la plante récoltée au Sud de I’Inde
contenait 63.9% d’c-terpinéne, 19.5% de p-cymeéne et seulement 6.2% d’ascaridole.

En 2003, Pino et coll. n’ont pas repéré 1’ascaridole dans [’huile essentielle de la plante
récoltée au Cuba; celle-ci contenait 73.9% d’acétate d’a.- terpinyle et 4.3% de p-cymeéne.

En 2004, Cavalli et coll. ont réalisé¢ une étude approfondie sur I’huile essentielle
obtenue & partir de feuilles récoltées 2 Madagascar. Les analyses par GC, GC/MS, et °C-
NMR ont montré qu’elle contenait 40 a 55% d’ascaridole, 5 & 18% d’isoascaridole et des
quantités variables de p-cymeéne, d’a-terpinéne et de limonene. Les analyses RMN ont
confirmé la présence de polyhydroxy-menthanes déja identifiés par Ahmed en 2000.

En 2006, Kasali et coll. ont récolté a Badagry (Nigeria) une plante dont les parties
aériennes ont fourni une huile essentielle riche en a-terpinene (55%), en p-cymene (17%), et
en 1,4-epoxy-p-menth-2-ene (18%). Les auteurs montrent que [’ascaridole est
thermodégradable. Si cette assertion est exacte, elle pourrait expliquer les grandes variations
des taux d’ascaridole dans les nombreuses huiles essentielles analysées jusqu’ici. Ce point

particulier nécessitait d’étre vérifié.

> Investigation biologique

Faisant référence a des travaux relativement anciens, Kerharo et Adam indiquaient
en 1974 que ’ascaridole est le principe actif de 1’essence; il serait toxique pour les animaux a
sang froid et il paralyse et tue les vers parasites. L’essence est plus efficace contre les ascaris
et les ankylostomes que contre les oxyures et les ténias.

Son emploi chez I'homme doit néanmoins étre surveillé car des phénoménes
d’intolérence peuvent se manifester: vertige, vomissements, céphalées.

Des études plus récentes menées sur cette espéce sont peu nombreuses:

En 2000, Delespaul et coll. ont montré que I’huile essentielle de la variété

anthelminticum riche en ascaridole (59.2%) présentait une forte activité antifongique aussi
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bien par contact que par la méthode en «micro-atmosphére» utilisant la phase «vapeur» de
I’huile essentielle.

En 2002, Kiuchi et coll. ont étudié la concréte obtenue & partir de la partie aérienne
fraiche de Chenopodium ambrosioides var. anthelminticum par extraction a 1’acétate d’éthyle
a la température ambiante; ils ont trouvé que cet extrait contient majoritairement 1’ascaridole

et qu’il montre une forte activité anti-trypanosomique.

3- 1- 3 — Résultats et discussion

L’hydrodistillation des feuilles de Chenopodium ambrosioides récoltées a Cotonou et
a Séhoue en 2003, 2004, 2005, 2006 a permis d’obtenir des huiles essentielles avec des
rendements compris entre 0.1 a 1.3% (m/m) ce qui représente une variabilité relativement
importante des valeurs (tableau 9). Ces rendements sont comparables a ceux de la littérature
(Sagrero-Nieves et Bartley, 1995; Muhayimana et coll., 1998; Gupta et coll, 2002; Pino et
coll, 2003; Kasali et coll, 2006; Ayedoun, 1995)

L’extrait au pentane de cette méme espece a donné un rendement de 0.3%,
probablement en raison du traitement «a froid» de I’échantillon végétal (tableau 9, échantillon
8).

Les résultats des analyses chimiques de ces différents échantillons sont rassemblés
dans les tableaux 10 et 11.

Dans le tableau 10, ont été rassemblés les résultats relatifs a des échantillons récoltés
entre 2003 et 2004 dans deux régions du Bénin.

Le tableau 11 correspond a des €chantillons récoltés en 2006 dans la région de Séhoue
et donne les résultats obtenus sur trois échantillons d’huiles essentielles et un extrait au
pentane (échantillon 8), étudié pour contrdler I’influence du mode d’extraction sur la
composition chimique des constituants volatils de la plante.

Une analyse chromatographique a également été éffectuée en réglant la température de
I’injecteur a 100°C au lieu de 200°C (échantillon 9) pour tester la «thermostabilité» de

I’ascaridole.
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Tableau 9: Extraction d’huiles essentielles de feuilles de Chenopodium ambrosioides L.

Echantillons Date et licu de la Méthode Rendement

récolte d’extraction (%)
1 12/02/04 4 Cotonou hydrodistillation 0.4
2 20/12/03 a Cotonou hydrodistillation 0.3
3 31/05/04 a Sehoue hydrodistillation 1.2
4 08/08/04 a Sehoue hydrodistillation 1.3
5 22/02/06 a Seéhoue hydrodistillation 0.9
6 22/02/06 a Sehoue hydrodistillation 0.9
T 22/02/06 a Sehoue hydrodistillation 0.1
8 22/02/06 a Sehoue Extrait au pentane 0.3

Les échantillons 5. 6 et 7 sont des huiles essentielles et 8 est un extrait obtenus par

hydrodistillations distinctes ou extraction d échantillons végétaux issus d un méme lot.

Planche 6: Chenopodium ambrosioides L.
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Tableau 10: Composition chimique d’huiles essentielles de feuilles de Chenopodium

ambrosioides L. récolté dans deux régions du Bénin

Nom des composés *R 1 (%) 2(%) 3(%) 4(%)
myrcene 984 0.1 0.1 0.1 0.1
a-terpinéne 1027 69.2 48.8 60.0 82.3
p-cyméne 1030 10.0 19.1 154 0.6
limoneéne 1034 0.6 0.6 0.6 0.1
y-terpinéne 1058 0.8 0.7 0.8 0.6
terpinolenc 1086 0.1 0.1 0.1 0.1
p-cyménene 1088 0.1 0.1 0.1 0.1
M=126 1104 0.1 0.5 0.5 0.1
M =152 1166 0.1 - 0.2 0.1
terpinen-4-ol 1176 - 0.2 - 0.1
p-cymen-8-ol 1188 0.1 0.2 0.2 0.1
a-terpinéol 1215 0.2 0.1 - 0.1
N.I 1225 0.1 0.2 0.4 0.1
ascaridole 1226 14.9 19.7 13.8 12.6
oxyde de carvénone 1230 0.1 0.5 0.3 0.1
cis-oxyde de pipéritone 1235 0.2 0.6 0.4 0.2
trans-oxyde de pipéritone 1239 0.8 [.1 0.8 0.2
trans-glycol ascaridole 1256 0.3 1.0 1.4 0.1
cis-glycol ascaridole 1272 0.2 0.7 1.1 0.1
thymol 1283 0.2 0.5 - 0.1
carvacrol 1292 0.2 0.5 0.5 0.1
isoascaridole 1299 1.3 2.5 1.6 1.6
N.I 1305 0.1 0.8 0.8 0.1
tiglate d’hexyle 1325 0.1 - 0.1 -
N.I 1329 - - 0.5 -
périllaldéhyde 1340 - 0.4 - -
N.I 1375 - - 0.2 -
acctate de 9-menthényle 1405 - - - 0.1
[B-caryophylicne 1439 - 0.5 - -
N.I 1473 - 0.1 0.1 0.1
Monoterpénes hydrocarbonés 80.9 69.5 77.1 83.9
Monoterpénes oxygénés 18.6 28.0 20.3 15.7
Sesquiterpénes hydrocarbonés - 0.5 - -
Sesquiterpénes oxygénés - - - -
Autres compos¢s 0.1 - 0.1 -
Total 99.6 98.0 97.5 99.6
1 = Cotonou 1 le 12/02/04; 2 = Cotonou 2 le 20/12/03;
3 = Séhoue le 31/05/04; 4 = S¢houe le 08/08/04;

*IR sur une colonne DB
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Tableau 11: Composition chimique d’huiles essentielles et d’un extrait au pentane de

feuilles de Chenopodium ambrosioides L. récolté a Séhoue en 2006.

Nom des composés IR 5(%) 6(%) (%) 8(%) 9(%)
myrcene 984 0.1 0.1 - - -
o-terpinéne 1027 63.7 449 37.7 341 677
p-cymeéne 1030  19.0 19.1 30.2 14.1  17.0
limoneéne 1034 0.6 0.5 0.6 0.3 0.6
y-tcrpinéne 1058 0.9 0.7 0.9 0.5 0.9
terpinoléne 1086 0.1 0.3 - -
p-cyménene 1088 0.1 0.1 0.5 - -
M =126 1104 - - - - -
M =152 1166 - - - - -
terpinén-4-ol 1176 - - - - B
p-cymen-8-ol 1188 0.1 1.0 - -
a-terpinéol 1215 0.1 - I3 0.1 -
NI 1225 - 0.2 0.1 - -
ascaridole 1226 117 2277 8.2 33.1 115
oxyde de carvénone 1230 0.2 0.1 0.8 B 0.2
cis-oxyde de pipéritone 12385 0.2 0.4 - - 0.7
trans-oxyde de pipéritone 1239 0.5 1.3 - 0.4 -
trans-glycol ascaridole 1256 0.2 6.7 0.6 0.7 0.2
cis-glycol ascaridole g 0.2 1.1 1.0 - -
thymol 1283 - 0.1 0.2 - -
carvacrol 1292 - 0.1 0.2 - -
isoascaridole 1299 0.7 1.7 29 164 04
N.I 1305 0.2 0.5 1.1 -
tiglate d’hexyle 1325 0.1 - 0.4 -
N.I 1329 0.1 - 0.8 -
perillaldéhyde 1340 - - 0.4 -
N.I 1375 - g 1.0 0.3 -
acetate de 9-menthényle 1405 - - - -
f-caryophylléne 1439 0.3 0.1 1.8 - 0.3
N.I 1441 0.3 1.5 - 0.2
N.I 1473 0.3 0.8 - 0.2
Monoterpénes hydrocarbonés 84.5 654 70.2 49.0 86.2
Monoterpénes oxygénés 13.9 34.2 16.6 50.7 13.0
Sesquiterpénes hydrocarbonés 0.3 0.1 1.8 - 0.3
Sesquiterpénes oxygénés - - - E -
Autres composés 0.1 - 0.4 - -
Total 98.8 99.7 89.0 99.7 99.5

5 =S¢ehoue 1 le 22/02/06; 6 = S¢houe 2 le 22/02/06

7= Schoue 4 le 22/02/06; 8 = Sehoue extrait au pentane le 22/02/06

9 = Echantillon 5 du 22/02/06 injecté a 100°C au lieu de 200°C qui représente la
température de I’injecteur pour toutes les autres analyses.

*IR sur une colonne DB1
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Les huiles essentielles sont principalement constituées de métabolites volatils a
structure p-menthanique, conformement aux résultats de la littérature.

L’étude comparative des compositions chimiques des huiles essentielles (1) a (7)
montre que I’c-terpinene est le constituant majoritaire (42-82%) dans tous les échantillons,
accompagné de p-cymene, la somme des pourcentages relatifs de ces 2 composés représentant
de 64 a4 83% du mélange.

Les deux autres composés «caractéristiques» de ces huiles essentielles sont
I'ascaridole formé par addition d’une molécule d’oxygene sur I'o-terpinene (8.2-22.7%) et
son dérivé diépoxy, I'isoascaridole (0.7-2.9%), toujours minoritaire.

L’ascaridole est décrit comme une molécule fragile, sensible aux chocs thermiques et
aux agressions chimiques.

Ces considérations s’accordent mal avec les analyses chromatographiques qui
impliquent une volatilisation des échantillons a des températures élevées; cependant, des
travaux récents de Cavalli et coll,, 2004 ont montré que la décomposition thermique de
’ascaridole reste limitée aux températures d’injections usuelles.

Nous avons voulu vérifier cette affirmation et pour cela nous avons réalisé 2 types
d’expériences

1- Nous avons répété plusieurs fois I’analyse d’un méme échantillon en maintenant la
température a 200°C c'est-a-dire selon les mémes conditions opératoires que celles appliquées
a I’ensemble de nos €chantillons. Nous avons observé une trés bonne reproductibilité des
résultats.

2- Nous avons réinjecté I’échantillon 5 en fixant la température @ 100°C au lieu de
200°C et avons obtenu des résultats trées comparables a ceux réalisés a 200°C ce qui valide
I’ensemble de nos analyses.

La figure 11 donne la répartition des quatre constituants caractéristiques de
Chenopodium ambrosioides dans les différents échantillons. Sur ce méme graphique, sont
représentées les valeurs obtenues pour I’échantillon 8, obtenu par extraction au pentane a

froid du méme échantillon de plante utilisé pour produire les huiles essentielles (5 a 7).
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a-terpinéne
‘'l p-cyméne
[0 ascaridole

[0 isoascaridole

Figure 11 : Répartition des composés caractéristiques dans les échantillons d huiles
essentielles et dans ['extrait au pentane de feuilles de Chenopodium

ambrosioides 1.

On observe trés nettement une diminution des teneurs en a-terpinene plus p-cymene
(48.2% au total) dans I'extrait au pentane (échantillon 8), alors que la teneur en ascaridole
(33.1%) et en isoascaridole (16.4%) sont nettement plus élevées,

On note également, dans |'huile essentielle, outre la faible teneur en isoascaridole,
["apparition de divers produits oxygénés: pipéritone, oxyde de pipéritone (5), oxyde de
carvénone (6) et glycol ascaridole (8).

Ces observations sont cohérentes avec les transformations explicitées dans le Figure
12. Le végétal géneére initialement de 'a-terpinéne (1) et ce monoterpéne est ultéricurement
oxydé en composés (3) et (4); 1l peut conduire €galement au p-cymene (2) ce qui explique que

les proportions relatives de ces composés soient directement liées.
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OH
o OH
- = —_— _— =
OH
OH
7
1 3 4

. idol diépoxy-p-menthane 1, 2, 3, 4-tétrahydroxy p-menthane
o—terpinéne ascaridole G idolc) 2, tétrahydroxy p-
OH e)
OH O
2 8 5 6
p-cymene 1, 4-dihydroxy-p-menth-2-éne ~ oxyde de pipéritone oxyde de carvenone
(glycol ascaridole)

Figure 12: Filiation biogénétique et chimique des composants volatils de Chenopodium

ambrosioides L

Les conditions d’extraction sont également trés inportantes; les faibles teneurs en
isoascaridole dans I’huile essentielle laissent supposer que lors de I’hydrodistillation, le
diépoxy-p-menthane (4) est simultanement isomérisé et hydrolysé sous 1’action des protons
du milieu (pH = 4-5) aqueux bouillant. La premiére transformation donne les oxydes (5) et
(6), la seconde conduit finalement au tétrol (1, 2, 3, 4-tétrahydroxy p-menthane 7).

Nous n’avons pas identifié ce composé dans nos échantillons; il est en effet trés
polaire et se dégrade probablement au niveau de I’injecteur du chromatographe en phase
gazeuse. 1l a cependant été€ observé par d’autres auteurs (Ahmed, 2000 et Cavalli et coll,,
2004) par étude RMN, technique qui préserve I’intégralité des stuctures.

Dans nos huiles essentielles nous avons également identifié les deux glycols
diastéréoisomeres (8a) et (8b); ils sont vraisemblablement formés par réduction de
I’ascaridole (3). Ces produits ont déja été identifiés dans d’autres huiles essentielles de
Chenopodium.

Nous avons donc voulu vérifier ces hypothéses concernant les transformations
chimiques représentées a la figure 12 et tester I’influence des conditions d’hydrodistillation

sur la composition chimique des huiles essentielles.
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Pour cela nous avons repris I’hydodistillation de 1’échantillon (7); cette huile
essentielle de couleur noire avait probablement été surchauffée (d’ol probablement ce
rendement anormalement bas obtenu) et effectivement, la teneur en ascaridole est
particulierement faible dans cet échantillon, caractérisé parallélement par une teneur trés
¢levée en p-cymene.

Les conditions de ’hydrodistillation sont données dans le tableau 12.

Tableau 12: Différentes fractions obtenues aprés hydrodistillation de 1 g d’huile

essentielle de ’échantillon 7 de Chenopodium ambrosioides L (pH = 4).

Fractions obtenues F1 F2 F3 F4 F5 |
Température 93°C-96°C 96°C 96°C 96°C | 96°C
Temps de distillation (minutes) 15 5 10 15 30
Masse des fractions (mg) 456 22 22 37 27

Le pH de la solution a été controlé a pH=4 et la distillation a été menée pendant 75
minutes. La température du distillat est restée constante pendant toute la durée de
I’hydrodistillation (96°C); la majorité de 1’échantillon est distillée pendant les 15 premiéres
minutes (F1), la poursuite de la distillation a permis de recueillir quatre autres fractions, en
quantités beaucoup plus faibles, laissant un «résidu de distillation» complétement noir. Toutes
les fractions ont €té analysées (tableau 13) et les «quantités de chaque constituant récupérées
apres distillaion» calculées en prenant en compte les masses de chaque fraction permettant
ainsi d’évaluer leur pourcentage relatif apres distillation [noté (% Dist)]. Les valeurs obtenues
sont comparées aux pourcentages relatifs obtenus dans 1’échantillon (7) initial (% FID).

L’ensemble des résultats est présenté sous la forme d’un graphique (figure 13).
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Tableau 13: Composition chimique de Phuile

essentielle de P’échantillon 7 de Chenopodium ambrosioides L fractionnée par

hydrodistillation
e T Total
x 456 x 22 x 22 x 37 x 27 (masse de
(masse de (masse de (masse de (masse de (masse de chaque
chaque chaque chaque chaque chaque constituent
constituent constituent constituent constituent constituent récupéré par

Nom des composés F1 dans F1) F2 dans F2) F3 dans F3) F4 dans F4) FS dans F5) hydrodistillation % Dist %FID
a-terpinéne 49.1 22389,60 4.0 88 1.3 29 0.1 4 0.2 5 22515,30 39,92 37,7
p-cyméne 37.2 16963,20 8.1 178 4.0 88 04 | 15 1.5 41 17284,70 30,65 30,2
limonéne 0.8 364,80 0 0 0 0 364,80 0,65 0,60
y-terpinéne 1.2 547,20 2.1 46 2.5 55 1.9 70 0.9 24 743,00 1,32 0.9
p-cyménene 3.9 1778,40 44 97 3.6 79 1.7 63 2.6 70 2087,50 3,70 0.5
terpinoléne 0.4 182,40 0 0 0 0 182,40 0,32 0,3
p-cymén-8-ol 1.7 775,20 20.9 460 15.6 343 13.3 492 11.4 308 2378,10 4,22 1.0
a-terpinéol 1.2 547,20 72 158 3.7 81 21 78 19 51 916,00 1,62 1.3
NI 0,00 0.6 13 0.8 18 1.0 37 0.9 24 92,10 0,16 0,02
ascaridole 0,00 0.9 20 1.2 26 1.8 67 1.8 49 161,40 0,29 8,20
oxyde de carvénone 0.2 91,20 25 55 1.6 35 0.9 33 0 214,70 0,38 0,8
trans-glycol ascaridole 0.1 45,60 1.4 31 1.0 22 0.9 33 0.6 16 147,90 0,26 0,6
cis-glycol ascaridole 0,00 0.5 11 0.8 18 1.0 37 0.6 16 81,80 0,15 1,0
thymol 0,00 1.4 31 1.7 37 0 0.7 19 87,10 0,15 0,2
carvacrol 0,00 0.6 13 1.2 26 1.3 48 2.0 54 141,70 0,25 0.2
isoascaridole 0,00 8.8 194 12.4 273 15.5 574 28.7 775 1814,80 3,22 29
NI 0,00 0.5 11 0 0 0.6 16 27,20 0,05 11
tiglate d’hexyle 0,00 0.7 15 0.7 15 1.7 63 0 93,70 0,17 0,4
NI 0,00 0 0 0 0.9 24 24,30 0,04 0,8
périllaldéhyde 0,00 1.0 22 1.3 29 1.5 56 14 38 143,90 0,26 0,4
Ni 0,00 0 0 1.1 41 1.7 46 86,60 0,15 1,0
B-caryophylléne 0.8 364,80 6.3 139 3.4 75 2.0 74 23,00 621 1273,20 2,26 1.8
NI 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 1.5
\ﬂ 0,00 2.3 51 5.6 123 1.6 59 0.6 16 249,20 0,44 0,8
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Figure 13 : Répartition des différents constituants de ’huile essentielle de I'échantillon 7 de
Chenopodium ambrosioides L (%I'1D) comparée a celle obtenue apres
hydrodistillation fractionnée (% Dist).

On observe la quasi disparition de | ascaridole; parallelement on a relevé
I’augmentation des taux de certains composants secondaires, dont le p-cyménene et le p-
cymen-8-ol. Il est difficile de rationnaliser ce résultat; on peut supposer que |’ascaridole a été
réduit en glycol ascaridole (8) qui, lui-méme, a donné naissance a plusieurs sous-produits

dont le p-cyménene et le p-cymen-8-ol (ligure 14)

Réduction OH
——— e
8, OH
8

3
ascaridole glycol ascaridole pcynmenene  p-cymen-8-ol

o

N

Figure 14 : Transformation chimique probable de I’ascaridole sous Ieffet d’une
hydrodistillation
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p q

Ces résultats expliquent donc probablement la variabilité des compositions chimiques
décrites dans la littérature pour I’huile essenticlle de Chenopodium ambrosioides et remet
peut étre en question la distinction des variétés anthelminticum et ambrosioides sur la base de
leur teneur en ascaridole. Cette espéce demeure néanmoins dominée, dans tous les cas, par les
structures p-menthaniques avec les proportions relatives variables de ces dérivés, suivant le
stade végétatif de la plante mais probablement également, suivant les conditions de

I’extraction.
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4- FAMILLE DES GUTTIFERAE

4- 1 - Pentadesma butyracea Sabine
Synonymes: Pentadesma leucantha A. Chev.
Pentadesma nigritiana Bak.
Pentadesma grandifolia Bak.
Pentadesma kerstingii Engl.

Nom usuel X Arbre a beurre

4- 1- 1 - Botanique et utilisation

C’est un arbre des régions forestieres de I’Afrique occidentale de 30 m de hauteur, au
maximum avec un fit cylindrique pouvant atteindre 100 cm de diameétre; I’écorce rugueuse et
profondément fendillée laisse exsuder un suc résineux €pais, de couleur jaune rougeatre. Les
feuilles sont oblongues, a limbe coriace (Hutchinson et Dalziel, 1954).

Les fleurs sont trés grandes, blanches, ou parfois rougedtres.

Les fruits sont volumineux, ovoides, a sommet apiculé, et surface grisatre, plus ou
moins rugueuse, renfermant des amandes oléagineuses.

C’est un tres beau bois rouge, assez commun dans certaines contrées.

Les graines servent d’appat pour attraper les porcs-épics (Raponda-Walker et
Sillans, 1961).

L’aire de distribution de Pentadesma butyracea en Afrique Tropicale s’étend de la
Sierra Leone en République Démocratique du Congo. Au Bénin, on connait quatre zones de
présence de cet arbre dans la zone centre—ouest, limitrophe du Togo (Bassila, Agbassa,
Natitingou et Gbassé).

Les graines de Pentadesma butyracea contiennent 30 a 40% d’une matiére grasse
connue sous le nom de beurre de Lamy ou de Kanya (Kerharo et Adam, 1974).

Il est utilisé pour la cuisson des aliments mais également pour la fabrication des
bougies, dans les cosmétiques et la fabrication des savons. (Sinsin et Sinadouwirou, 2003).

L’écorce macérée sert en lotions pour le traitement des maladies parasitaires de la

peau; bouillie elle est utilisée comme remede antidiarrhétique. (Raponda-Walker et Sillans

1961).
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La décoction des racines est utilisée pour lutter contre les vers intestinaux (Abbiw,
1990).
Une préparation cosmétique a base de ce «beurre» de Pentadesma a été brevetée par la

Société Clarins (Courtin, 1986).

4 -1 -2 - Travaux antérieurs

Aucune étude chimique n’a été réalisée a ce jour sur le genre Pentadesma dans le

domaine des huiles essentielles.
4- 1- 3 - Résultats et discussion

L’hydrodistillation pendant 3 heures des feuilles et des écorces récoltées sur différents
individus dans trois zones de la région de Natitingou a donné des huiles essentielles dont les
rendements sont donnés dans le tableau 14.

Les rendements en huile essentielle sont faibles dans tous les cas, inférieurs ol égaux

a 0.1% (m/m), les €corces étant un peu plus riches en constituants volatils que les feuilles.

Tableau 14: Extraction des huiles essentielles de Pentadesma butyracea Sabine du Bénin

(feuilles et écorces)

Echantillons Date et lieu de la Méthode Rendement (%)
récolte d’extraction
14/09/05 a Peperko
1 (Natitingou) Hydrodistillation 0.01
Feuilles 14/09/05 a Natitingou
2 centre Hydrodistillation 0.01
14/09/05 a Peperko
1 (Natitingou) Hydrodistillation 0.08
Ecorces 14/09/05 a Natitingou
2 centre Hydrodistillation 0.09
14/09/05 a Natitingou
3 centre Hydrodistillation 0.1
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Planche 7: Pentadesma butyracea Sabine

Les résultats de I’analyse chimique des différents échantillons étudiés sont reportés

dans le tableau 15.

Tableau 15 : Composition chimique d’huiles essentielles de Pentadesma butyracea Sabine

(feuilles, écorces).

Feuilles Ecorces ﬁ
Nom des cor_nposes lR %l 9,2 %1 %2 %3
a-cubébéne 1356 | 04 0.5 - 0.5 -
o-copaéne 1392 14.3 14.4 1.2 I.1 0.6
f3-caryophylléne 1447 | 583 | 61.2 | 76.8 73.8 77.1
_o-humuléne 1474 | 94 | 104 | 128 | 141 | 140
zingibéréne 1485 - - 0.1 0.8 0.2
- germacrene D B 1486 0.8 0.9 . - .
pB-sélinene B 1501 0.4 0.4 0.1 | 02 0.1
B-bisabolene 1532 2.1 2.4 5.4 32 4.6
5-cadinene 1538 3.2 3.5 0.4 1.4 0.4
M=222 1549 0.3 0.6 - - -
NI - 1564 0.3 _® - - | =
caryophylléne alcool 1587 09 | 07 0.1 0.3 0.3
oxyde de caryophylléne 1600 3.9 j o 1.7 ¥ 1.5
oxyde d’humuléne I 1612 0.8 0.3 0.3 0.5 0.3
M =220 B 1621 0.6 0.3 0.2 0.3 0.2
M=222 1632 | 0.5 - - - -
NI 1643 05 | 06 | - - -
caryophylladi¢nol* 1647 | 1.2 0.3 - = -
M =220 1661 0.7 0.3 0.1 0.2 0.2
M =220 +M=222 1674 | 09 09 | 02 0.4 0.2
Sesquiterpénes hydrocarbonés 88.9 93.7 96.7 94.3 96.8
Sesquiterpénes oxygeéneés 68 | 2.8 2.1 33 | 21
| Total 95.7 | 96.5 | 98.8 97.6 | 98.9

* Spectres des composés non identifiés (NI) en annexes
Feuilles: 1 = 14/09/05 a Peperko (Natitingou); 2 = 14/09/05 a Natitingou centre
Fcorces: 1 =14/09/05 a Peperko (Natitingou); 2 = 14/09/05 a Natitingou centre;
3 = 14/09/05 a Natitingou centre.

* caryophylla-4(14), 8(15)-dien-5-ol
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Figure 15: Répartition des composés majoritaires dans les échantillons d’huiles essentielles

de Pentadesma butyracea Sabine 1ssues des feuilles et des écorces.

On wrouve des compositions chimiques comparables pour les huiles essentielles
obtenues a partir des feuilles et des écorces de Pentadesma butyracea.

Dans les deux cas, les huiles essentielles sont exclusivement de type sesquiterpénique.
dominées par le B-caryophylléne accompagné d'un taux d’a-humuléne voisin de 10%.
L’huile essentielle des feuilles se distingue par un taux relativement élevé d’a-copaéne
(environ 14%) alors que le 3°™ composé le plus abondant de I’huile essentielle des écorces
est le B-bisaboléne.

On trouve dans les deux types d'échantillons un certain nombre de composcs
sesquiterpéniques oxygeénés que nous n'avons pu identifier sur la base de leur simple spectre
de masse. Malheureusement, compte tenu du faible rendement d’obtention de ces huiles
essenticlles, nous n’avons pas pu envisager d’isoler ces constituants pour une analyse
spectrale plus compléte.

Les résultats de nos investigations biologiques sur ces échantillons seront présentés

dans la troisiéme partie.
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5- FAMILLE DES LABIATAE

5-1- Aeolanthus pubescens Benth.

Synonyme : Aeolanthus guettneri Gurke

Solenostemon pubescens A. Chev.

5- 1- 1 - Botanique et utilisation

C’est une plante herbacée annuelle trés odorante, relativement peu décrite (Brunel et
coll., 1984; Adjanohoun et coll., 1986; Guyot 1992). La tige est quadrangulaire de 30 a 90
cm de hauteur, généralement trés ramifiée, souvent ligneuse a la base, de couleur rougeatre et
plus ou moins pubescente. Les feuilles, longues de 6 cm et larges de 2.5cm en moyenne, sont
opposées, pétiolées, oblongues ou lancéolées et arrondies a I’apex. Le limbe est pourvu de
nombreux poils glanduleux. L’inflorescence est composée d’épis denses terminaux, formant
une panicule. La fleur est réduite & une petite corolle bilabiée de couleur bleue, violette ou
rose. Le calice est persistant et zygomorphe (Hutchinson et Dalziel, 1963). Cette espéce est
répertoriée dans plusieurs pays de I’ Afrique de I’Ouest notamment dans les savanes et sur les
zones montagneuses du Togo, ainssi qu’au Bénin ou elle pousse généralement sur les

affleurements rocheux.

5-1-2 - Travaux antérieurs

> Etude chimique

Seules quelques publications font état de travaux menés sur des extraits volatils
d’Aeolanthus pubescens.

En 1999, Sanda et coll. analysent les huiles essentielles obtenues a partir de sommités
fleuries de I’espéce cultivée au Togo. Les deux constituants majoritaires sont le thymol (46-
50%) et le y-terpinéne (12-13%).

Les huiles essentielles des feuilles et fleurs de !’espéce récoltée au Bénin
(Sohounhloue et coll., 2002) contiennent en majorité pour les feuilles du thymol (48.4%),
accompagné de son acétate (24%) et pour les fleurs (68.2%) de thymol, accompagné de son
acetate (10.3%).
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En 2004, Koba et coll., analysent les huiles essentielles des feuilles et des
inflorescences de 1’espéce récoltée dans sept régions (Lomé, Bassan, Sagbadé, Baga,
Igboloudja, Ogou-kinko, Kamina) du Togo. Les auteurs concluent a I’existence de 5
chémotypes: les chémotypes a thymol, a carvacrol, a thymol/carvacrol, a carvacrol/acétate de
thymyle et a fenchone.

La moitié des échantillons sont representifs d’un chémotype thymol, (Lomé, Sagbadé
et Kamina), avec du thymol (54 a 58%), de I’acétate de thymyle (6 a 14%), du y-terpinéne (3
a 13%) et du p- cymeéne (5 a 7%),).

Le chémotype a carvacrol, récolté a Bassan, fournit une huile essentielle dominée par
le carvacrol (58.2%), I’acétate de carvacryle (12.6%), le thymol (10.8%), le y-terpinéne
(5.7%) et le p- cyméne (4.6%).

Le chémotype récolté a Igboloudja donne une huile essentielle contenant 41% de
carvacrol et 27% de thymol, les autres constituants majoritaires sont le y-terpinéne (7%), le p-
cymene (6%) et ’acétate de carvacryle (8%), les auteurs le désignent comme a « chémotype
thymol/carvacrol ».

Le chémotype a carvacrol/acétate de thymyle est issu de Baga. L’huile essentielle
contient du carvacrol (55.4%), de ’acétate de thymyle (35%), du B-caryophylléne (2.1%), de
’acétate de carvacryle (1.3%), et de I’oxyde de caryophylléne (1.3%).

Enfin un cinquiéme chémotype, avec des caractéristiques chimiques totalement
différentes a été identifié a partir des résultats relatifs a I’échantilon récolté a Ogou-Kinko;

son huile essentielle contient 83.7% de fenchone.

> Investigation biologique
Des évaluations biologiques ont été réalisées par 1’équipe de Chaumont et coll.,
(2001); elle a testé, en particulier ’activité antimicrobienne de ’huile essentielle de

chémotype a thymol.
5- 1 -3- Résultats et discussion
L’hydrodistillation des feuilles séches récoltées dans différentes régions de Dassa—

Zoume a donné des huiles essentielles avec des rendements compris entre 1,2% et 1,5%

(m/m) (tableau 16). Ces rendements sont du méme ordre de grandeur que ceux obtenus lors
des études précédents (1.1-1.3%).
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Tableau 16 : Extraction des huiles essentielles de feuilles d’Aeolanthus pubescens Benth

Echantillons Date et lieu de la Méthode Rendement
récolte d’extraction (%)
1 28/06/03 a Togon hydrodistillation 1.5
2 28/06/03 a Tré hydrodistillation 1.2
3 28/06/03 a Awaya hydrodistillation 1.2
4 10/08/04 a Tré hydrodistillation 1.4

Planche 8 : Aeolanthus pubescens Benth

Les résultats des analyses chimiques des diftérents échantillons sont rassemblés dans

le tableau 17.
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Tableau 17 : Composition chimique d’huiles essentielles de feuilles d’Aeolanthus
pubescens Benth

Nom des composés *IR 1 (%) 2 (%) 3 (%) 4 (%)
a-thujéne 930 1.4 1 1.1 1.6
o-pinéne 939 0.5 0.6 0.5 0.7
camphéne 054 0.1 - - -
B-pinéne 981 0.1 - - .
myrcene 987 1.3 L5 1.4 1.9
o-phellandrene 1006 0.2 - 0.2 0.2
a-terpinéne 1018 2.0 - 1.8 2.1
p-cymeéne 1023 3.3 12.2 56 9.0
limonene 1031 0.6 0.6 0.6 0.6
(E)-B-ocimene 1042 0.1 - 0.1 0.1
Y-terpinéne 1060 6.6 1.8 6.4 11.2
p-cyméneéne 1084 0.2 0.3 0.2 0.2
terpinolene 1089 0.1 0.1 0.1 0.1
bornéol 1152 0.1 0.3 0.2 0.1
terpinén-4-ol 1178 1.8 1.3 1.8 2.0
thymol 1298 63.8 64.7 63.9 9.7
carvacrol 1303 2.1 2.9 3.1 51.1
acétate de thymyle 1346 10.2 9.3 9.8 0.8
acétate de terpinyle 1352 0.1 0.1 0.1 0.1
acétate de carvacryle 1360 0.7 0.7 0.8 6.1
B-caryophylléne 1439 0.2 - 0.1 0.1
Y-gurjunene 1473 0.1 - - 0.3
(Z)-a-bisabolene 1503 0.7 0.1 0.1 0.2
B-bisabolene 1514 0.7 1.4 1.2 1.4
Monoterpénes hydrocarbonés 18.9 18.1 18 27
Monoterpénes oxygénés 78.8 9.3 9.7 69.9
Sesquiterpénes hydrocarbonés 1.7 1S 1.4 2.0
Total 99.4 98.9 99.1 99.6

1 = Récolté a Togon le 28/06/03 ; 2 = Récolté a Tré le 28/06/03 ; 3 = Récolté a Awaya le
28/06/03; 4 = Récolté a Tré le 10/08/04
*IR sur une colonne DB
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Figure 16 : Répartition des composés majoritaires dans les échantillons d’huile essentielle

d’deolanthus pubescens Benth (feuilles)

Tous les échantillons sont domin€s par des structures de type p-menthane,
essentiellement aromatiques.

Trois échantillons se caractérisent par une teneur élevée en thymol (63,8 — 64,7%)
accompagné de son acétate (9,3-10,2%): il s’agit des échantillons 1 a 3. récoltés a Togon. Tré
et Awaya.

Le quatrieme échantillon (récolté a Tré en 2004) se distingue par une teneur élevée en
carvacrol (51,1%) et en son acétate (9,7%). On retrouve donc deux chémotypes, comme pour
les variétés décrites au Togo

La distinction entre les deux variétés chimiques localisées au Bénin apparait
clairement dans la représentation graphique réalisée a partir des résultats des 4 constituants
majoritaires (Figure 17).

[l a ét¢ montré que ["huile essentielle a thymol présentait une activité antimicrobienne.
De plus. la composition chimique de nos ¢chantillons, riches en composés phénoliques, laisse
prévoir une activité antiradicalaire que nous avons testée et dont les résultats sont présentés

dans la troisieme partie.
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5-2- Ocimum canum Sims.

Synonymes : Ocimum americanum L.
Ocimum hispidulum Schum. et Thonn.
Ocimum thymoides Bak.

Noms vernaculaires:

Fon : Akéman, hissi hissi

Watchi: késsou Késsou; ahame
Sahoue : kékéssou

Yoruba : Efinrin

Adja: hanasse, héhétchi, hessi hessi

5-2-1 - Botanique et utilisation

C’est une plante herbacée odoriférante qui ressemble beaucoup a 1’espece voisine
Ocimum basilicum, mais qui se distingue par sa taille plus réduite : 30 a 40 cm de hauteur.
Elle a des feuilles dentées, ovales, cunées a la base et acuminées au sommet, avec des pétioles
de 5 a 15mm, des limbes de 6 a 12cm. Les €pis terminaux longs de 10 a 20cm portent des
fleurs blanches pubescentes.

C’est une espéce pantropicale qui est rudérale, parfois cultivée.

La classification donnée par Paton et coll., en 1999 donne O. canum, comme un
synonyme de la variété americanum d’O. americanum L., ’autre variété étant var. pilosum
(anciennement O. graveolens)

Aux Seychelles, les feuilles sont utilisées en infusion pour leurs propriétés antitussives
et antipyrétiques (Adjanohoun et coll., 1983).

Au Togo, le macéré du décocté aqueux chaud des tiges feuillées est utilisé pour
masser les articulations dans les arthroses (Adjanohoun et coll., 1986).

Plus généralement, I’Ocimum canum est utilisé en médecine traditionnelle contre
différentes affections: vomissements, coliques et diarrhées au Bénin, affections oculaires au
Rwanda ou bronchites au Cameroun. (Ndoye F., en 2001).

En aromathérapie, les parties aériennes de cette espéce sont utilisées apres simple
froissement suivant diverses modalités contre 1’essoufflement, les courbatures, les migraines

et ’asthénie.
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Le décocté des feuilles est recommandé en boissons et en lavages auriculaires pour
soigner les oreillons, en massage pour les parotides et en gargarismes pour les gingivites et les
pyorrhées.

En parfumerie, on utilise I’huile essentielle des feuilles du chémotype & cinnamate de

méthyle. L espéce est également utilisée comme aromate pour assaisonner de nombreux plats.

5- 2- 2 - Travaux antérieurs

> Etude chimique

L’essence d’Ocimum canum a fait ’objet de plusieurs travaux sans doute pour les
multiples vertus qui lui sont attribuées.

Les résultats obtenus montrent I’existence de plusieurs chémotypes identifiés dans des
zones géographiques différentes.

Xaasan et coll.,, en 1981 ont montré que I’huile essentielle obtenue a partir des
feuilles récoltées en Somalie était riche en camphre (60%).

En 1986, Ntezurubanza et coll. ont étudié deux échantillons d’huiles essentielles
obtenues a partir de ’espece récoltée au Rwanda, contenant majoritairement du linalol dans
les proportions variant de 61% et 88.1%.

En 1989, Ekundayo et coll. ont montré que I’huile essentielle obtenue a partir des
feuilles récoltées a Ibadan (Nigeria) contient 66.4% d’eugénol, accompagné de 6-cadinéne
(9.8%).

Fun et coll. (1990) analysent 1’essence de 1’espéce originaire d’Aruba et trouvent
qu’elle contient 45.6% de (E)-cinnamate de méthyle.

Sinha et coll. (1990) ont montré que I’huile essentielle obtenue a partir de la plante
«sauvage» originaire d’Inde contient 53.5% de camphre.

Gupta et coll. (1990) ont analysé les huiles essentielles de deux chémotypes, I’une a
méthyl chavicol et ’autre a citral.

Gupta et Sobti (1991) ont étudié deux chémotypes d’O. canum 1’un a linalol, 1’autre a
camphre.

Sarin et coll. (1992) analysent I’huile essentielle d’un échantillon récolté en Inde et

trouvent qu’elle contient 76% de citral.
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Khosla et coll., en 1994 ont étudié une variété d’O. canum récoltée dans le Sud de
I’Inde qui est riche en méthyl cinnamate.

Ayedoun en 1995 a analysé deux échantillons d’huiles essentielles obtenues a partir
des feuilles récoltées & Abomey-Calavi et a Save (Bénin). Le premier (Abomey-Calavi) est
riche en linalol (63.5%), le deuxiéme (Save) est riche en terpinén-4ol (30.8%) et en linalol
(28.7%).

Tchoumbougnang en 1996, analyse trois échantillons d’huiles essentielles extraites
de feuilles récoltées dans différentes régions (Banganté, Mutenguéné et Yaoundé) du
Cameroun. Le premier échantillon de Banganté, est constitué essentiellement d’un mélange
des stréoisoméres (Z) et (E) du cinnamate de méthyle, le deuxiéme échantillon de
Mutenguéné est riche en linalol (52.8%) et le troisieme récolté & Yaoundé a une forte teneur
en 1,8-cinéole (78.3%).

Gupta en 1996 a identifié 2 chémotypes d’O. canum (type linalol, type camphre) et 2
chémotypes d°O. americanum (type méthyl chavicol et type citral).

En 1997 la méme €quipe étudie une lignée hybride d’Ocimum canum riche en linalol
(74%) sélectionnée pour une application en parfumerie.

Ravid et coll., en 1997, trouvent dans ’huile essentielle d’O. canum 1’énantiomeére (S)
(+)-linalol.

Chalchat et coll., en 1997, analysent I’huile essentielle de ’espéce récoltée au Bénin
et trouvent qu’elle contient 40% de -caryophylléne, avec 6 a 24% de linalol.

Amvam Zollo et coll., en 1998, analysent 1’huile essentielle d’O canum obtenue a
partir de feuilles récoltées au Cameroun et trouvent qu’elle contient 78.3% de 1,8-cinéole
accompagné de B—pinéne (5.8%).

Sanda et coll., en 1998(a), ont étudié les huiles essentielles obtenues a partir des
feuilles et des inflorescences récoltées au Togo; ils ont montré qu’elles contiennent du
terpinén-4-ol (21-30%) comme composé majoritaire, suivi du linalol (17-19%) et du y-
terpinéne (7-11%).

Ces résultats sont confirmés sur des échantillons de feuilles et de fleurs récoltés dans
14 régions différentes du Togo (1998b).

En 1998, Yayi travaille sur une douzaine d’échantillons récoltés au Bénin et confirme
le résultat d’Ayedoun: type a linalol (32-52%) suivi du terpinén-4ol (14-27%) auxquels
s’ajoute le B-caryophylléne. Certains échantillons d’huiles essentielles ont néanmoins comme

composant majoritaire le terpinen-4-ol (25-53%).
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Chalchat et coll., en 1999, rapportent des analyses réalisées sur 16 échantillons
d’huiles essentielles d’Ocimum canum du Mali et ils identifient deux nouveaux chémotypes,
'un 4 a-terpinéol (48-64%) et ’autre 3 méthyl chavicol/a-terpinéol (44-52% et 20-27%).

En 1999, Martins et coll. ont mis en évidence I’existence d’un chémotype a trans-
cinnamate de méthyle aux iles S. Tomé.

En 2000, Vieira et coll. ont étudi¢ I’huile essentielle de I’espece cultivée au Brésil et
ont montré qu’elle contient plus de 90% de (E)-cinnamate de méthyle.

Chagonda et coll., en 2000 ont réalis¢ 1’étude d’un chémotype a camphre (39.5%-
39.8%) pour P’espéce récoltée au Zimbabwe, accompagné d’un taux élevé de limonéne
(24.4%-25.1%).

En 2001, Yayi et coll. ont étudié deux chémotypes présents au Bénin: I’un a linalol
(32-50%) et ’autre a terpinen-4-ol (25-53%).

Ndoye, en 2001 a étudié les huiles essentielles extraites de feuilles récoltées Bitouala
et d’un autre lot acheté au marché de Bertoua au Cameroun et trouve qu’elles contiennent
respectivement (70% et 66.1%) de 1,8-cinéole.

En 2002 Mondello et coll. ont étudié deux chémotypes de I’espéce O. canum, I’'un a
citral (37.7% de géranial et 27.9% de néral), I’autre a camphre avec un taux de 38.6%.

En 2002, Naithani et Kakkar ont étudié I'huile essentielle de cette espéce et ont
montré qu’elle contient du (E)-cinnamate de méthyle, accompagné du camphre et du citral.

Jirovetz et coll., en 2003, étudient ’espéce récoltée au Sud de I’Inde et trouvent
qu’elle contient le (E)-cinnamate de méthyle (72.1%), le (Z)-cinnamate de méthyle (9.1%), le
camphre (6.0%) et le B-sélinéne (3.4%).

De Vasconcelos et coll., en 2003, trouvent que les huiles essentielles obtenues a partir
des feuilles, des inflorescences et des racines récoltées au Nord Est du Brésil contiennent
comme composé majoritaire dans les feuilles et les inflorescences le (E)-cinnamate de
méthyle (82.7%-97.5%) et de I’eugenol (88.2%) dans les racines.

Ngassoum et coll., en 2004 ont étudié les huiles essentielles de deux variétés
chimiques de I’espéce O. canum cultivée au Cameroun: la variété de type I est riche en linalol
(44.9%) et géraniol (38.2%) tandis que la variété de type II est caractérisée par un taux élevé
de limonene (41.5%) et de 1,8-cinéole (10.1%).

Djibo et coll.,, en 2004, ont étudié I’espéce du Burkina Faso et ont montré que le
composé majoritaire est le 1,8-cinéole.

On peut conclure que plusieurs chémotypes ont été identifiés pour O. canum (ou O.

americanum).
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- certains sont dominés par des composés terpéniques: on peut citer le linalol
(susceptible d’étre associé a des taux élevés de terpinén-4-ol, de B-caryophylléne ou de
géraniol), le camphre, le 1,8-cinéole, I’a-terpinéol, le limonéne et enfin le citral;

- trois autres chémotypes sont dominés par des constituants aromatiques issus de la
voie de I’acide shikimique: le (E)-cinnamate de méthyle, I’eugénol ou le méthyl chavicol.

Ces résultats confirment la variabilité chimique généralement observée au sein du
genre O. canum et qui se retrouve pour ’espece O. canum. On peut donc s’attendre a des

effets biologiques différents suivants les chémotypes considérés.

> Investigation biologique

Nous ne citerons que les études biologiques les plus récentes relative a 1’huile
essentielle O. canum.

Amvam Zollo et coll., en 1998 ont étudié les activités antifongiques des huiles
essentielles de plantes aromatiques camerounaises; ils ont montré que 1’huile essentielle d’O.
canum riche en 1,8-cinéole ne présentait aucune activité antifongique vis a vis de
Microsporum gypseum, d’Aureobasidium pullulans, d’Aspergillus flavus, de Trichoderma
viride et de Candida albicans selon la métode en «micro-atmosphére».

Singh et coll., en 1998 ont montré que I’huile essentielle extraite des feuilles d’O.
canum originaire d’Inde présentait une activité antifongique a 300ppm vis a vis de
Colletotrichum falcatum, R. solani et de Colletotrichum paradoxa.

Chaumont et coll., en 2001, ont testé cette huile essentielle contre differentes souches
bactériennes de la microflore cutanée.

L’espece O. canum riche en (E)-cinnamate de méthyle, en camphre et citral a présenté
des activités antifongiques et antibactériennes potentielles. (Cimanga et coll., 2002).

Cimanga et coll,, en 2002a, trouvent que l’huile essentielle d’0. americanum
présente une faible activité antifongique et qu’il n’y a aucune corrélation entre ’activité
antifongique et la composition chimique caractérisée par la présence d’un taux élevé de 1,8-
cinéole, a et B-pinéne et de p-cymene, dans une essence obtenue a partir des feuilles récoltées
en République Démocratique du Congo.

Les mémes auteurs effectuent la méme étude, également en 2002b, sur I’activité
antibactérienne d’autres échantillons; et ils trouvent qu’il n’y a aucune corrélation entre

Pactivité antibactérienne et la composition chimique (1,8-cinéole, a et B-pinéne, p-cyméne,
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cryptone ou thymol) de cette essence obtenue a partir des feuilles récoltées en République
Démocratique du Congo.

Une étude réalisée a partir d’extraits aqueux d’(). canum du Ghana a montré les
potentialités de cette espece dans le traitement cardio-vasculaires (Nyarho et coll., 2003).

Oussou et coll., en 2004 trouvent que !'huile essentielle riche en terpinén-4-ol
(26.9%) et B-caryophylléne (22.4%) obtenue a partir des feuilles récoltées en Cote d’Ivoire
présente une activité antibactéricnne intéressante.

En 2005, Bassole et coll. ont trouvé que les huiles essentielles obtenues a partir des
feuilles et des fleurs d’O. canum récoltées au Burkina IFaso contiennent respectivement du
1.8-cinéole (60.1%) et du pipéritol (68.5%). ls ont ensuite montré que les essences obtenues a
partir des feuilles présentent une forte activité contre les bactéries Gram + tandis que celles

obtenues & partir des fleurs ne présentent pas d’activité antimicrobienne significative.

5- 2- 3 - Résultats et discussion

L hydrodistillation pendant 3 heures des feuilles d’Ocimum canum récoltées a
Adjahonme le 18 septembre 2003 a donné une huile essentielle avec un rendement de 0.5%
(m/m).

Les résultats de I’analyse chimique de cet échantillon sont consignés dans le

tableau 18.

Planche 9 : Ocimum canum Sims
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Tableau 18 : Composition chimique de I’huile essentielle de feuilles d’ Ocimum canum

Sims.
Nom des composés *IR %
a-thujene 928 1.3
o-pinene D27 2.0
camphene 952 0.3
sabinene 968 0.2
B-pinéne 972 0.1
acetate de (Z)-3-hexényle 979 0.2
myrceéne 985 2.1
o-phellandrene 1016 1.4
a-terpinene 1020 1.7
limonene 1030 34
y-terpinéne 1058 6.9
hydrate de sabinéne 1065 1.0
terpinoléne 1087 1.3
linalol 1097 14.7
acetate d’octén-3-yle 1101 0.6
camphre 1139 1.0
borneol 1150 0.3
terpinén-4-ol 1189 41.1
p-cymen-8-ol 1192 0.6
o-terpinéol 1205 0.4
acétate de fenchyle 1219 0.9
acétate de phenyl éthyle 1238 0.2
acétate de bornyle 1282 0.4
acétate de myrtényle 1318 0.4
butyrate de (Z)-3-hexényle 1368 0.2
f3-caryophylléne 1439 4.1
trans-o-bergamotene 1446 48
a-humulene 1470 0.5
germacrene D 1486 24
B-bisabolene 1510 0.2
nérolidol 1598 0.4
oxyde de caryophylléne 1611 0.1
Monoterpénes hydrocarbonés 20.7
Monoterpénes oxygénés 60.8
Sesquiterpénes hydrocarbonés 12.0
Sesquiterpénes oxygénés 0.5
Dérivés aliphatiques 1.0
Composé aromatique 0.2
Total 95.2

*IR sur une colonne DBI1
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Figure 17 : Répartition des constituants dans I"huile essentielle des feuilles d*Ocimum canum

Sims

[’analyse des résultats montre que [’huile essentielle est riche en monoterpenes
oxvgénes, dominée par le terpinén-4-ol (41.1%) accompagné du linalol (14.7%). Ces résultats
sont similaires a ceux obtenus par Ayedoun en 1995 sur un 1" échantillon récolté a Save.

Cette composition chimique rappelle également celle décrite par Yayi en 1998 pour
certains  €chantillons riches en terpinen-4-ol, lors de ['étude d'un chémotype a
«linalol/terpinén-4-ol/B-caryophylléne», le plus souvent dominé par le linalol.

Compte tenu de cette composition chimique. on ne prévoit pas d’activité
antiradicalaire, en revanche une activité anti-infammatoire pourrait étre observée compte tenu
de la teneur élevée en alcools terpéniques. Les résultats de ces investigations biologiques

seront présentés dans la troisicme partie.
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5-3- Ocimum gratisimum L.

Synonyme : O. viride Willd.

Nom usuel : Gros Basilic

Noms vernaculaires : Fon: Tchao
Yoruba : Simonua

Mina : Esuru

5- 3-1 - Botanique et utilisation

C’est une plante herbacée sous ligneuse atteignant 1,5m de haut, avec des feuilles
opposées, elliptiques ou ovales elliptiques, a marge dentée, d’environ 10cm de long.

Les inflorescences sont des épis de petites fleurs a corolle blanche. Le calice est
persistant apres la chute de la corolle, renflé a la base.

L’Ocimum gratissimum est une espéce pantropicale, introduite et cultivée.

En médecine traditionnelle, le macéré aqueux de la pulpe ou des parties aériennes est
administré per os dans les dictocies, les douleurs pelviennes, les dysménorrhées, les colliques,
les candidoses digestives, les vomissements.

Le décocté aqueux des feuilles, additionné de jus de citron, est un antitussif per os.

Le suc des feuilles est administré per os dans les angines, la géophagie et la
malnutrition.

Le suc des feuilles fraiches écrasées, est un antidiarrhéique et un antidysentérique par
voie orale (Adjanohoun et coll., 1986).

Les feuilles fraiches sont conseillées aux femmes aprés accouchement, pour les
consommer aprés cuisson.

Les feuilles triturées, appliquées sur les dents, sont utilisées contre les algies dentaires;
en décoction, elles sont utilisées contre le diabéte ou la constipation douloureuse: associées
aux pétioles de bananier, elles servent & préparer un emplatre placé sur les fractures
(Adjanohoun et coll., 1988).

L’infusé des feuilles utilisé par voie orale combat les flatulences (Adjanohoun et

coll., 1983).
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Les inflorescences de la plante sont indiquées comme aromates dans la composition de

nombreuses préparations culinaires.

5 -3-2 - Travaux antérieurs

> Etude chimique

Les études chimiques menées sur ’espece Ocimurn gratissimum sont anciennes et tres
nombreuses.

Guenther, dés 1948, indiquait que les huiles essentielles d’Ocimum gratissimum
pouvaient étre classées en deux groupes, riches en thymol ou en eugénol.

En 1997, dans une revue des travaux réalisés sur cette espéce, Lawrence, rapportait
I’existence d’autres chémotypes caractérisés par:

e des teneurs élevées en méthyl eugenol/eugenol (47%/19%) chez une espéce
récoltée au Brésil dans la région amazonienne (Votrowscksy et coll., 1990)

o des teneurs élevées en eugénol/1,8-cinéole (40%/12%) chez une espéce malgache
(De Medici et coll., 1992)

e des teneurs élevées en eugénol/B-caryophyllene (20%/40%) dans [I’huile
essentielle d’un échatillon récolté en Aruba (Fun et coll., 1990).

o des teneurs élevées en linalol/méthyl chavicol (46%/21%) (Lawrence et coll.,
1992).

On peut citer également 1’identification d’autres chémotypes, caractérisés par:

e Une forte proportion de géraniol (84-88%) (Denys et Simon, 1992).

¢ Une teneur élevée en cinnamate d’éthyle (67%) (Ali et Shamsuzzaman, 1967).

e Un taux élevé en citral (Hegnauer R., 1966)

De nombreuses investigations ont ét¢é menées sur des échantillons de I’espéce O.
gratissimum d’origines diverses sans qu’ait été mis en évidence un nouveau chémotype:

e Menut et Valet, en 1985, ont montré que 1’huile essentielle obtenue a partir des
feuilles de 1’espéce cultivée au Cameroun, est particuliérement riche en thymol (65.4%)
accompagné de p-cymene (9.9%), du B-pinéne (8.9%), du camphéne (4.2%) et de 1’eugénol
(0.6%).

e Bissangou, en 1993, analyse deux échantillons d’huile essentielle du Congo et

trouve 34.3 et 47.7% de thymol, 27.2 et 17.2% de p-cyméne et du myrcéne (4.2 et 1.4%).
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¢ Pino et coll., en 1996 analysent les huiles essentielles extraites des feuilles et des
fleurs récoltées a Cuba; ils montrent qu’elles sont comparables, puisque les constituants
majoritaires sont les mémes: thymol (19.4 et 27.3%), p-cyméne (14.0 et 12.8%) et B-
caryophylléne (7.2 et 11.5%).

e Vahirua et coll.,, en 1997, analysent 11 échantillons d’O. gratissimum récoltés a
Teva i Uta, 8 étant obtenus a partir des feuilles et les 3 autres a partir des sommités fleuries.
Les huiles essentielles montrent une grande similitude en regard des constituants majoritaires:
dans les feuilles, on a I’eugénol (71.1%-82%), accompagné du 1,8-cinéole (7.5%-15.6%) et
dans les sommités fleuries on a 74.5%-77.2% d’eugénol avec 5.5%-15.6% de 1,8-cinéole.

Plusieurs études sont parues en 1998:

e Pino et coll., ont réalisé une étude comparative sur les méthodes d’extraction
(hydrodistillation, extraction au solvant et extraction au CO, supercritique) d’Ocimum
gratissimum et ils ont étudié 1’influence du mode d’extraction sur la teneur en thymol.

e Sanda et coll. (1998a) ont fait des investigations sur le genre Ocimum du Togo, ils
ont confirmé que le thymol, le y-terpinéne et le p-cymene étaient les composés majoritaires de
1’Ocimum gratissimum.

e Amvam Zollo et coll., analysent I’huile essentielle obtenue a partir des feuilles
récoltées au Cameroun et trouvent qu’elle contient 46.2% de thymol accompagné du y-
terpinéne (20%).

o Yusuf et coll. ont montré que les huiles essentielles obtenues a partir de plantes
originaires de Bengladesh et d’Inde contiennent respectivement 58.2% de thymol et 66.5%
d’eugénol.

e En 1999, Martins et coll., ont étudié les huiles essentielles de S. Tomé et ils ont
montré qu’elles contiennent du thymol (48.1%) et du p-cymeéne (12.5%).

¢ En 2000, Kéita et coll. ont trouvé le thymol (46%), le p-cyméne (12%) et le y-
terpinene (17%) dans I’huile essentielle des feuilles récoltées en République de Guinée.

e Kishore Dubey et coll, en 2000, montrent que I’huile essentielle d’O.
gratissimum récoltée en Inde, riche en cinnamate d’éthyle, présente une activité antifongique
intéressante.

e En 2000, Vieira et coll. ont trouvé 1’eugénol (40-66%), et le thymol (31%), dans

'huile essentielle obtenue a partir des feuilles de 1’espéce récoltée au Brésil.
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e En 2001, Pandey et coll., ont analysé I’huile essentielle de la partie aérienne de
1’0. gratissimum récoltée a Madhya Pradesh; ils montrent qu’elle contient de 1’eugénol
(84.8%), du linalol (1.9%), du limonene (1.7%) et du méthyl eugénol (1.5%).

¢ Sanda K. et coll., en 2001, trouvent que la composition de I’huile essentielle d’O.
gratissimum récoltée au Togo dépend de la période de récolte; elle contient majoritairement
du p-cyméne (23%) aprés sa plantation, mais, cinq mois aprés, le thymol devient le composé
majoritaire (27-30%).

o En 2001, Yayi E. et coll,, ont identifi¢ le thymol, le p-cymene et le y-terpinéne
comme composés majoritaires de 1'huile essentielle des feuilles d’Ocimum gratissimum
récoltée au Bénin.

e En 2004, Silva et coll. ont étudié un chémotype a fort taux d’eugénol (54.0%) et
de 1,8-cinéole (21.6%).

e La méme année, Yayi. et coll. confirment I’existence d’un chémotype a thymol
dans I’huile essentielle extraite des feuilles d’O. gratissimum récoltées au Bénin dans une
étude complete de variabilité chimique des échantillons en fonction de la croissance de la
plante.

e En 2005, Owusu-Ansah et coll. ont montré que ’huile essentielle obtenue a partir
des feuilles de I’espéce Ocimum gratissimum récoltées au Ghana est riche en thymol.

e La méme année, Jirovetz et coll. ont également décrit un chémotype a thymol
pour I’espéce Camerounaise et ils ont testé son activité insecticide.

En résumé on peut considérer que le chémotype a thymol est généralement présent sur
le continent africain (Yayi, 2004) tandis que le chémotype a eugénol est répandu sur le
continent asiatique (Yusuf, 1998).

Enfin les huiles essentilles obtenues a partir de ’espéce O. viride (qui est considéré
comme un synonyme d’O gratissimum) sont également caractérisées par un taux élevé en
thymol (Gupta, 1996; Gulati, 1979; Ekundayo, 1986; Talalaj, 1964; Sobti, 1978) avec un
taux compris entre 33% (Talalaj, 1964) et 75% (Sobti, 1978).

> Investigation biologique

Différentes investigations biologiques ont ét¢ menées sur 1’huile essentielle ou les
extraits d’Ocimum gratissimum.

Amvam Zollo et coll., en 1998 ont montré que I’huile essentielle d’O. gratissimum

riche en thymol présentait une activité antifongique vis a vis du Microsporum gypseum,
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Aureobasidium pullulans, de ['Aspergillus flavus, du Trichophyton rubrum, de Candida
albicans et de Cryptococcus neoformans, ceci a été démontré par la méthode de «micro-
atmosphére».

Nakamura et coll., en 1999, montrent que I’huile essentielle d’O. gratissimum riche
en eugénol inhibe le Staphylococcus aureus a une concentration de 0.75pug/mL, tandis que la
concentration minimale inhibitrice observée pour Shigella fexneri, Salmonella enteritidis,
Escherichia coli, Klebsiella sp et Proteus mirabilis varie de 3 a 12ug/mL.

Kishore Dubey N. et coll., en 2000, montrent que I’huile essentielle d’O. gratissimum
récolté en Inde et riche en cinnamate d’éthyle présente une activité antifongique intéressante.

En 2001, Chaumont J. P. et coll. ont étudi€ les activités anti-microbiennes de 1’huile
essentielle d’0. gratissimum a thymol; ils ont montré qu’elle inhibe le développement de
plusieurs champignons pathogeénes.

En 2002, Cimanga K. et coll. ont testé l’activité antimicrobienne de I’essence
d’Ocimum gratissimum de la République Démocratique de Congo, riche en thymol, ils ont
montré que cette huile essentielle avait une faible activité vis-a-vis des bactéries étudiées.

En 2003 Sahouo G. et coll. ont étudié I’activité anti-inflammatoire potentielle de
I’huile essentielle d’ O. gratissimum en testant son action inhibitrice sur deux enzymes: la
cyclooxygénase (Prostaglandine H Synthese) et la lipoxygénase L-1 de soja. Ils ont trouvé des
pourcentages d’inhibition (IC50) de 125ug/mL et 144ug/mL respectivement.

En 2004, Oussou K. R. et coll, ont montré que I’huile essentielle d’Ocimum
gratissimum présentait une activité bactéricide et bactériostatique.

La méme année, Nakamura C. et coll., ont montré que ’huile essentielle d’Ocimum
gratissimum présentait une activité antifongique intéressante sur 4 espéces de Candida.

Tchoumbougnang et coll, en 2005 ont mis en évidence une faible activité
antimalariale pour un échantillon d’huile essentielle d’O gratissimum a thymol (11.2%) et y-
terpinéne (21.9%).

Une activité insecticide a également été mise en évidence la méme année par Jirovetz
et coll., pour une huile essentielle d’O gratissimum d’origine camerounaise et dominée par le
thymol (47.7%) et le y-terpinéne (14.3%)

Enfin Agnaniet et coll, en 2005a, ont mis en évidence l’existence de deux
chémotypes pour I’Ocimum gratissimum au Gabon : le premier est riche en eugénol (75.4%),
et germacrene D (6.2%); le deuxi¢me est caractérisé par une forte teneur en p-cyméne

(33.3%) et en thymol (31.5%). La variété chimique la plus active pour ses propriétés

97



Deuxieme Partie : Composition chimique des huiles essentielles

antiradicalaires étant la vari¢té riche en eugenol (7.5mg/L) contre 317mg/l. pour I’huile

essentielle riche en thymol.
5-3-3- Résultats et discussion
[’hydrodistillation des feuilles et fleurs récoltées a Gbégamey (Cotonou) a donné des
huiles essentielles avec des rendements de 0.8% et 0.2% (m/m) respectivement (tableau 19).
Les résultats de nos investigations sur la composition chimique de ces échantillons

sont consignés dans le tableau 20.

Tableau 19 : Extraction des huiles essentielles d’Ocimum gratissimum L.

Echantillons Date et lieu de la Méthode Rendement
récolte d’extraction (%)
1 18/08/02 a Cotonou hydrodistillation 0.8
feuilles
2
Sommités 20/08/02 a Cotonou hydrodistillation 0.2
fleuries

Planche 10 : Ocimum gratissimum L.
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gratissimum L,

Tableau 20 : Composition chimique des échantillons d’huiles essentielles d’ Ocimum

Nom des composés *IR 1 (%) 2 (%)
a-thujéne 922 8.2 -
o-pinene 934 152 -
camphene 948 0.3 -
sabineéne 969 -
B-pinéne 974 0.7 -
myrcéne 985 6.4 0.5
a-phellandréne 997 0.5 -
a-terpinéne 1011 4.2 -
p-cyméne 1018 17.6 -
limoneéne 1024 2.5 -
1,8-cinéole 1025 21 29
(E)-B-ocimene 1041 0.3 -
y-terpinéne 1054 20.0 -
trans-oxyde de linalol 1067 - 3.2
cis-oxyde de linalol 1071 - 24
p-cymeénéne 1077 2.2 -
terpinoléne 1085 0.1 -
linalol 1091 0.2 85.7
bornéol 1160 0.2 -
butanoate de méthyle 1172 - 1.2
terpinen-4-ol 1180 1.2 -
p-cymen-8-ol 1185 0.2 -
a-terpinéol 1188 0.1 1.4
thymol méthylether 1235 0.3 -
thymol 1281 26.9 -
carvacrol 1288 0.7 -
o-copaéne 1370 0.1 -
B-caryophylléne 1417 1.2 12
trans-o-bergamoteéne 1429 0.1 3
o-humuléne 1449 0.2 -
germacrene D 1478 0.1 -
B-selinéne 1485 0.4 -
o-selinene 1592 0.2 -
&-cadinene 1515 0.1 -
oxyde de caryophylléne 1611 0.2 1.2
Monoterpénes hydrocarbonés 62.3 0.5
Monoterpénes oxygénés 31.9 95.6
Sesquiterpénes hydrocarbonés 2.4 1.2
Sesquiterpénes oxygénés 0.2 1.2
Composés aromatiques 2.2 -
Dérivés aliphatiques - 1.2
Total 7 99.0 99.7

1 = Feuilles récoltées a Cotonou le 18/08/02.
2 = Sommités fleuries récoltées a Cotonou le 20/08/02.
*IR= sur une colonne DB

99



Deuxiéme Partie : Composition chimique des huiles essentielles

@ Feuilles

B Sommités feuries
MTH = Monoterpénes hydrocarbonés
MTO= Monoterpenes oxygénes
STH= Sesquiterpenes hydrocarbonés

T o G = STO=  Sesquiterpénes oxygénés
SH STO CA DA CA= Composés aromatiques
_ — DA= Dérivés aliphatiques

Figure 18 : Répartition des constituants dans les huiles essentielles d°Ocimum gratissimum L.

(feuilles et sommités tleuries)

[."huile essentielle obtenue a partir des feuilles récoltées sur plusieurs pieds localisés
dans un méme champ de culture contient majoritairement 26.9% de thymol accompagné de
20% de y-terpinéne et de 17 6% de p-cyméne. Elle est de type «thymol» (Vahirua-Lechat et
coll.,, 1997; Martins et coll., 1999).

[."essence obtenue a partir des sommités fleuries récoltées sur un autre lot de plantes
donne des résultats completement différents : cet échantillon peut étre classé dans le
chémotype & linalol (85.7%).

Enfin, sachant que les huiles essentielles a thymol présentent généralement une
activité antimicrobienne et antiradicalaire. la composition chimique de ['échantilion 1, riche
en composes phénoliques, laisse prévoir une activité antiradicalaire que nous avons testée; les
résultats sont présentés dans la troisieme partie.

Les résultats de notre analyse chimique de |"¢chantillon de type «thymol» (échantillon
1) ont été publiés (Tchoumbougnang, 2006) conjointement a d’autres variétés ou espéces
récoltées dans différentes zones géographiques africaines; ils illustrent la variabilité chimique

observée au sein du genre Ocimum.
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6 - FAMILLE DES MYRTACEAE

6- 1 - Pimenta racemosa (Mill.) J. W. Moore.
Synonyme : Pimenta acris Kostel
Syzygium racemosum DC
Pimenta racemosa (Mill.) J. W. Moore.

Noms usuels : Bay rum tree, «Bois d’Inde» (en Guadeloupe).

6- 1- 1 - Botanique et utilisation

C’est un arbre pouvant atteindre 15m de hauteur, avec une écorce lisse, blanchatre et
un bois dur et lourd. Les feuilles sont elliptiques de 4 a 12 cm de longueur, 2,5 a 8 cm de
largeur, a nervures saillantes dessus et dessous. Son tube floral est cupuliforme; son calice 5-
lobé; ses pétales blancs, longs de 3Imm (Adjanohoun et coll., 1985).

Il est cultivé au Vénézuela, au Puerto Rico, dans les Caraibes, surtout en République
Dominicaine et en Jamaique pour la production d’huile essentielle a partir des feuilles; ’huile
est communément appelée «bay oil» ou «Myrcia oily.

Cette espece ne doit pas étre confondue avec Pimenta dioica (L) Merr., I’Allspice,
Pimenta, ou «Quatre épices» a Maurice, ou elle est occasionnellement cultivée pour
aromatiser les mets, dont les curry etc. (Leung et Foster, 1996).

Les usages culinaires sont les mémes que ceux du «laurier sauce» (Laurus nobilis)
mais ils sont beaucoup moins répandus.

Les feuilles de Pimenta racemosa sont exploitées dans 1’industrie pour 1’obtention de
I’huile essentielle de «bay». Au Bénin, elles sont utilisées dans les préparations culinaires ot

’espece est connue sous le nom de «laurier saucey.

Cette espéce est également utilisée pour diverses propriétés thérapeutiques.

Une décoction de morceaux d’écorce, prise en tisane, est utilisée contre
I’hypertension.

L’huile essentielle extraite des feuilles présente des propriétés antiseptiques et
astringentes; elle est modérément toxique par voie orale a cause de sa teneur élevée en phénol,
mais en principe elle ne donne pas lieu a des réactions allergiques chez I’homme. (Opdyke,

1973).
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Elle est utilisée dans la fabrication de crémes, lotions, détergents, ou dans les
shampoings. Elle est également utilisée en parfumerie (Opdyke, 1973).

Pimenta racemosa var. grisea, mieux connu sous le nom de «ozua» (Germosen,
1995), est utilisé pour ses propriétés anti-inflammatoires et analgésiques (Duke, 1986;
Robineau, 1991).

Les feuilles sont utilisées per os en association avec les feuilles d’Ocimum basilicum
et de Chenopodium ambrosioides ou avec celles de Pluchea symphitifolia comme fébrifuge
(Ayedoun, 1995).

6- 1- 2 - Travaux antérieurs

> Etude chimique

On distingue cinq variétés dans 1’espéce Pimenta racemosa: var. grisea (Kiaerskov),
var. hispaniolensis (Urban) Landrum, var. ozua (Urban et Ekman) Landrum, var. terebinthina
(Burret) Landrum et var. racemosa (Landrum, 1986).

McHale et coll. (1977) ont analysé les huiles essentielles de trois variétés de bay:
Pimenta racemosa, P. acris var. citrifolia et une variété “anisée”; 1’eugénol (56.2%) et le
chavicol (21.6%) sont les constituants majoritaires de la 1°° espéce tandis que le
méthyleugénol (43.1%) et le méthylchavicol (31.1%) dominent pour la variété anisée.

L’huile esssentielle de P. acris var. citrifolia se caractérise par un taux de citral
supérieur a 80%.

En 1991, Tucker et coll. ont étudié la composition chimique des huiles essentielles
des feuilles de trois variétés de P. racemosa de la République Dominicaine: P. racemosa var.
grisea, est dominée par le géraniol, le méthyl eugénol ou le trans-méthyl isoeugénol; P.
racemosa var. hispaniolensis est dominée par le 1,8-cinéole, le méthyl chavicol, le méthyl

eugénol, le y-terpinéne, le terpinen-4-ol ou le thymol; P. racemosa var. ozua est caractérisée

par des taux élevés en 1,8-cinéole, limonéne ou a-terpinéol. L’huile essentielle de «Bay»
commune (Pimenta racemosa var. racemosa) est dominée par des constituants aromatiques :
chavicol, eugénol et méthyl eugénol.

En 1995, Abaul et coll. ont retrouvé en Guadeloupe les trois variétés chimiques
décrites par McHale en 1977 c’est a dire la variété «girofle» dominée par 1’eugénol, la variété
«anisée» dominée par D’estragole et le méthyl eugénol et enfin la variété «lemon »

caractérisée par un taux élévé de citral (70%).
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Bello et coll. (1995, 1998) ont effectué ’analyse chimique de I’huile essentielle
extraite de feuilles de Pimenta racemosa récoltées a Cuba; ils ont montré que les composés
majoritaires étaient le terpinén-4-ol (20.7%) et le 1,8-cinéole (20.4%), accompagnés par des
constituants aromatiques tels le méthylchavicol (10.8%), le chavicol (10.1%) et ’eugénol
(10.7%).

En 1996, Ayedoun et coll. ont montré que I’huile essentielle du Bénin est comparable
a une huile essentielle commerciale classique; elle est dominée par 1’eugénol (52.7%), le
myrcéne (26.6%) et le chavicol (6.3%).

En 2001, Bello et coll. ont repris I’étude des huiles essentielles de différentes
Myrtacées de Cuba et notamment de Pimenta racemosa var. racemosa: ils ont trouvé une
composition chimique comparable a celle précédemment décrite; elle est dominée par le
terpinén-4-ol (20.7%) le 1,8-cinéole (20.4%) mais avec, également, des taux importants
d’eugénol (10.7%) et d’a-terpinéol. (10.0%).

Enfin, en 2002, Garcia et coll. ont analysé les huiles essentielles obtenues a partir des
feuilles de deux variétés de Pimenta racemosa rencontrées en République Dominicaine:
Pimenta racemosa var. terebinthina et Pimenta racemosa var. grisea. Ils ont montré que la
variété terebinthina était caractérisée par 27% d’acétate de terpinyle, 20% d’a-terpinéol et
12.6% de 4-méthoxy eugénol tandis que la variété grisea contenait 75.2% de 4-méthoxy
isoeugénol, et de 4-méthoxy eugénol (4.5%).

Selon la Norme Internationale ISO/FDIS 3045 (Normes AFNOR, 2004), I’huile
essentielle de bay (Pimenta racemosa) contient de 42% a 56% d’eugénol, de 8% a 13% de

chavicol et 20% a 30% de myrcéne.

> Investigation biologique

Les applications de I’huile essentielle de bay sont nombreuses.

Elle est utilisée dans la fabrication de cremes, lotions, détergents, ou dans les
shampoings. Elle est également utilisée en parfumerie. Elle présente des propriétés
antiseptiques et astringeantes, mais on lui attribue également une toxicité modérée par voie
orale, en raison de sa teneur élevée en phénol sans toutefois donner lieu a des réactions
allergiques (Opdyke, 1973).

L’huile essentielle entre dans la formule brevetée d’une composition cosmétique

capillaire (Orenga, 2003).
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Les propriétés biologiques les plus revendiquées sont les effets antimicrobiens qui
s’expliquent par la teneur élevée en phénols. Les études sont nombreuses et nous ne citerons
que les plus récentes:

Aurore et coll., en 1998, étudient les activités antibactériennes et antifongiques des
huiles essentielles de trois variétés chimiques de Pimenta racemosa sur 5 bactéries
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et
Mycobacterium smegmatis) et sur 5 champignons (Candida albicans, Aspergillus niger,
Abisidia corymbifera, Penicillium verrucosum et Cladosporium cladosporioides) Les trois
variétés «chimiques» énumérées sont les chémotypes a citral/a méthyl chavicol-méthyl
eugénol/ et & chavicol-eugénol.

Les souches fongiques ont été les plus sensibles, mais seule une activité
bactériostastique a pu €tre mise en évidence.

En 2000, Delespaul et coll. ont montré que 1’huile essentielle de la variété chimique
de Pimenta racemosa riche en eugénol (60%) présentait une forte activité antifongique aussi
bien par contact que par la méthode en «micro-atmosphére» utilisant la phase «vapeur» de
I’huile essentielle.

En 2002, Burt et coll. ont montré que I’huile essentielle de Pimenta racemosa
présentait une forte activité antibactérienne sur /'Escherichia coli 0157:H7.

En 2004, Saenz et coll. ont montré que I’huile essentielle de Pimenta racemosa var.
grisea était active sur les bactéries Gram (+) et Gram (-) ce qui indique des potentialités pour
I'utilisation de cette variété comme agent microbiostatique, antiseptique et désinfectant.

On peut également noter quelques études biologiques réalisées dans des domaines
différents :

v' des travaux anciens font mention de potentialités anticancéreuses (Hartwell,
1970).

v des activités anti-inflammatoires ont été mises en évidence pour I’acide abiétique,
un diterpéne isolé de Pimenta racemosa var. grisea (Fernandez 2001a) ainsi que pour
I’extrait a solvant de Pimenta racemosa var ozua (Fernandez 2001b).

v' une activité nématicide a été notée pour I’huile essentielle de Pimenta racemosa,
au cours de I’é¢tude de plusieurs huiles essentielles sur Bursaphelenchus xylophilus, un

parasite du bois de pin (Park et coll., 2005)
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6-1-3 - Résultats et discussion

Les huiles essentielles étudic¢es ont ¢té obtenues par hydrodistillation pendant 2 heures
des feuilles de Pimenta racemosa récoltées dans deux régions du Bénin (Godomey et
Kouhounou) en 2003, 2004 et 2005 avec des rendements compris entre 0.9% (m/m) et 2.4%
(m/m) (tableau 21). Ces rendements sont similaires a ceux de la littérature qui indique des
valeurs comprises entre 0.6% et 5.0% (Bello et coll., 2001; Ayedoun et coll. 1996; Abaul et
coll., 1995).

On n’observe pas d’influence significative de la période de récolte sur le rendement en
huile essentielle. Les résultats obtenus par analyse chromatographique des différents

échantillons sont rassemblés dans le tableau 22.

Tableau 21 : Extraction des huiles essentielles de feuilles de Pimenta racemosa (Mill.) J.

W. Moore.
Echantillons Date et lieu de la Méthode Rendement

récolte d’extraction (%)
1 19/04/03 & Godomey hydrodistillation 1.60
2 28/05/03 a Godomey hydrodistillation 1.42
3 04/01/05 a Godomey hydrodistillation 0.90
4 28/02/04 a Kouhounou  hydrodistillation 0.99
5 30/12/03 a Kouhounou  hydrodistillation 1.78
6 15/04/03 a Kouhounou  hydrodistillation 2.40

Planche 11 : Pimenta racemusa (Mill.) J. W. Moore.
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Tableau 22 : Composition chimique des huiles essentielles d’échantillons de Pimenta
racemosa (Mill.) J. W. Moore. récoltées au Bénin

Nom des composés *IR 1(%) 2(%) 3(%) 4(%) 5%) 6(%)
a-pinéne 940 0.4 03 0.5 0.6 0.6 0.3
octen-3-ol 974 2.4 24 1.9 1 1.4 1.3
B-pinene 982 0.1 0.1 - - - -
myrcéne 993 25.1 25.2 30.9 294 293 219
o-terpinéne 1018 0.1 0.3 0.6 0.6 0.6 0.2
p-cymeéne 1022 0.7 0.6 0.4 0.8 0.9 0.8
limonéne 1034 3.0% W i 3.4* 4.0 3.8* 3.0*
1,8-cinéole 2.7 2.5*% 3.2* 2A4* 28 21T
(E)-B-ocimeéne 1043 0.2 0.1 0.3 - 0.2 -
y-terpinéne 1058 0.1 0.1 - 0.2 0.1
terpinolene 1089 0.2 0.2 - 0.3 - 0.1
linalol 1092 0.6 0.1 0.3 1.9 2 2.1
terpinén-4-ol 1178 0.8 0.7 0.7 0.9 0.8 0.8
o-terpinéol 1188 0.7 0.8 0.9 0.8 0.9 0.9
chavicol 1250 7.5 72 8.0 A | T 9.3
eugénol 1368 51.1 50.8 46.6 455 452 527
pB-caryophylléne 1440 0.1 - - 0.3 0.3 0.2
a-humuléne 1489 0.1 - - - 0.1 0.1
(E, E)-a-farnesene 1502 0.2 0.1 0.3 - 0.2 0.2
8-cadinéne 1533 0.1 0.1 - - 0.1 0.2
torréyol 1638 0.1 0.1 - 0.3 - 0.2
T-cadinol 1665 0.1 - - - - 0.2
Diterpéne (M+=272) 1941 0.6 U2 - - - 0.7
Diterpéne (M+ = 272) 1981 0.2 0.1 - - - 0.3
Monoterpénes hydrocarbonés 29.9 30.0 36.1 357 356 264
Monoterpénes oxygénés 4.8 4.1 5.1 6.0 6.2 59
Sesquiterpénes hydrocarbonés 0.5 0.2 0.3 0.3 0.7 0.7
Sesquiterpénes oxygénés 0.2 0.1 - 0.3 - 0.4
Dérivés aliphatiques 24 2.1 1.9 1.5 14 1.3
Composés aromatiques 58.6 58.0 54.6 52.6 529 62.0
Total 96.4 94.5 98.0 96.4 968 979

| = Récoltées a Godomey le 19/04/03; 2 = Récoltées a Godomey le 28/05/03.

3 = Récoltées a Godomey le 04/01/05; 4 = Récoltées a Kouhounou le 28/02/04.

5 = Récoltées a Kouhounou le 30/12/03; 6 = Récoltées a Kouhounou le 15/04/03.
*% relatifs calculés sur CARBOWAX 20M.
*IR sur colonne DBI.

Les spectres des composés non identifiés (NI) en annexe
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Figure 19 : Répartition des composés majoritaires dans les différents échantillons d huile

essentielle de Pimenta racemosa (feuilles)

On trouve donc une composition chimique «classique» dominée par 2 constituants
aromatiques phénoliques issus de la voie de |'acide shikimique (eugénol et chavicol)
accompagnés d’un monoterpeéne acyclique hydrocarboné, le myrceéne.

Les échantillons analysés répondent tout a fait aux normes recommandées par
PAFNOR.

Pour la variété chimique de type «girofle» a «eugénol-chavicol» (Abaul et coll.,
1995). on peut prévoir une activité antiradicalaire interessante; nous présentons ces résultats

dans la troisieme partie du mémoire.
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7-FAMILLE DES POACEAE

7- 1- Cymbopogon giganteus Chiov.
Synonyme : Andropogon giganteus
Nom usuel : Citronnelle de brousse

Noms vernaculaires : Waama : Yakimooribou

Yom : meunououse
Bambara : Trékala, Kékala, Tékala
Fon: Gbézin.

7- 1- 1 - Botanique et utilisation

Cymbopogon giganteus est une grande herbe vivace et odoriférante dont les
nombreuses tiges émergent d’une racine en forme de rhizome. La plante atteint 2 a 3 métres
de haut, avec des tiges flexibles comportant des entre-nceuds importants. Elle posséde des
feuilles planes, dont les bords sont rudes au toucher, ont 30 a 40 cm de longueur et 2 4 2.5 cm
de largeur, ses inflorescences sont en forme de barbe terminale de 30 & 40 cm et retombent au
fur et 4 mesure de leur maturité (Letouzey, 1972; Mabberley, 1990; Roberty, 1960).

D’odeur agréable, Cymbopogon giganteus est utilisée dans la médecine traditionnelle
africaine, le plus souvent seule, quelques fois en association avec d’autres plantes. Les
indications thérapeutiques concernent de nombreuses affections.

Au Togo, I’infusé des tiges feuillées est conseillé per os pour les maladies mentales et
les affections broncho-plmonaires (Adjanohoun et coll., 1986).

Au Cameroun, les racines séchées et pulvérisées sont employées en inhalation nasale
dans le traitement des maux de téte et du paludisme. Les tradipraticiens camerounais
attribuent a la plante des propriétés antipyrétiques (Bello, 1984).

Les peulhs I'utilisent dans le traitement de certains maux de téte et des maladies
mentales Les européens 1’ont utilisée au moment des épidémies de fievre jaune (Tchuella,
1964).

Au Burkina Faso, les sommités fleuries réduites en poudre sont utilisées en cataplasme
et en massage pour soulager la douleur des piqtres de scorpions (Fortin et coll., 1990).

Au Sénégal, Cymbopogon giganteus est employé pour ses propriétés fébrifuges,
antiseptiques pulmonaires, antiictériques et antimalariales. En Casamance les feuilles séches

servent en masticatoire pour les gingivites, les aphtes et stomatites chez les enfants, et comme

108



Deuxiéme Partie : Composition chimique des huiles essentielles

ingrédient stomachique. Le macéré de la plante entiere est donné en boisson comme
diurétique et tonifiant (Kerharo et Adam, 1974)

Au Mali, I’infusion de la plante entiére ou des fleurs est prescrite pour le traitement de
la bilharziose, de la fiévre jaune et de la jaunisse. Les décoctions des feuilles et des
inflorescences constituent un bon remede pur le traitement des dermatoses (Adjanohoun et
coll., 1979).

Au Mali, les décoctions des feuilles sont utilisées pour traiter le rhume, la
conjonctivite et la migraine (Adjanohoun et coll., 1979).

Une infusion des inflorescences de Cymbopogon giganteus et des feuilles de Vepris
heterophylla sont également utilisées dans le traitement de I’hypertension artérielle (Keita,
1986)

Au Niger, la partie aérienne est utilisée en décoction contre les douleurs
rhumatismales et les toux émétisantes chez I’enfant. Les décoctions des inflorescences sont
¢galement utilisées sous forme de boissons et de bains dans le traitement des hépatites

(Adjanohoun et coll., 1985)

7- 1- 2- Travaux antérieurs

> Etude chimique

L’huile essentielle de Cymbopogon giganteus a été beaucoup moins étudiée que celles
des essences commerciales des autres espéces du méme genre telles que C. citratus, C. nardus
ou C. winterianus.

Néanmoins, plusieurs études ont déja été menées sur I’epéce Cymbopogon giganteus.
Seules les plus récentes, concernant surtout les huiles essentielles des feuilles, seront
rappelées ici.

En 1991, Popielas et coll,, ont préparé I’huile essentielle a partir des inflorescences
récoltées a Bamako (Mali) avec un rendement de 1%. Cette essence est majoritairement
constituée de trans et cis-p-mentha-1(7),8-dién-2-ols (20.4-17.2%), du 1,2-époxyde de
limonéne (13.7%, stéréochimie non définie), du p—mentha-2,8-dién-1-o0l (10.7%, stéréochimie
non définie), du trans-isopipériténol (10.1%) et de la carvone (7.1%).

La méme année, Quamba a vérifié la similitude des huiles essentielles des feuilles
récoltées en Cote d’Ivoire et au Cameroun. Les composés majoritaires de 1’huile essentielle

sont le frans-p-mentha-1(7),8-dién-2-ol (de 25 a 32% respectivement), son isomeére cis (de 17
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a 19%), le trans-p-mentha-2,8-dién-1-ol (14 a 19%), son isomere cis (de 6 a 9%), le trans-
isopipériténol (de 6 & 7%), son isomére cis (de 7 & 8%) et la carvone (de 4 a 5%).

En 1997, Ayedoun et coll. ont isolé les essences de feuilles récoltées dans 3 régions
du Bénin avec un rendement de 0.8%. Ils ont trouvé des compositions chimiques similaires
qui se caractérisent toutes par la présence du limonene (18.4-23.6%), du trans-p-mentha-2,8-
dién-1-ol (13.9-22.5%), du trans-p-mentha-1(7),8-dién-2-0l (16.2-18.5%), du cis-p-mentha-
1(7),8-dién-2-0l (14.4-18.4%), puis du cis-p-mentha-2,8-dién-1-0l (7.6-8.6%); sont aussi
présents en faible pourcentage, ’a-terpinéol (2.1-4.4%), la carvone (2.3-3.2%), le trans-
isopipériténol (1.5-4.2%) et enfin le trans-carvéol (0.6-3.1%).

En 2000 Menut et coll, ont étudié les activités antioxydantes et la composition
chimique de 1’essence obtenue a partir des feuilles récoltées au Burkina Faso. Les mémes
types de constituants ont été retrouvés: 1’essence contient majoritairement 17.3% de
limonéne, 17% de trans-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol, 16.5% de cis-p-mentha-1(7),8-di¢n-2-ol,
13.8% de trans-p-mentha-2,8-dien-1-0l et 9.3% de cis-p-mentha-2 8-di¢n-1-0l; le cis-
isopipériténol (4.5%) et la carvone (4,1%) sont aussi présents a des teneurs non négligeables.

Sidibe et coll.,, en 2001, étudient huit échantillons d’huile essentielle obtenue a partir
de feuilles de C. giganteus récoltées sur deux sites (Sotuba et Sindo) du Mali; le méme type
de composition est retrouvé dans les échantillons: les trans et cis-p-mentha-1(7),8-dién-2-ols
(24.0-35.2%) et (16.0-24.0%), et les trans et cis-p-mentha-2,8-dién-1-ols, (13.3-16.2%) et
(8.2-10.2%). On note aussi la présence du limonene dans des proportions variables (0.5-
13.2%), de la p-méthylacétophénone (3.2-6.0%) et de la carvone (0.1-2.9%).

Ces travaux font suite aux travaux préliminaires, présentés par Chalchat et coll.,
1998, qui décrivent les mémes profils chromatographiques.

En 2003, Sahouo et coll. ont trouvé les mémes compos€s majoritaires dans 1’huile
essentielle extraite de feuilles fraiches de Cymbopogon giganteus récoltées au Sud de la Cote
d’Ivoire: les trans et cis-p-mentha-2,8-dién-1-ols, (26.2% et 11.9%), le limonéne (14.2%) et
les trans et cis-p-mentha-1(7),8-dién-2-ols (13.3% et 11.3%).

En 2004, Kanko et coll. ont effectué 1’analyse chimique de I’essence obtenue a partir
des feuilles de cette espéce récoltées en Cote d’Ivoire et ont trouvé comme composés
majoritaires le trans-p-mentha-2,8-dién-1-0l (20.7%), le trans-p-mentha-1(7),8-dién-2-ol
(19.6%), le cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-o0l (19.0%), le cis-p-mentha-2,8-dién-1-0l, (9.2%) et le
limonene (5.1%).

En 20006, Boti et coll. ont étudié ’huile essentielle de C. giganteus de Céte d’Ivoire
par une combinaison de deux méthodes analytiques: GC/MS et RMN °C; parmi les 46
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composés identifiés, on trouve les trans et cis-p-mentha-2,8-dién-1-ols, (18.4% et 8.7%), les

trans et cis-p-mentha-1(7),8-dién-2-ols (15.7 et 16.0%) accompagnés du limonéne (12.5%).

> Investigation biologique

Malgré une utilisation en médecine traditionnelle dans plusieurs régions d’Afrique,
peu d’investigations biologiques ont été réalisées sur C. giganteus et son huile essentielle.

Kimbi et Fagbenro, en 1996, ont mis en évidence I’efficacité de I’extrait aqueux de
Cymbopogon giganteus contre une souche de Plasmodium yoelii nigeriensis résistant a la
chloroquine.

En 2000, Menut et coll. ont étudié Iactivité antioxydante (test utilisant
’autooxydation accélérée du linoléate de méthyle) et I’activité antiradicalaire (test au DPPH)
de I’huile essentielle extraite des feuilles de Cymbopogon giganteus récoltées au Burkina
Faso; I’activité antiradicalaire est quasiment nulle tandis qu’une faible activité antioxydante
(facteur de 100 avec le BHT) a pu étre observée.

En 2003, Sahouo et coll. ont réalisé I’étude in vitro de I’activité anti-inflammatoire de
I’huile essentielle de C. giganteus de Cote d’Ivoire sur la lipoxygénase L-1 de soja et sur la
prostaglandine H synthase (PGHS) qui fait partie de la classe des cyclooxygénases; ils ont mis
en évidence une action interessante sur la lipoxygénase L-1 (IC50 = 130pug/mL) mais aucune
action inhibitrice sur la cyclooxygénase.

Les seules études sur le Cymbopogon giganteus du Bénin relatives a 1’analyse
chimique de son huile essentielle remontant & 1997, nous avons donc choisi de reprendre
I’examen de cette plante de maniére approfondie et de la compléter par une investigation

biologique dont les résultats seront présentés dans le troisiéme chapitre.
7- 1- 3- Résultats et discussion

L’hydrodistillation des feuilles séches de Cymbopogon giganteus récoltées dans deux
régions différentes (Setto et Savalou) en 2004 a donné des huiles essentielles avec des
rendements compris entre 0.4 et 0.6% (m/m) (tableau 23). On retrouve des rendements
similaires a ceux obtenus pour I’espéce ivoirienne (Boti, 2004; Kanko, 2004); mais ils sont
beaucoup plus faibles que ceux obtenus par Ouamba en 1991 (1.5-1.8%).

Les résultats des analyses chimiques des trois échantillons sont consignés dans le
tableau 24.
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Tableau 23 : Obtention d’huiles essentielles de feuilles de Cymbopogon giganteus Chiov.

du Bénin
Echantillons Date et lieu de la Méthode d’extraction  Rendement
récolte (%)
1 02/01/04 a Savalou hydrodistillation 0.52
2 13/01/04 a Setto hydrodistillation 0.42
3 10/08/04 a Setto hydrodistillation 0.60

Planche 12 : Cymbopogon giganteus Chiov.
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Tableau 24 : Composition chimique d’huiles essentielles de feuilles de Cymbopogon
giganteus Chiov.

Nom des composés *IR 1(%)  2(%)  3(%)
myrceéne 1002 - 0.1 0.1
p-cymene 1021 0.5 0.4 0.4
limonéne 1029 Tl 1.2 13.7
p-cymeéncne 1081 0.3 0.3 0.1
nonanal 1092 0.3 0.3 0.1
1,3,8-p-menthatriene 1105 - 0.1 0.1
trans-p-mentha-2,8-dién-1-ol 1118 14.3 14.0 16.4
cis-p-mentha-2,8-dién-1-ol 1132 10.1 10.3 9.5
trans-€poxylimonene 1138 0.1 0.1 0.1
tétrahydroacétophénone 1141 0.8 0.2 0.4
4-isopropénylcyclohex-2-¢énone 1155 1.4 1.1 1.2
p-méthylacétophénone 1170 0.3 0.4 0.3
3,9-époxymentha-1,8(10)-diéne 1189 21.2 24.3 6.4
trans-p-mentha-1(7),8-dién-2-ol 1.1 1.3 0.3
cis-dihydrocarvone 1193 0.1 0.2 6.4
trans-isopipériténol 1199 .1 7.6 7.1
trans-dihydrocarvone 1201 0.1 0.2 4.6
dihydropérillaldéhyde* 1202 0.1 0.2 -
p-menth-1-en-9-al 1203 - 0.1 -
N.I. (M=150) 1205 1.6 0.8 1.0
cis-isopipériténol 1215 4.5 5.1 3.9
trans-carvéol 1217 2.5 3.0 0.1
p-mentha-1(7),8-dien-2-one 1226 - 0.1 0.1
cis-p-mentha-1(7),8-dién-2-ol 1229 19.9 22.0 19.4
cis-carvéol 1237 4.2 4.5 29
N.I. (M=152) 1242 - 0.1 0.1
carvone 1244 0.6 1.0 0.5
hexanoate d’isoamyle 1267 0.6 0.2 0.2
isopipériténone 1270 - 0.1 0.2
périllaldéhyde 1272 0.4 0.4 1.8
octanoate d’isoamyle 1468 0.2 0.2 0.4
Composés aliphatiques | 0.7 0.7
Monoterpénes hydrocarbonés 8.5 2.1 14.4
Monoterpénes oxygénés 85.1 93.5 80.6
Composés aromatiques et dérivés 1.4 0.6 0.7
Total 95.8 96.9 96.4

I = Récoltées a Savalou le 02/01/04; 2 = Récoltées a Setto le 13/01/04
3 = Récoltées a Setto 10/08/04
*¥IR sur une colonne DB

*isomérie non déterminée
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La composition chimique de nos échantillons est comparable a ceux déja décrits pour
des échantillons d’autres provenances; ils sont caractérisés par une majorité de dérivés
oxygénés a squelette p-menthane, principalement les p-mentha-1(7),8-dién-2-ols et les p-
mentha-2,8-dién-1-ols qui représentent les deux tiers de I’essence.

Afin de compléter I’identification des composants mineurs, I’huile essentielle a été
fractionnée par chromatographie sur Florisil; 'opération a donné 6 fractions qui ont été
analysées et étudiées pour apprécier leur activité anti-inflammatoire.

L’identité des dérivés a-oxygénés du limoneéne a été vérifiée en oxydant celui-ci par
I’hydroperoxyde de tertiobutyle (t-buOOH) en présence de chrome hexacarbonyle [Cr(CO)g],
selon Guillon et coll. (2000); la réaction fournit plusieurs produits, dont une majorité des
deux cétones attendues, la carvone (12) et l'isopipéritone (13), présentes dans [’huile
essentielle.

La réduction de ces deux cétones «, B-insaturées, par AlLiHs dans I’éther anhydre a
conduit respectivement aux carvéols (7, 8) et aux isopipériténols (9, 10); ceci nous a permis
de confirmer leur présence dans I’huile essentielle.

Par ailleurs, on a procédé a I’oxydation ménagée de la fraction riche en alcools, par le
dioxyde de manganése (MnO;) activé dans le dichlorométhane (Ernest et coll.,, 1987). La
réaction n’est pas totale et on observe l'oxydation partielle des alcools secondaires: les
isopipériténols en isopipériténone (13), les carvéols en carvone (12) et le p-mentha-1(7),8-
dién-2-o0l en p-mentha-1(7),8-dién-2-one (14). Ce dernier produit instable, est en partie
isomerisé en carvone, beaucoup plus stable. Ce constituant avait été proposé par D’Souza et
coll,, en 2004 comme intermédiaire de biosynthése de cymbodiacetal, identifié dans
Cymbopogon martinii et qui proviendrait de la dimérisation de p-mentha-1(7),8-dién-2-one
(14). A notre connaissance, la présence de p-mentha-1(7),8-dién-2-one (14) en quantité
minoritaire dans ’huile essentielle de Cymbopogon giganteus est notée pour la premiere fois.
Les alcools tertiaires (3) et (4) ne sont pas oxydés, comme étant attendu.

Enfin, 1l est intéressant de noter une certaine stéréo-sélectivité de cette réaction
d’oxydation dans les conditions opératoires utilisées, puis que 1’on observe |’oxydation
préférentielle des isomeres cis dans le mélange.

Le processus biosynthétique observé dans la plante peut étre schématisé selon la
Figure 21.

Les quatre p-menthadiénols (3), (4), (5) et (6), composants caractéristiques de 1’huile
essentielle de Cymbopogon giganteus, dérivent vraisemblablement d’un époxylimonéne (2)

initialement formé. Les carvéols (7) et (8) pourraient dériver du méme intermédiaire. Des
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oxydations allyliques directes du limoneéne (1) peuvent expliquer la formation des
isopipériténols (9, 10) des carvéols (7, 8) et de I’alcool de périlla (15). L’époxymenthadieéne
(11) est probablement formé a partir des isopipériténols; on peut noter que ceux-ci ne

conduisent pas a la formation de menthafurane, comme cela intervient dans Mentha piperita
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(7),(18) i an ;U ;‘: (13)

dihydropérilla aldéhyde 1.3,8-p-menthatriéne 3,9-¢poxy-p-mentha-1,8(10)-diéne isopipériténone

Figure 20 : Processus biosynthétique proposé pour les constituants de Cymbopogon giganteus
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Comparaison entre les échantillons et la littérature

30
25
20 " trans—p—menthaZ,S-di_é_;1 ol
i m cis-p-mentha-2, 8-dién-1-ol
15 O trans-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol*
O cis-dihydrocarvone
10 W trans-isopipériténol
[ cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol
i LA
oL

Figure 21: Répartition des composés majoritaires dans les échantillons d’huiles essentielles

de Cymbopogon giganteus Chiov. (feuilles)

[Les échantillons 1 et 2, récoltés en janvier 2004 dans 2 localités différentes ont des
compositions similaires. L’ échantillon 3, récolt¢ en aott 2004, se distingue principalement par
une faible teneur en frans-p-mentha-1(7),8-dién-2-ol, compensés par le limonéne et les deux
dihydrocarvones.

[Les teneurs des principaux constituants ont ¢été rassemblés dans le tableau 25 avec les

valeurs correspondantes relevées dans la littérature.
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Tableau 25 : Composés majoritaires des huiles essentielles de Cymbopogon giganteus

Chiov. de différentes origines d’Afrique de I’Ouest

Burkina

Pays Bénin Faso Cameroun Céte d'lvoire Mali
Composés Alitonou Ayedoun Menut, o:::ba Sahouo  Kanko Boti Sidibé
majoritaires M @ (3) 1997 2000 1991 1991 2003 2004 2006 1991 2001
limonéne 1.7 12 137 184-236 173 23 14.2 5.4 125 33 0.5-13.2
frans-p-mentha- 143 140 164 7.6-8.6 93 9.0 14.2 26.2 207 184 137 82102
2,8-dién-1-ol
cis-p-mentha-2,8- 101 103 95 139225 138 143 189 119 9.2 8.7 10.7 13362
dién-1-ol

trans-p-mentha- 223 256 67 162185 17.0 324 249 133 19.6 15.7 204  24.0-35.2

1(7),8-di¢n-2-ol

trans- 74 16 74 1.5-4.2 45 57 65 42 34 10.1
isopipériténol

cis-isopipériténol 45 51 59 58 74 72 32 22 79 0220
cls-p-mentha- 199 220 194 144184 165 168 188 113 190 160 172 160240

1(7),8-dién-2-0l

Carvone 086 10 04 2.3-3.2 41 39 48 27 21 2.7 74 0.1-29

1 = échantillon du 02/01/04 Savalou; 2 = échantillon du 13/01/04; 3 = échantillon de 10/08/04
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L’analyse de ce tableau montre que les essences de Cymbopogon giganteus sont
caractérisées par une composition chimique homogeéne dans toute 1'Afrique de 1’Ouest
(Ayedoun et coll.,, 1997; Menut et coll., 2000; Sidibé et coll., 2001, Sahouo et coll. 2003,
Kanko et coll., 2004; Boti et coll., 2006), C’est particulierement vrai au niveau des composés
majoritaies, constitués par les quatre p-menthadiénols. Par contre, il existe d’autres composés
qui peuvent devenir ponctuellement importants comme le limonéne et les trans et cis-
isopipériténols. La carvone est présente dans toutes les huiles essentielles mais a des
pourcentages variables.On peut faire la méme observation pour ses dérivés dihydro, illustrée
par les résultats de notre échantillon 3.

Ce travail a fait ’objet d’une publication en 2006 (Alitonou et coll.,, 2006) dans
laquelle sont également présentées les propriétés antiradicalaires et anti-inflammatoires qui

seront présentées dans la troisiéme partie de la these.
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7- 2- Cymbopogon nardus (Linn.) Rendle.

Synonyme : Cymbopogon afronardus Stapf
Andropogon nardus Linn

Nom usuel : Citronnelle

7- 2- 1 - Botanique et utilisation

Cymbopogon nardus (désigné par ’appellation «citronelle») ne doit pas étre confondu
avec Cymbopogon citratus (ou «lemongrassy).

C’est une plante qui se présente en touffes plus denses et plus hautes que le
Cymbopogon citratus, a panicules ordinairement trés composées et pourvues de spathes. Les
épillets géminés sont plus ou moins différents suivant leur forme et leur sexe, I’un sessile,
’autre pédonculé, insérés sur le rachis articulé, fragile, de grappes géminées au sommet du
chaume et de leur rameaux. Les paires de grappes sont pourvues d’une petite spathe et réunies
en panicule pourvue de spathes plus grandes.

La hampe florale a de nombreuses ramifications terminées par des épis agglomérés
verdatres. La grume inférieure est plate chez le Cymbopogon nardus au lieu d’étre concave
comme chez Cymbopogon citratus.

Les deux espéces, probablement originaires d’Inde, sont maitenant cultivées dans
différents pays, la plus repandue en Afrique étant I’espéce Cymbopogon citratus (Hutchinson
J., Dalziel J. M., 1972).

7-2-2 - Travaux antérieurs

> Etude chimique

L’huile essentielle de lemongrass contient généralement plus de 70% de citral.

On distingue deux variétés chimiques pour la citronelle.

e L’huile essentielle de «Sri Lanka» ou «Ceylany» obtenue par distillation des parties
aériennes fraiches ou partiellement desséchées de Cymbopogon nardus (L) W. Watson var.

lenabatu Stapf cultivé principalement au Sri Lanka.
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e L’huile essentielle «type Javay, issue de Cymbopogon nardus (L.) Will. Watson
var. maha-pengiri winter (syn. Cymbopogon winterianus Jowitt), cultivée en Asie du Sud-Est,
en Chine, en Inde et en Amérique du Sud.

L’huile essentielle type «Ceylan» est utilisée pour la parfumerie fonctionnelle et le
parfumage des savons; celle de type «Java», qui correspond a une production d’huile
essentielle importante (plusieurs milliers de tonnes), est plus appréciée et trouve les mémes
usages que celle originaire du Sri Lanka, mais elle est également utilisée pour I’hémi-syntheése
de molécules importantes dans 1’industrie cosmétique, notamment le (-)-menthol.

Suivant les sources bibliographiques, leurs caractéristiques chimiques varient:

Formacek et Kubeczka, en 1982, indiquent que 1’huile essentielle «type Sri Lanka»
contient 25-40% de géraniol et 5-15% de citronellal, tandis que la variété «Java» est beaucoup
plus riche en citronellal (25 a 55%) accompagné de géraniol (25-45%).

En fait, les Normes AFNOR correspondant a ces deux types d’huile ont été
recemment mises a jour et donnent les caractéristiques chimiques suivantes:

e Huile essentielle de citronelle «type Javay:

ISO 3848: 2001 = citronellal (31-40%), citronellol (8.5-14%), géraniol (20-25%),
élémol (1.3-4%).

o Huile essentielle de citronelle «type Sri Lanka»

ISO 3849: 2003: = camphre (7-10%), limonéne (7-11.5%), citronellal (3-6%), bornéol
(4-7%), citronellol (3-8.5%), géraniol (15-23%) et méthylisoeugénol (7-11%).

Nous présenterons les résultats des travaux scientifiques réalisés sur Cymbopogon
nardus postérieurement a ceux de Ayedoun, en 1995, qui avait étudié I’huile essentielle
obtenue a partir de 1’espéce béninoise. Cette huile essentielle avait été obtenue avec un
rendement de 1.6%, a partir d’'un échantillon récolté en octobre 1994 dans le jardin
expérimental du laboratoire de Biochimie au Campus d’Abomey Calavi. L’analyse indiquait
des teneurs en citronellal (47.8%), géraniol (25.9%) et citronellol (10.3%), comparables a
celle de I'huile essentielle de type «Javay décrite dans la Norme Frangaise ISO 3848: 2001.

En 1995, Moody et coll., trouvent que le constituant majoritaire de 1’huile essentielle
de ’espece du Zimbabwe est le géraniol (29.5%) accompagné du formiate de géranyle
(8.8%).

La méme année, Addae Mensah et coll, rapportent les résultats de leurs analyses
d’huiles essentielles obtenues a partir d’échantillons récoltés dans 5 régions du Ghana. Ils
donnent comme composés majoritaires: le citronellal (19.4-46.9%), le géraniol (19.8%-
41.4%,) et le citronellol (10.5-13.1%).
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En 1998, Chowdhury et coll. indiquent que I’essence des feuilles de Cymbopogon
nardus var. confertiflorus de Bangladesh contient majoritairement du géraniol (75.1%),
accompagné de son acétate (7.6%).

En 2001, Lal et coll. réalisent une étude de la variabilité génétique de ’espéce
Cymbopogon winterianus et de Cymbopogon nardus var. nardus; ils mettent en évidence la
possibilité d’augmenter la qualité de leur huile essentielle conditionnée par un taux €levé de
citronellal et une faible teneur en élémol.

En 2003, Mahalwal et Ali étudient I’huile essentielle obtenue a partir des feuilles
séchées de I’espéce cultivée dans les collines de Nilgiri a Oty, en Inde, théoriquement de type
«Ceylany; ils trouvent 29.7% de citronellal, 24% de géraniol, 9.2% de y-terpinéol et 4.8% de
nérolidol.

I1 n’est pas fait mention de citronellol dans leur échantillon. Ils décrivent donc une
huile essentielle totalement «atypiquey.

Enfin, on peut citer une étude physico chimique réalisée en 2004 sur la viscosité de
plusieurs huiles essentielles, dont celle de Cymbopogon nardus, rencontrée en Cote d’Ivoire

(Kanko et coll.).

> Investigation biologique

Un certains nombre de propriétés biologiques ont été mises en évidence pour I’huile
essentielle de Cymbopogon nardus.

En 2001 Hifnawy et coll., mettent en évidence une forte activit¢ de cette huile
essentielle sur Bacillus subtilis et Escherichia coli; Chandrashekar et Joshi en 2004, ont
examiné 1’action des huiles essentielles de plusieurs espéces de Cymbopogon sur quatre

microorganismes, les plus sensibles étant Porphyromonas gingivalis et Prevotella intermedia.

Les propriétés antifongiques de cette huile essentielle sont souvent démontrées:

En 2000, Delespaul et coll, étudient les activités antifongiques de 37 huiles
essentielles; parmi lesquelles celles de Cymbopogon nardus et de Cymbopogon martinii ont
été efficaces.

La méme équipe approfondit 1’étude de I’action de I’huile esssentielle de Cymbopogon
nardus sur I’ Aspergillus niger (De Billerbeck et coll., 2001) tandis qu’en 2003, Nakahara et
coll. testent I’activité antifongique de I’huile essentielle de citronelle sur plusieurs espéces

d’Aspergillus, de Penicillium et d’ Eurotium en micro atmospheére.
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En revanche, aucune activité insecticide n’a pu étre mise en évidence avec ['huile
essentielle de Cymbopogon nardus L. Rendle récoltée au Togo (Ketoh et coll., 2000); mais
d’autres extraits volatils, notamment ceux de Cymbopogon schoenanthus se sont montrés trés
efficaces.

Enfin. I'effet insectifuge de la citronelle est bien connu et cette huile essentielle est
souvent utilisée dans des préparations pharmaceutiques pour se prévenir des piqares des
moustiques. Les études scientifiques les plus récentes sur ce theme datent de 2005
(Paranagama et coll., Trongtokit et coll.) et confirment |'efficacité de cette huile essentielle.
On notera cependant que dans la plupart de ces études, les compositions chimiques rapportées
ne correspondent pas toujours au «type» de citronelle annoncé, ce qui compliquera |'analyse

comparative des résultats présentés

7-2-3 - Résultats et discussion

L huile essentielle extraite des feuilles de Cymbopogon nardus séches récoltées le
02/01/2005 a Abomey-Calavi a été obtenu avec un rendement de 1.3%. Ce résultat est
similaire & celui trouvé par Ayedoun en 1995,

lLes résultats de [ analyse chimique de cet échantillon sont consignés dans le

tableau 26.

Planche 13 : Cymbopogon nardus (Linn) Rendle
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Tableau 26 : Composition chimique de I’huile essentielle de feuilles de Cymbopogon

nardus (Linn) Rendle

Nom des composés *IR Yo
6-methylhept-5-en-2-one 965 0.1
myrcene 981 0.1
limonéne 1026 2.5
acétate d’hexényle 1036 0.1
linalol 1087 0.8
citronellal 1146 25.1
isopulégone 1157 0.4
citronellol 1220 10.6
néral 1225 0.4
géraniol 1254 294
géranial 1267 0.1
acétate de citronellyle 1336 0.7
eugénol 1345 1.0
acétate de geranyle 1362 0.8
B-¢élémene 1396 23
germacrene D 1492 1.4
o—muuroléne 1507 0.5
y-cadinéne 1530 0.4
d-cadinéne 1536 1.6
élémol 1561 6.0
germacrene D-4-ol 1590 0.4
y-eudesmol 1644 0.4
o.-muurolol (torreyol) 1652 0.7
a-cadinol 1666 1.3
o.-eudesmol 1671 0.4
Monoterpénes hydrocarbonés 2.6
Monoterpénes oxygénés et dérivés 80.5
Sesquiterpénes hydrocarbonés 6.2
Sesquiterpénes oxygénés 10.2
Total 97.5

*IR sur une colonne DB1

123



Deuxiéme Partie : Composition chimique des huiles essentielles

QE /, ._ © W= Monoterpénes hydrocarbonés
u‘ &y & NTO= Monoterpénes oxygénés et dérivés

DA N W10 SH $10 STH=  Sesquiterpenes hydrocarbonés
§T0= Sesquiterpénes oxygenes

Figure 22 : Répartition des terpénoides dans 'huile essentielle des feuilles de Cymbopogon
nardus (Linn) Rendle

[.’huile essentielle est constituée essentiellement de monoterpénes oxygéncs, dominés
par le géraniol (29.4%), le citronellal (25.1%) et le citronellol (10.5%). Il s’agit donc d'une
composition chimique de type «Javan», avec néamoins un taux de géraniol relativement élevé
et un taux de citronellal trop faible si on se réfere aux profils normatifs donnés pour les
essences de citronelle.

Aucune étude de 'activité antiradicalaire et/ou anti-inflammatoire n’étant mentionnée

dans la littérature, nous nous sommes proposes de tester notre échantillon dans ces domaines.
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8 - FAMILLE DES RUTACEAE

8- 1- Clausena anisata (Willd) J. D. Hook. ex Benth.
Synonymes : Amyris anisata Willd.
Clausena pobeguini Pobéguin
Clausena inequalis.

Noms vernaculaires :

Fon : Gbosou zonwen
Adja: Kpatraye
Yoruba : Igbo oruko
Mina : Ayiya

8- 1- 1 - Botanique et utilisation

Clausena anisata est une espéce guinéo congolaise, qui se rencontre dans toute
I’Afrique intertropicale, dans les formations secondaires de la Guinée a la République
Centrafricaine.

C’est une plante suffrutescente, atteignant 2m de hauteur. Les feuilles sont odorantes,
alternes, composées, folioles alternes, ovées ou ovées lancéolées, cunées a arrondies a la base,
acuminées ou arrondies au sommet, de 10cm de longueur et de Scm de largeur, glabrescentes.
Les panicules de fleurs blanches ou verdatres sont aussi longues que les feuilles, avec des
pétales glabres. Ses fruits sont ellipsoides, petits, noir brillant & maturité.

Clausena anisata est largement utilisée comme plante médicinale pour soigner une
variété de maux et pour ses propriétés insecticides (Irvine, 1961).

Le décocté aqueux de la tige feuillée est prescrit en bain de vapeur et /ou en bain total
dans le traitement de la rougeole et des abcees. La pulpe des feuilles est utilisée en applications
locales dans les lombalgies (Adjanohoun et coll., 1986).

Le macéré d’écorce, de racines ou de feuilles est utilisé per os dans le traitement de

I’angine, de 1’ictére et des douleurs intestinales (Adjanohoun et coll., 1989).
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8- 1- 2 -Travaux antérieurs.

> Etude chimique

L’huile essentielle de Clausena anisata a fait ’objet de nombreuses investigations
chimiques en raison de ses multiples vertus.

Les premiéres études remontent a 1947 (Meyer) qui rapportent 1’obtention d’une huile
essentielle avec un rendement supérieur a 4% a partir des feuilles de 1’espece originaire de
Java; elle est caractérisée par une teneur élévée en anéthole (74,3%-89.6%) qui cristallise
spontanement a basse température.

Depuis, d’autres études ont été menées sur cette espece, rencontrée dans différentes
régions tropicales.

Reisch et coll. étudient en 1985 les extraits hexaniques obtenus a partir des écorces,
des feuilles et des racines de l’espéce Nigériane; ils identifient le cis-caryophylléne,
I’humuleéne, le B-élémene, le (E)-B-farnéséne, I’acide hexadécanoique et des cadinénes (y et
8) dans toutes les parties de la plante. Le méthyl chavicol, I’a-pinéne, le y-terpinéne le p-
cymeéne et le sabinéne ne se retrouvent que dans les écorces; les feuilles contiennent du
myrceéne, du limonene et divers sesquiterpenes.

Ils identifient donc, curieusement, une variété chimique trés différente, dont les
feuilles contiennent des constituants volatils d’origine terpénique, mais 1ils trouvent
néanmoins dans 1’écorce un autre isomere de 1’anéthole, le méthyl chavicol.

Ce dérivé phénylpropanoique est trouvé en quantité importante (92.7%) par
Ekundayo et coll., en 1986, dans I’huile essentielle des feuilles de Clausena anisata récoltées
a Ife-1fé (Nigéria), accompagné de (E)-p-méthoxycinnamaldéhyde (2.3%) et du p-
anisaldéhyde (2%).

Le méthyl chavicol est également le composé majoritaire de I’huile essentielle des
feuilles de Clausena anisata étudiée par une autre équipe Nigériane (Okunade et Olaifa,
1987).

Plus tard, Addae-Mensah et coll, en 1996 et Moudachirou et coll., en 1997, au cours
d’une étude comparative de plusieurs échantillons de feuilles récoltées.au Ghana, au Togo et
au Bénin, retrouvent effectivement I’existence de 3 chémotypes pour cette espéce: I’un a
méthyl chavicol (avec des teneurs comprises entre 85 et 99%), I’autre a (E)-anéthole (avec des
taux supérieurs a 95%), le troisieéme étant caractérisé par une composition chimique de 1’huile

essentielle beaucoup plus complexe avec plus de 50 constituants terpéniques, (avec des
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concentrations variant de 0.2% a 20% maximum); parmi ceux-ci on peut citer: le limonéne, le
B-phellandrene, le B-caryophylléne, I’a-humuléne et le germacrene D.

Les rendements en huile essentielle sont nettement supérieurs pour les deux premiers
chémotypes (=1%) que pour le troisiéme (<0.05%) dont les caractéristiques chimiques
rappellent celles décrites par Reisch et coll. (1985).

Ces résultats sont présentés par ailleurs par la méme équipe (Garneau et coll., en
1995) qui identifient un quatriéme chémotype caractérisé par un taux élevé dans leur huile

essentielle d’un dérivé mixte (aromatique/terpénique): la foeniculine

En 1997, Ayedoun et coll. comparent les compositions chimiques des huiles
essentielles extraites des feuilles et des fruits du Clausena anisata récoltés au Bénin (Abomey
Calavi) et montrent qu’elles contiennent respectivement 88% et 40.8% de méthyl chavicol,
3.1% et 16.3% de (E)-anéthole, 4.2% et 13.4% de limonéne et 0.3% et 22.2% de myrcéne. Ils
retrouvent donc des caractéristiques chimiques pour les fruits comparables a celles décrites
par Reisch et coll. en 198S5; ils detectent une quantité relativement importante de (E)-anethole
qui n’avait pas été trouvée dans 1’extrait hexanique du péricarpe.

Une partie de ces résultats est reprise en détail en 2000 (Garneau et coll.) avec I’étude
des huiles essentielles des feuilles de Clausena anisata récoltées au Ghana, et la mise en
évidence du chémotype a (E)-anethole ainsi que la confirmation de 1’existence du «quatriéme
chémotype» dominé par la présence de foeniculine.

Par ailleurs, 1’espece rencontée au Cameroun semble complétement différente puisque
Ngassoum et coll., en 1999, ont montré que les composés majoritaires de ’huile essentielle
des feuilles sont dominées par des structures terpéniques acycliques: la (Z)-tagéténone
(26.8%), la (E)-tagéténone (19.2%), le (E)-nérolidol (11.5%), accompagnés du germacréne D
(9.2%).

Enfin, on peut citer la composition chimique «particuliere» signalée antérieurement
pour I’huile essentielle des feuilles de Clausena anisata collectées au Zimbabwe qui est

dominée par le sabinéne (33.0%) et le germacréne-D (17.0%) (Gundidza et coll., 1994).

Une étude bibliographique sur les huiles essentielles obtenues & partir d’autres espéces
de Clausena d’origines diverses donne une vision comparative globale intéressante de leurs
caractéristiques chimiques.

L’huile essentielle des feuilles de Clausena dunniana récoltées en Chine, obtenue avec

un rendement de 0.7%, contient plus de 90% de méthyl chavicol (Zhu et coll., 1987).
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L’extrait volatil des feuilles de Clausena heptaphylla contient 97.2% d’anéthole
(L.ockwood, 1984); ce résultat est confirmé 12 ans plus tard par I’étude des huiles essentielles
obtenues a partir des feuilles et des fruits de I’espéce du Nord Est de I’Inde (98% d’anethole
dans I’huile essentielle des feuilles et 61.7% dans celle des fruits) (Nath et coll, 1996). Les
mémes auteurs avaient identifié un autre chémotype pour ’espéce C. heptaphylla (également
présent au Nord Est de 1’Inde) caractérisé par une majorité de méthyl chavicol (75.6%), dans
I’huile essentielle des feuilles, accompagné de I’anéthole (21.7%) (Nath et coll, 1991).

L’huile essentielle des feuilles de Clausena excavata, d’origine Vietnamienne, est
dominée par des structures terpéniques dont le p-caryophylléne (25.3%), le germacréne B
(11.8%) et le B-phellandréne (9.2%) (Leclercq et coll., 1994).

Enfin, Clausena lansium présente des caractéristiques chimiques trés différente : ’HE
obtenue a partir des feuilles de I’espéce chinoise contient une majorité de sesquiterpénes: le f3-
santalol (35.2%) et le bisabolol (13.7%) (Zhao et coll., 2004).

La méme espece originaire de Cuba fournit une huile essentielle des feuilles, dominée
par I’oxyde de caryophylléne (16.8%) et le (Z)-o.-santalol (11.7%) (Pino et coll., 2006).

On retrouve donc majoritairement, parmi les constituants volatils du genre Clausena,
des constituants de structure phénylpropane (anéthole ou son isomére le méthyl chavicol), qui
sont liés biogénétiquement aux divers dérivés coumariniques non volatils identifiés chez
différentes espéces de Clausena et responsables d’un certain nombre d’activités biologiques

développées ci-aprés.

> Investigation biologique

Les investigations chimiques et biologiques sur les constituants non volatils du genre
Clausena sont nombreuses.

En 1988, Khan et Naqvi indiquent la présence de trois classes de composés au sein
du genre Clausena: des alcaloides (heptaphylline, clausenapine, heptazoline...etc), des
coumarines (xanthoxyletine, clausenine, clausmarine...etc) et des dérivés mixtes (2-
méthylanthraquinone, furanoquinone...etc).

Les dérivés coumariniques ont été particulierement étudiés: Govindachari , en 1967,
chez C. dentata, Bose, en 1973, chez C. excavata, Prakash, en 1989, chez C. indica,
Ngadjui, en 1989(a,b), chez C. anisata ou He Hong, en 2004, chez C. excavata. Les activités
biologiques sont souvent attribuées a ces structures coumariniques: on peut citer 1’activité

antivirale contre I’Herpes simplex types 1 et 2 de I’isomeranzine isolée des feuilles de C.
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heptaphylia (Luu et coll., 2004), mais également |’activité antibactérienne des extraits des
feuilles de la méme espéce au Bengladesh (Sohrab et coll., 2001) et Iactivité
antimicrobienne de 1’extrait méthanolique des parties aériennes de C. gnisata récoltées en
Ethiopie (Aberra et coll., 2005). On peut noter également la mise en évidence d’une activité
antitumorale pour ’extrait de C. excavata (Ito et coll., 2000), d’une activité antiplasmodiale
pour C. harmandiana (Yenjai et coll., 2000) et d’un effet hypoglycémique pour un dérivé
coumarinique isolé des feuilles de C. lansium (Shen et coll., 1989); mais également pour un

extrait méthanolique des racines de C. anisata (Ojewole et coll., 2002).

Les investigations biologiques sur les huiles essentielles sont moins nombreuses: on
peut noter cependant la mise en évidence d’une activité antimicrobienne pour [’huile
essentielle des feuilles de Clausena anisata du Zimbabwe (Gundidza et coll, 1994) a teneur
élevée en structures terpéniques.

‘Notre objectif était donc d’évaluer 1’activité antiradicalaire ou anti-inflammatoire
potentielle d’huiles essentielles de I’espéce Clausena anisata du Bénin et d’établir une

éventuelle correlation structures chimiques/activité suivant le (ou les) chémotypes(s) étudiés.

8- 1- 3 - Résultats et discussion

Les essences obtenues a partir des feuilles de Clausena anisata récoltées dans
différentes régions du Bénin (Abomey-Calavi, Akassato, Setto et Houin) en 2003, 2004 et
2005 ont donné des rendements compris entre 0.13% et 0.3% avec un rendement
exceptionnellement élevé (0.97%) pour un échantillon récolté en décembre a Akassato
(tableau 27).

Les résultats de leur analyse chimique sont consignés dans les tableaux 28 et 29.
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Tableau 27 : Extraction des huiles essentielles des feuilles de Clausena anisata (Willd). J.

D. Hook. ex. Benth.

Echantillons  Date et licu de la récolte  Méthode d’extraction Rendement

(o)
1 07/10/02 a Akassato hydrodistillation 0.14
2 20/12/03 a Akassato hydrodistillation 0.97
3 27/11/03 a Abomey-Calavi hydrodistillation 0.2
4 13/01/04 a Setto hydrodistillation 0.3
5 27/12/03 a Houin hydrodistillation 0.13
6 18/04/04 a Houin hydrodistillation 0.14
7 26/09/04 a4 Houin hydrodistillation 0.13
8 31/08/05 a Houin hydrodistillation 0.15

Planche 14 : Clausena anisata (Willd). J. D. Hook. ex. Benth.
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Tableau 28 : Composition chimique de ’huile essentielle des feuilles de Clausena anisata

(Willd). J. D. Hook. ex. Benth. de différentes régions du Bénin

Nom des composés *IR 1 2 3 .
o-pinéne 939 2.6 & 1.1 1.4
sabinéne 975 24 0.7 2.0 -
B-pinéne 982 0.2 0.1 0.2 -
myrcene 987 0.3 0.3 0.4 0.2
B—phellandrene 1003 0.1 - - -
a-terpinéne 1017 - 0.1 - -
limonéne 1028 - 1.0 0.7 0.2
1,8-cinéole 1031 2.3 0.1 0.1 0.1
(Z)-B-ocimene 1041 - 1.1 0.3 0.2
(E)-p-ocimene 1043 0.4 0.1 0.1 0.1
y-terpinene 1058 0.2 0.2 0.2 -
linalol 1091 0.3 0.4 04 02
terpinen-4-ol 1175 - 0.1 0.9 -
méthyl chavicol 1193 66.2 787 61.1 93.6
(E)-anéthol 1279 17.6 7.7 0.3 0.2
4-vinyl-2-méthoxyphénol 1302 - 0.3 0.5 0.1
d-élémene 1346 - - 0.3 0.1
a-copaene 1377 - 0.1 0.1 02
B-bourbonene 1388 - 0.3 03 0.1
B-élémene 1403 1.3 - 44 0.1
B-caryophylléne 1441 2.1 1.6 5.9 0.3
o-humuléne 1475 0.6 1:5 6.4 0.3
germacreéne D 1499 1.0 0.2 9.3 0.1
[-bisabolene 1507 0.1 - - -
germacreéneA 1516 0.1 0.6 1.4 0.1
y-cadinéne 1526 - 0.1 - 0.1
&-cadinene 1536 0.2 0.1 0.8 0.1
germacrene B 1561 0.1 - - -
oxyde de caryophylléne 1583 0.1 - - -
Monoterpénes hydrocarbonés 6.2 5.1 5.0 2.1
Monoterpénes oxygénés 2.6 0.6 1.4 0.3
Sesquiterpénes hydrocarbonés 5.5 4.5 289 15
Sesquiterpénes oxygénés 0.1 - - -
Composés aromatiques 83.8 86.7 61.9 939
Total 98.2 969 97.2 97.8

1= Récoltées a Akassato le 07/10/02 (Pourcentages relatifs)
2= Récoltées a Akassato le 27/11/03 (Pourcentages relatifs)
3= Récoltées a Abomey-Calavi le 20/12/03 (Pourcentages relatifs)

4= Récoltées a Setto le 13/01/04 (Pourcentages relatifs)

*JR sur une colonne DB1
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Tableau 29 : Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Clausena anisata

(Willd). J. D. Hook. ex. Benth. récoltées a différentes périodes a Houin.

Nom des composés *IR 5(%) 6(%)  7(%) 8(%)
o-pinéne 939 17.1 20.1 10.7 3.2
camphene 954 0.1 0.4 - -
sabinéne 975 6.4 6 7.4 1.1
-pinéne 982 1.1 2.1 0.9 -
myrceéne 987 1.7 3.5 1.1 0.3
o-terpinéne 1016 - - 0.4 5
p-cymene 1025 - - 02 -
limonéne 1028 0.1 0.1 - -
1,8-cinéole 1031 0.1 0.1 - -
(Z)-B-ociméne 1037 10.3 11.1 6.1 1.5
(E)-B-ociméne 1043 8.0 6.3 4.7 1.2
y-terpinéne 1058 0.6 0.8 0.7 -
linalol 1091 1.4 1.2 0.9 -
terpinén-4-ol 1174 1.3 0.8 1.8 -
méthyl chavicol 1193 1.0 - 30.5 64.1
4—vinyl-2—méthoxyphénol 1303 0.5 - 0.4 0.9
a-cubébeéne 1351 0.1 0.1 0.2 -
a-copaene 1377 0.1 0.1 - -
B-bourbonéne 1388 0.1 0.3 - 19
f-élémene 1403 33 2.5 1.8 -
B-caryophylléne 1441 12.2 12.8 9.7 8.6
B-copaene 1445 0.1 0.1 0.2 -
o-humuléne 1475 14.8 15.2 11.8 8.3
germacréne D 1499 5.5 8.5 4.3 3.1
bicyclogermacréne 1510 0.7 1.1 0.6 0.4
y-cadinene 1514 0.6 0.5 0.4 -
d-cadinene 1536 0.2 0.1 0.1 0.4
spathulénol 1580 0.6 0.3 0.1 -
oxyde de caryophylléne 1583 27 1 0.2 1.0
oxyde humuléne II 1622 1.9 0.7 1.5 0.7
NI 1634 1.4 0.4 0.3 0.4
caryophyiladiénol 1647 1.3 0.6 0.3 0.5
NI 1703 1.8 0.8 1.1 0.5
Monoterpénes hydrocarbonés 454 50.4 32.2 73
Monoterpénes oxygénés 2.8 2.1 247 -
Sesquiterpénes hydrocarbonés 37.7 41.3 29.1 22.7
Sesquiterpénes oxygénés 6.5 2.6 2.1 2.2
Composés aromatiques 15 - 30.9 65.0
Total 93.9 96.4 97.0 97.2

5= Récoltées a Houin le 27/12/03; 6 = Récoltées a Houin le 18/04/04
7 = Récoltées a Houin le 26/09/04; 8 = Récoltées a Houin le 31/08/05
*IR sur une colonne DB1

Les spectres des composés non identifiés (NI) figurent en annexe
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Figure 23 : Répartition des constituants dans les échantillons d"huile essentielle de feuilles de

Clausena anisata (Willd) J. D. Hook ex. Benth.

On retrouve globalement dans le tableau 28 des échantillons caractéristiques d'un
chémotype a «méthyl chavicol» (61.1%-93.6%) accompagné de taux variables d’anéthol.

Les résultats du tableau 29 témoignent d’une plus grande variabilité: les échantillons 5
et 6 sont dominés majoritairement par des structures monoterpéniques (45.4% et 50.4%) avec
des taux élevés de pinenes et ocimenes, et des structures sesquiterpeniques (37.7% et 41.3%)
avec le B-caryophyllene, I’a-humuléne et le germacrene D; on retrouve, dans les échantillons
7 et 8. un taux relativement élevé de méthyl chavicol (30-60%) accompagné néanmoins des
mémes structures terpéniques a des taux relatifs inférieurs. Compte tenu de 1’espacement des
dates de collecte, il est difficile de conclure a une variabilité saisonniére au seul examen de
ces résultats. Il s’agit probablement des différents «chémotypes» rencontrés dans la méme
zone géographique.

Globalement, on n’observe pas de relation nette entre le rendement en huile essentielle
et le chémotype, comme cela avait été précédemment observé par Addae Mensah et coll., en
1996.

On retrouve, avec le chémotype a méthyl chavicol de Clausena anisata, une
composition chimique de I'huile essentielle proche de celle de Ravensara aromatica, une

[Laurac€e endémique de Madagascar (Andranoelisoa et coll., 2006, in press).
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L’existence de 4 chémotypes a été mis en évidence pour cette espéce, sur la base des
compositions chimiques des huiles essentielles des feuilles, dominées respectivement par le
méthyl chavicol, le méthyl eugénol, I’a-terpinéne/limonéne et le sabinéne/linalol/terpineén-4-
ol.

Le méthyl eugénol n’a pas été identifié chez Clausena anisata; par contre on retrouve
une «variabilit¢ chimique» intéressante avec des chémotypes a composés issus de I’acide
shikimique (méthyl chavicol, anéthol, foeniculine) et un chémotype a structures terpéniques
(pinénes, ociménes, -caryophylléne, a-humuléne, germacréne D).

Une étude en cours menée par la laboratoire de Chimie Biomoléculaire & I’Université
de Montpellier II avec le CIRAD de Madagascar, semble indiquer que, quel que soit le
chémotype de Ravensara considéré, I’huile essentielle de 1’écorce conserve une composition
chimique stable, dominée par le méthyl chavicol.

Ce phénoméne de «variabilité chimique» importante suivant les parties de la plante
n’est pas unique. On le retrouve chez une autre Lauracée, Cinnamomum zeylanicum dont les
feulles fournissent une huile essentielle a eugénol, tandis que 1’écorce, mieux connue sous le
nom de «cannelle», est source de cinnamaldhéhyde a odeur épicée caractéristique qui
explique son usage alimentaire.

Il serait intéressant de mener, sur des individus représentatifs des différents
chémotypes définis pour Clausena anisata sur la base des constituants volatils de leurs
feuilles, une étude systématique de variabilité saisonniére et de variabilité en fonction de la
partie de la plante (feuilles, écorces et éventuellement fruits) afin de mieux connaitre les
potentialités de Clausena anisata pour la production d’huile essentielle a plus grande échelle.

Nous présenterons, dans le chapitre suivant, les résultats de nos investigations
biologiques effectuées sur 1’ensemble des échantillons.

L’échantillon 1 de ce travail a fait ’objet d’une publication en 2004 (Avlessi et coll.,

2004) dans laquelle sont présentées les propriétés antiradicalaires et antioxydantes.
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9 - FAMILLE DES VERBENACEAE
9- 1 - Lippia multiflora Moldenke
Synonyme : Lippia adoensis Hochst.

Lippia grandifolia Martus et Schau

Nom vernaculaire :

Fon: Aglala, Aklala
Yoruba: Efintin, Kanhoun
Mina: Avundati

Nom usuel : Thé Gambie

9- 1- 1 - Botanique et utilisation

C’est une plante aromatique, ligneuse, dressée, atteignant 2.5m de haut, répandue dans
les savanes soudano-zambéziennes (Adjanchoun et coll., 1986).

Vivace par les souches, elle est anguleuse et pubescente, ramifiée aux inflorescences.

Les feuilles verticillées par 4 ou par 3, rarement par 2, sont oblongues lancéolées ou
elliptiques, a base longuement cunée, au sommet acuminé, a bords finement dentés et &
pubescence blanchatre dessous, portant 7 a 8 paires de nervures latérales.

Les épis terminaux ombelliformes, globuleux ou cylindriques, sont longs de 5 a 20
mm, larges de 4 & 8 mm, disposés a I’extrémité d’un pédoncule plus ou moins long.

Les fleurs sont petites et blanches ou jaunitres. Les bractées sont obtuses (Kérharo et

Adam, 1974; Adjanohoun et coll. 1986).

Le décocté aqueux de la tige feuillée est utilisé par voie orale pour traiter ’ictére
(Adjanohoun et coll., 1986).

La plante entiére est utilisée en boisson théiforme, comme antigrippal, béchique et
stimulant.

Lippia multiflora est recommandé par les guérisseurs Peuls Firdou comme
médicament a la fois revigorant et calmant dans les affections sourdes et tenaces de

I’abdomen; ils prescrivent, alors, un macéré de poudre de racines (Kérharo et Adam, 1974).
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Les feuilles sont consommées en sauce avec le suc des feuilles de Sanseveria liberica,
de la viande de tortue et d’escargot, du poivre et de I’huile de palme dans les crises
d’épilepsie. Le décocté aqueux des tiges feuillées est utilisé per os pour soigner le rhume et
les céphalées. Le macéré aqueux des tiges feuillées, est conseillé par voie orale en association
avec Ocimum gratissimum pour soigner les vomissements (Raponda Walker et Sillans,

1961).
9- 1- 2 - Travaux antérieurs

» Etude chimique

Plusieurs études chimiques ont été déja réalisées sur I’huile essentielle de Lippia
multiflora. Seules les plus récentes, concernant surtout les constituants volatils des feuilles,
sont données ci-apres.

En 1990, Lamaty et coll. ont étudié six échantillons d’huiles essentielles obtenues a
partir de plantes récoltées dans différentes régions du Congo. Ils ont distingué deux groupes,
caractérisés par des compositions chimiques différentes :

- le premier groupe (type A), est caractérisé par des teneurs élevées en composés
aromatiques (p-cymeéme, thymol, carvacrol et leurs acétates).

- le deuxieme groupe (type B), est riche en cétones terpéniques: 2-méthyl-6-
méthyleéne-7-octén-4-one (ipsénone), avec les (Z) et (E) tagétones et le B-caryophylléne.

Mwangi et coll., en 1992, effectuent une étude chimique et biologique des huiles
essentielles des espéces de Lippia du Kenya.; d’aprés leurs analyses, le linalol, le thymol, le
B-cubébene et le p-cyméne sont les composés majoritaires de cette huile essentielle.

Velasco-Negueruela et coll., en 1993, étudient les constituants volatils de 40 espéces
du genre Lippia d’ Argentine parmi lesquelles figure lippia multiflora.

Abegaz et coll.,, dans la méme année ont fait I’étude chimique des huiles essentielles
de Lippia adoensis type « sauvage » et type « cultivé » d’origine éthiopienne. Le constituant
majoritaire obtenu dans les deux cas est le linalol avec des pourcentages variant entre 68.0%
et 83%.

Menut et coll.,, en 1995, analysent I’huile essentielle obtenue a partir les feuilles de
Lippia multiflora récoltées au Bénin ; ’huile est caractérisée par des taux élevés de myrténol
(27,1%), de linalol (11,9%) et de 1,8-cinéole (11,6%).

En 1995, Garneau et coll. ont classé les différents chémotypes recensés pour cette
espece en fonction de leur provenance.

» type a carvone/linalol (Ethiopie),
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> type a camphre (Ghana),
> type a thymol/p-cyméne ; ou (E)-tagetone/ipsénone (Congo),
> type a géranial/néral (Togo).

Menut et coll., en 1995, identifient un nouveau constituant dans 1’huile essentielle de
Lippia multiflora récoltée en Centrafrique, le 6,7-€poxymyrcéne (70,3%).

Koumaglo et coll., en 1996, étudient les essences de 1’espéce rencontrée au Togo et
identifient trois chémotypes caractérisés respectivement par des taux élevés en citral (23-
89%), en thymol et p-cyméne (15-40% et 15-20% respectivement) et en 1,8-cinéole (63%); ils
sont accompagnés par du sabinene 13.3%.

Kanko et coll, en 1999, en Cote d’Ivoire, trouvent un chémotype jamais décrit
auparavant dans un échantillon récolté¢ a Bouaké, I’huile essentielle est caractérisée par un
taux élevé de (Z)-nérolidol.

Ils proposent une classification compléte incluant tous les chémotypes précédemment
décrits. Ils distinguent trois groupes :

< Le groupe I est celui des monoterpénes acycliques avec plusieurs

chémotypes :
e alinalol (Nigéria, Kénia, Bénin, Togo),
e a géranial/néral (Togo),
e 3 (E)- tagétone/(Z)-tagétone/ipsénone (Congo),
e 2 6,7-époxymyrcene (Centrafrique).

« Le groupe II se caractérise par la prédominance des monoterpénes
aromatiques avec le chémotype a thymol/acétate de thymyle/p-cyméne (Congo,
Bénin, Togo, Gabon).

« Le groupe III enfin est celui a monoterpénes cycliques ou bicycliques,
représentés par le 1,8-cinéole qui peut étre seul, ou associé a d’autres composés

comme 1’a-terpinéol et/ou le sabinéne, le myrténol, le thymol, le (Z)-pB-farnéséne.

> Quatre theses réalisées en collaboration avec 1’Université Montpellier 2

ont abordé 1’étude de Lippia multiflora:
Bissangou (1993), réalise une étude qui tient compte des variations saisonniéres et des
périodes de récolte; elle analyse les huiles essentielles des différents organes. Ses essences

sont de type ipsénone et tagétone.
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Ayedoun en 1995, a analysé les huiles essentielles des feuilles et des fleurs récoltées
dans trois régions différentes du Bénin. Les résultats lui ont permis de distinguer quatre
chémotypes (type a linalol + 1,8-cinéole; type a myrténol + 1,8-cinéole; type a 1,8-cinéole +
a-terpinéol; type a thymol + acétate de thymyle + p-cyméne) au sein de cette espece.

Eyele-Mve-Mba (1997), trouve que l’essence du Gabon contient du p-cymeéne
(17,6%), du thymol (39,4%), de I’acétate de thymyle (15,1%) et du carvacrol (7,2%).

Ndoye Foe-Belinga en 2001, a analysé dans sa thése les huiles essentielles extraites
des feuilles et des fleurs de Lippia multiflora récoltées a Bonis (Cameroun); elle a trouvé
respectivement et principalement: le 1,8-cinéole (31,1% ; 32,7%), le linalol (28,3% ; 30,6%),
le sabinéne (8,1% ; 7,6%) et le myrcéne (7,2% ; 7,0%).

D’autres études chimiques réalisées en appui a, des investigations biologiques sont

présentées dans le paragraphe ci-apres.

> Investigation biologique

Dans une étude chimique, bactériologique et toxicologique menée en 1994 par
Pélissier et coll., la (Z)-tagétone (11.3%) et (E)-tagétone (30.2%), constituants majoritaires de
I’huile essentielle extraite des feuilles de Lippia multiflora, furent reconnus actifs contre les
microorganismes de la flore buccale.

En 1995, Valentin et coll. montrent une activité antimalariale in vitro de I’huile
essentielle de Lippia multiflora récolté en Cote d’Ivoire avec un chémotype a linalol et a (Z)-
B-farnésne.

En 2002, Nebie et coll. ont étudié la compositon chimique d’une huile essentielle
extraite des fruits de Lippa multiflora du Burkina Faso; ils ont trouvé comme composés
majoritaires: le thymol (29.9%), le p-cymene (26.2%) et I’acétate de thymyle (11.8%); des
propriétés insecticides ont pu étre mises en évidence pour cette huile essentielle.

Bassole et coll., en 2003, ont analysé I’huile essentielle obtenue a partir des feuilles de
Lippia multiflora récoltées au Burkina Faso; elle est riche en: thymol/p-cyméne/acétate de
thymyle et s’est avérée active sur les bactéries Gram-neg.

Abena et coll. en 2003, ont étudié les activités analgésiques, antipyrétiques et anti-
inflammatoires de ’huile essentielle de Lippia multiflora; ils ont montré que cette essence
présente une activité analgésique significative.

En 2003, Kunle et coll.,, ont mis en évidence une activité antimicrobienne pour

I’essence de I’espece nigériane; elle a été attribuée a la présence de carvacrol
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En 2005, Agnaniet et coll., ont reconnu deux chémotypes pour I’espece représentée
au Gabon : le premier chémotype contient de I’ipsdiénone (54.6%), les (Z) et (E)-ociménones
(20.3%), le (E)-B-farnésene (7.4%) et le B-caryophylléne (4.6%) tandis que le deuxieme
contient du thymol (41.9%), de I’acétate de thymyle (21.2%), du p-cymeéne (9.8%) et du
carvacrol (7.2%).

Le deuxi¢me chémotype présente une activité anti-oxydante intéressante,
9 -1-3 - Résultats et discussion
L’hydrodistillation des feuilles de Lippia multiflora récoltées a Atchérighé en

septembre 2003, a donné une huile essentielle avec un rendement de 1,4%.

Les résultats de 1’analyse chimique sont indiqués dans le tableau 30.

Planche 15 : Lippia multiflora Moldenke
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Tableau 30 : Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Lippia multiflora
Moldenke récoltées a Atchérigbhé (Zou)

Nom des composés *IR %o
o-thujéne 930 1.5
o-pinéne 940 |
camphene 954 0.1
sabinéne 975 111
B-pinéne 982 25
myrceéne 987 3.3
a-phellandréne 1006 0.2
o-terpinéne 1017 1.5
1,8-cinéole 1035 39.9
(E)-p-ocimene 1043 0.5
y-terpinéne 1059 0.3
hydrate de sabinéne (cis) 1070 2.7
terpinoléne 1090 0.9
linalol 1093 10.9
o-campholénal 1127 0.1
pinocarvone 1165 0.7
o-terpinéol 1166 0.2
terpinen-4-ol 1177 0.4
a-terpinéol 1189 10.0
myrténol 1196 0.1
verbénone 1205 0.1
trans-carveol 1217 0.1
citronellol 1226 0.1
géranial 1267 0.1
eugénol 1359 0.1
o-copaene 1377 0.2
-cubébéne 1388 0.8
[-caryophylléne 1419 1.1
(Z)-B-farnéseéne 1441 0.1
a-humuléne 1455 0.1
allo-aromadendréne 1460 0.1
germacrene D 1485 1.0
(E,E)-a-farnésene 1506 0.1
cubébol 1515 0.1
d-cadineéne 1523 0.1
(E)-nérolidol 1563 0.5
germacrene D-4-ol 1576 0.2
oxyde de caryophylléne 1583 0.2
Monoterpéne hydrocarbonés 27.1
Monoterpéne oxygénés 65.5
Sesquiterpénes hydrocarbonés 4.0
Sesquiterpénes oxygénés 0.8
Composé aromatique 0.1
Total 97.5

*IR sur une colonne DB1
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Figure 24 : Répartition des composés majoritaires dans I’huile essentielle de Lippia
multiflora Moldenke (feuilles)

L’huile essenticlle obtenue a partir de I"espéce récoltée a Atchérighé est dominée par

les constituants qui représentent plus de 70% du mélange: deux composés a squelette p-

menthane. le 1,8-cinéole (39.9%) et I’a-terpinéol (10%), un monoterpéne hydrocarboné

bicyclique, le sabinéne (11.1%) et un dérivé acyclique, le linalol (10.9%); on peut donc

rattacher cette variété chimique au groupe Il défini par Kanko et coll. malgré la présence

d’une quantité significative de linalol.

T
OH
1.8-cinéole o-terpinéol linalol sabinéne
39.9% 10% 10.9% 11.1%
. 4
Y Monoterpéne Monoterpéne
Squelette p-menthane acyclique bicyclique

Ce résultat illustre bien la variabilité chimique au sein de I"espéce et I'importance de
I"identification formelle du chémotype pour une utilisation thérapeutique de la plante dont
I’efficacité sera dépendante de ses caractéristiques chimiques.

Ce travail a fait I’objet d’une publication en 2005 (Avlessi et coll., 2005) dans laquelle
sont également présentées les propriétés antiradicalaires qui seront développées dans la

troisi¢cme partie de la thése.,
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10 - Conclusion sur les analyses chimiques

L’analyse chimique des différents échantillons d’huiles essentielles récoltés dans
différentes localités du Bénin, nous a donné des résultats intéressants.

L’extraction de ces différentes huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation
avec des rendements variant de 0.01% a 2.4%, la valeur minimum correspondant aux feuilles
de Pentadesma butyracea (Guttiferae) et le rendement maximum étant obtenu avec les
feuilles de Pimenta racemosa (Myrtaceae).

Parmi les espéces étudiées, les huiles essentielles de Pentadesma butyracea
(Guttiferae) sont décrites pour la premiére fois sur le plan chimique. Elles sont dominées par
des sesquiterpénes hydrocarbonés en particulier le B-caryophylléne. On retrouve sur
I’ensemble des échantillons examinés, les différentes structures rencontrées dans les huiles
essentielles: terpénes, dérivés aromatiques et constituants aliphatiques.

L’analyse chimique des échantillons met en évidence des compositions chimiques
relativement classiques dominées:

» Par des structures terpéniques: les monoterpénes (Monodora myristica, Xylopia
aethiopica, Chenopodium ambrosioides, Ocimum canum, Ocimum gratissimum fleurs,
Cymbopogon giganteus, Cymbopogon nardus, Lippia multiflora, Clausena anisata); les
sesquiterpénes (4dnnona muricata, Annona squamosa, Commiphora africana, Pentadesma
butyracea

» Par de structures phénoliques (deolanthus pubescens, Ocimum gratisimum,

Pimenta racemosa, Clausena anisata Houin)

Deux chémotypes (thymol et carvacrol), ont ét€¢ mis en évidence pour les échantillons
d’huiles essentielles d’Aeolanthus pubescens.

» Parmi les espéces dominées par les monoterpénes, nous avons étudié

Chenopodium ambrosioides et Cymbopogon giganteues.

Dans les échantillons d’huiles essentielles de Chenopodium ambrosioides, 1a majorité
des constituants volatils ont une structure p-menthanique. L’ascaridole, constituant majoritaire,
est formé par addition d’une molécule d’oxygene singulet sur I’a-terpinéne. Compte tenu de
la fragilité relative de 1’ascaridole, il a été montré que sa décomposition thermique reste
limitée aux températures d’injections. Dans les huiles essentielles, 1’isoascaridole devient
minoritaire et on constate, simultanement, I’apparition d’autres produits: oxyde de pipéritone,

oxyde de carvenone et glycol ascaridole.
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L’extrait au pentane du méme échantillon montre 4 composés volatils principaux: I’a-
terpinéne, le p-cymeéne, 1’ascaridole et I’isoascaridole (diépoxy-p-menthane).

La composition chimique de nos échantillons de Cymbopogon giganteus sont
comparables a ceux déja décrits pour des échantillons d’autres provenances, caractérisés par
une majorité de dérivés oxygénés p-menthane, principalement les p-mentha-1(7),8-dién-2-ols
et les p-mentha-2,8-dién-1-ols qui représentent les 2/3 de 1’huile essentielle.

Les composants minoritaires, de I’huile essentielle de Cymbopogon giganteus ont été
identifiés aprés son fractionnement par chromatographie sur Florisil, ’opération a donné 6
fractions qui ont été analysées.

L’identification des dérivés a-oxygénés du limonéne a été vérifiée en oxydant celui-ci
par ’hydroperoxyde de tertiobutyle (t-buOOH) en présence de chrome hexacarbonyle
[Cr(CO)¢]; la réaction a fourni plusieurs produits, dont un majoritaire des deux cétones
attendues, la carvone et 1’isopipéritone, présentes dans I’huile essentielle.

L’oxydation ménagée de la fraction riche en alcools, par le dioxyde de maganése
(MnO,) activé dans le dichlorométhane n’est pas totale et on observe 1’oxydation partielle des

alcools secondaires : isopipériténol en isopipériténone.
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Troisieme Partie: Evaluation des tests biologiques des huiles essentielles

1- Propriétés antiradicalaires des huiles essentielles

1-1- Généralités sur les antiradicalaires

(Brand-Williams et coll., 1995; Cotelle et coll., 1996; Cuvelier, 1997; Cuvelier et
Richard, 1997; Cuvelier et Martel P., 2002; Mellors et coll., 1996; Helme et coll., 1992)

1-1-1- Définitions

Les radicaux libres sont des espéces chimiques neutres ou chargées qui possedent un
électron non apparié, également appelé «€lectron célibatairey. Ils sont produits par voie
chimique, photochimique ou biologique. Leur durée de vie est trés courte et on peut les
stabiliser par fusion ou transfert.

IIs interviennent dans le phénoméne d’oxydation des acides gras, au cours des
réactions chimiques en chaine de type radicalaire conduisant a leur dégradation et au
phénoméne dit «de rancissementy». L’utilisation d’un antioxydant ou d’un antiradicalaire,
permettra de minimiser ces phénomenes et de prolonger la conservation des aliments, mais ils
interviennent également en cosmétique ou dans le domaine de la phytothérapie, ou les espéces
radicalaires sont associées a la notion de «vieillissementy.

L’utilisation des antiradicalaires que 1’on désigne parfois a tort par le terme
antioxydant touche donc différents domaines tels que 1’agroalimentaire, la thérapeutique ou la

cosmétique.

1-1-2- Mécanismes de I’oxydation des acides gras

(Brand-Williams et coll., 1995; Cotelle et coll., 1996; Cuvelier, 1997; Cuvelier et
Richard, 1997; Cuvelier et Martel P., 2002; Mellors et coll., 1996; Helme et coll., 1992)

L’oxydation chimique d’un corps gras met en jeu 3 étapes :

L’induction ou I’initiation : c’est I’arrachement d’un atome d’hydrogéne a la chaine

grasse pour former un radical libre, cela exige de I’énergie.
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hv, métaux (Fe+, Cut+)

LH —> L°+H°

La propagation en chaine du radical libre formé va initier a son tour 1’oxydation

d’une nouvelle molécule.

L°+ 0, »LOO°
LOO°+L’H — LOOH+L’°

La terminaison : c’est le piégeage ou la fusion des électrons célibataires et la
formation de molécules stables.
LOO° +R° LOOR

R°®+R° —> R-R dimérisation

A 4

La relance peut étre assimilée a une initiation

R°+LH —> RH+L°

Bien souvent, les réactions n’ont pas lieu absolument dans I’ordre indiqué. En plus des
réactions en chaine et de terminaison sus évoquées, il y a généralement des situations
intermédiaires:

o Migration de doubles liaisons avec changement de configuration, on aboutit a
la formation d’isomeéres dits non naturels.

. La chaine carbonée peut également se rompre, créer un nouveau radical et
entralner la formation d’especes oxygénées telles que les aldéhydes a courtes chaines

susceptibles d’apporter des odeurs et flaveurs indésirables.

En fait dans la nature, les radicaux libres les plus importants sont ceux qui proviennent

de I’action de I’oxygéne dissous dans 1’eau et concrétement, on observe :

. la disparition des substrats de 1’oxydation (oxygéne, acides gras insaturés) ;
o ’apparition des produits primaires d’oxydation (les peroxydes) ;
o I’apparition des produits secondaires d’oxydation par scission et

recombinaison a partir des peroxydes (composés volatils, aldéhydes, époxydes, polymeéres...).
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Ces réactions sont souvent prises comme modeéles pour tester 1’efficacité d’un

antioxydant ou d’un antiradicalaire.

1-1-3- Nature et role des inhibiteurs des phénoménes d’oxydation dans les acides

gras

On emploie souvent le terme général d’antioxydant pour désigner les entités
susceptibles de ralentir le phénomeéne d’oxydation des acides gras.

En revanche, il faut distinguer deux types d’action et donc deux types d’antioxydants:
les primaires pouvant arréter la chalne d’autooxydation et les préventifs ou secondaires qui

agissent sur différents facteurs impliqués dans le phénoméne d’oxydation.

1-1-3-1- Les antiradicalaires ou antioxydants primaires

Ils sont capables d’interrompre la chalne autocatalytique en bloquant les radicaux
libres lipidiques par transfert d’un radical hydrogéne.

Ils sont généralement de nature phénolique, leur efficacité s’explique par la
délocalisation de ’électron célibataire de 1’oxygéne avec le noyau aromatique, stabilisant

ainsi le radical formé.

)

Dans ce groupe, on trouve des monophénols d’origine naturelle (thymol, carvacrol,
eugénol, tocophérol), synthétique (butyl hydroxy toluéne, BHT ou butyl hydroxy anisole
BHA), mais également des polyphénols avec 2 ou 3 groupes OH, souvent plus puissants. On
peut citer la TBHQ (monotertiobutyl hydroquinone) qui est un produit de synthése, ou des
produits d’origine naturelle tels que le pyrochatéchol et I’hydroxytyrosol, mais surtout la

famille des acides phénoliques (acides caféique, gallique, rosmarinique...).
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1-1-3-2- Les antioxydants secondaires ou préventifs

Les antioxydants préventifs sont ceux capables soit de retarder I’oxydation des lipides
par des procédés autres que I’interruption de la chaine d’autooxydation, soit d’inhiber la
production de radicaux libres servant a [Iinitiation de ces réactions. Ils agissent

principalement sur deux facteurs: 1’oxygéne et les ions métalliques.

> Les réducteurs d’oxygéne

L’acide ascorbique : il peut également régénérer les antioxydants primaires tels que les
tocophérols.

Le PB-caroténe : il est capable de désactiver 1’oxygéne singulet formé par

photosensibilisation.

> Les chélateurs de métaux

Ils forment des complexes avec les ions métalliques et permettent de réduire 1’effet
prooxydant des métaux dans I’initiation et la propagation de 1’oxydation. On peut citer
I’EDTA, I’acide citrique, 1’acide phosphorique et les polyphosphates, 1’acide tartrique, 1’acide
phytique.

1-1-3-3- Les antioxydants naturels et leur importance

Les antioxydants naturels sont trés répandus dans le monde végétal et peuvent étre
regroupés en 5 grandes familles :

Nous avons déja cité les composés phénoliques qui agissent comme des
antiradicalaires c'est-a-dire des antioxydants primaires, mais on peut également citer certains
dérivés dicétoniques comme ceux rencontrés dans les curcuma et caractérisés par la présence
conjointe des fonctions cétone et phénol.

La partie dicétonique semble jouer un rdle primordial dans I’activité de ce type de
structure, a la fois de pi¢ge radicalaire et de chélateur des ions meétalliques. On trouve
d’ailleurs, dans cette classe de composés des structures dicétoniques présentant des activités
antioxydantes sans présence de fonctions phénols: c’est le cas de la triacontane-16,18-dione,

identifiée dans les feuilles d’ Fucalyptus.
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> L’acide ascorbique (vitamine C), agissant principalement comme réducteur de
I’oxygéne et surtout présent dans les fruits et 1égumes. 11 est tres largement utilisé comme
conservateur et la plus grande partie provient de la synthése industrielle.

» Les caroténoides dont D’activité antioxydante peut s’expliquer par leur
capacité a désactiver I’oxygene singulet, sont également présents dans les fruits et 1égumes
(tomate, carotte...). Leur utilisation en alimentation et en cosmétologie reste néanmoins
limitée a cause de leur couleur orangée due a la présence de nombreuses doubles liaisons
conjuguées.

> Certains composés azotés (alcaloides) présentent relativement peu d’intérét
pour leur action antioxydante, compte tenu de leur grande toxicité.

Les composés volatils rencontrés dans les huiles essentielles susceptibles de présenter

une activité antiradicalaire intéressante sont essentiellement des phénols.

1-2- Résultats et discussion

Nous avons testés les potentialités antiradicalaires de nos échantillons d’huile
essentielle en étudiant leur réactivité vis-a-vis du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) qui
est un capteur de radicaux libres dont le piégeage, par I’antiradicalaire, se traduit par une

disparition de la coloration pourpre.

Un échantillon trés réactif pourra entrainer une décoloration quasi instantanée de la

solution de DPPH.
N
I

NP
%Noz
NO,

DPPH: 2,2-diphényl-1-pycrylhydrazine
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1-2-1- Principe de la mesure

Le procédé d’évaluation des propriétés antiradicalaires par le test au DPPH a ét¢ mis
au point au laboratoire d’aprés la méthode décrite par Brand-Williams et coll., en 1995.

Le principe de cette méthode est bas¢ sur la mesure du piégeage de radicaux libres
d’une solution de DPPH. Ce piégeage est visualisé par la disparition de la couleur pourpre de
DPPH. La réaction de décoloration peut étre suivie en spectrophotométrie.

L’étude de la décoloration d’une solution de DPPH en brésence d’inhibiteur est
réalisée par mesure spectrophotométrique & 517 nm (spectrophotométre UV-mc2, Safas
Monaco).

DPPH° + AH——>  DPPH-H+ A°

DPPHP + R° > DPPH-R

Les cuves sont laissées dans un bain thermostaté a 30°C et les absorbances (A) des
solutions sont mesurées toutes les 10 minutes pendant une heure.

Dans chaque série de mesures, le comportement des solutions en présence
d’antiradicalaire est comparé a celui d’une solution de référence (solution de DPPH) sans
inhibiteur.

Un premier test a consisté a utiliser les huiles essentielles pures (concentration 5g/L)
pour voir celles qui sont actives. On peut alors recommencer le test avec une gamme de
concentrations; le graphe représentant le pourcentage de piégeage en fonction de la
concentration permet de déterminer le SCsy. (Concentration en inhibition conduisant a 50%
d’inhibition).

Le calcul du pourcentage d’inhibition est réalisé par rapport au témoin selon la

formule:
A (témoin) - A (inhibiteur)
%SC= x 100
A (témoin) -A (100)
A (témoin) = Absorbance du témoin a 60 min (solution de DPPH sans inhibiteur)

A (inhibiteur) = Absorbance de I’essai 4 60 min (en présence d’inhibiteur)
A (100) = Absorbance en fin de réaction (voisine de 0) pour un piégeage total

(entre 0.015 et 0.08 suivant la coloration de la solution).
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La valeur de SCso dépend de la concentration en DPPH utilisée pour le test. On peut
éliminer ce paramétre en ramenant cette valeur a une mole de DPPH, avec le calcul de la

concentration efficace (CEso).

» Concentration efficace (CE)

La CEsy (concentration efficace) est calculée a partir du SCso a partir de I’équation

suivante :
SCso

CEgg =—
CoppH

dans laquelle
o SCsp est exprimé en g/L
e Cpppy est exprimé en g/L
e CEsg est exprimé en g d’antiradicalaire / mole de DPPH
La concentration en DPPH, exprimée en moles /L, est obtenue a partir de 1’équation
suivante, déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée en triplicate sur 6

concentrations en DPPH,
AbSSI7 =9 832 x CDPPH

Abss)7: Absorbance & 517nm de la solution de DPPH: Concentration réelle de DPPH
en moles/L.

On notera, a titre informatif, que Brand-Williams et coll., 1995 avaient proposé
I’équation suivante pour des mesures effectuées a 515nm dans du méthanol:

AbSSIS =12509x CDPPH

1-2-2- Mise au point des conditions expérimentales: étude de composés

antiradicalaires commerciaux

Des mesures ont été réalisées sur des antiradicalaires commerciaux courants: BHT,
BHA, thymol, carvacrol, eugénol, acide gallique. Deux composés de synthése, le BHT et le
BHA et quatre composés naturels: thymol, carvacrol, eugénol et acide gallique.

On observe un comportement «cinétique» différent suivant 1’antioxydant puisque

«l’état stationnaire» c'est-a-dire la «stabilisation de I’absorbance» a sa valeur minimale, pour
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une concentration en inhibiteur donnée. est atteint en 30 min pour l'acide gallique, en 60 min
pour le BHT, le BHA et I’eugénol puis en 2 heures pour le thymol et le carvacrol.

Le temps au bout duquel la mesure est effectuée pour calculer le pourcentage
d’inhibition est donc trés important et la différence observée sera d autant plus importante que
la réactivité de I’inhibiteur est faible.

[Les graphes représentant le pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations
donnent une bonne idée de la réactivité de I'inhibiteur (figures 25-28).

L écart observé entre 30 min et 60 min est faible pour ’acide gallique (figure 25) et

beaucoup plus important pour le BHT (figure 26) ou le thymol (figure 28).
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Figure 26 : Réactivité de BHT vis a vis du DPPH
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Figure 28 : Réactivit¢ du thymol et du carvacrol vis a vis du DPPH

Un examen attentif des conditions expérimentales adoptées par les auteurs pour la
mesure des propriétés antiradicalaires de leurs échantillons est donc indispensable avant toute
analyse comparative (Puertas—Mejia et coll., 2002).

Nous avons choisi d’effectuer toutes nos mesures a 60 min pour une meilleure

comparaison de nos échantillons.
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L’acide gallique est le plus efficace (figure 25), on trouve une réactivité comparable
pour ’eugénol et le BHA (figure 27), tandis que le BHT (figure 26) est légerement moins
efficace. En revanche, 1’échelle des concentrations encadrant le SCsg est beaucoup plus élevée
(par un facteur de 100) pour les phénols naturels, thymol-carvacrol (figure 28).

La réactivité du BHT s’explique par la stabilisation de 1’entité radicalaire obtenue
aprés perte d’un radical hydrogene, par effet inductif +1 des substituants du noyau aromatique.
Dans le cas du BHA, cette stabilisation est amplifiée par le groupe méthoxy en para du phénol
qui interviendra par un effet mésomeére donneur, plus important que 1’effet inductif. Cet effet
mésomére se retrouve dans la structure de 1’eugénol, avec le méthoxy en position ortho.

Dans le cas du thymol et du carvacrol, n’entrent en jeu que des effets inductifs +I de
faible intensité, ce qui explique leur moindre réactivité.

Le cas de I’acide gallique est un peu différent, sa treés grande réactivité s’explique par
la présence de trois groupes phénols vicinaux.

Les parameétres décrivant D’activité antiradicalaire des référents précédemment

présentés sont rassemblés dans le tableau 31.

Tableau 31 : Paramétres antiradicalaires d’inhibiteurs de référence

Nom des (SCso) en (SCsp) en Masse CEsgen

antiradicalaires mg/L g/mole de | Molaire en | mole/mole

commerciaux DPPH g/mol de DPPH
acide gallique 1.1 11 170.12 0.07
BHA 2.0 21 180.25 0.11
BHT 8.8 99 220.36 0.45
eugénol 1.6 18 164 0.11
thymol 113 1.2x10° 150 7.8
carvacrol 125 1.3x10° 150 8.3
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1-2-3- Structure de quelques antioxydants phénoliques de références

OH OH COOH
(HC)s C(CHs)s CCs
OH
CH, oCH, H
BHT BHA Acide Gallique

C
: e
OH

Thymol Carvacrol Eugénol

Les conditions opératoires mises au point avec les inhibiteurs de référence ont donc
été transposées aux différents échantillons d’huiles essentielles et les résultats sont donnés

dans le paragraphe suivant.

1-2-4-Etude des activités antiradicalaires des huiles essentielles
1-2-4-1- Screening des huiles essentielles pures

Les différents échantillons d’huiles essentielles ont tous été testés a une concentration
de 5g/L (10pL d’huile essentielle dans 2 mL de solution de DPPH 100uM).

Le pourcentage d’inhibition a été calculé dans tous les cas a partir de la valeur de
’absorbance a 60 min.

Un premier classement a été effectué d’aprés cette premiére évaluation: les
échantillons conduisant a un pourcentage de piégeage inférieur & 50% ont été considérés
comme «faiblement actifs», les autres seront classés comme «moyennement actifs» et «actifs»

en fonction des résultats obtenus sur les solutions diluées.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 32.
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Tableau 32 : Screening des échantillons d’huiles essentielles a 5g/L

Echantillons d’huiles essentielles % d’Inhibition aprés 60min
Pimenta racemosa Kouhounou 3 (feuilles) 100
Pimenta racemosa Godomey 2 (feuilles) 100
Pimenta racemosa Kouhounoul (feuilles) 100
Pimenta racemosa Kouhounou2 (feuilles) 100
Pimenta racemosa Godomey 3 (feuilles) 100
Pimenta racemosa Godomey1 (feuilles) 100
Aeolanthus pubescens Awaya (feuilles) 92.8
Aeolanthus pubescens Togon 2 (feuilles) 95.4
Aeolanthus pubescens Togonl (feuilles) 89.8
Aeolanthus pubescens Tré (feuilles) 87.8
Ocimum gratissimum cotonou (feuilles) 92.0
Ocimum gratissimum fleur 3.8
Ocimun canum Adja honmé (feuilles) ' 19.3
Clausena anisata Abomey-calavi (feuilles) 78.0
Clausena anisata Akassato (feuilles) 77.8
Clausena anisata Houinl (feuilles) 76.4
Clausena anisata Houin 3 (feuilles) 76.8
Clausena anisata Setto (feuilles) 75.1
Cymbopogon nardus d’ Abomey-Calavi (feuilles) 77.4
Cymbopogon giganteus Savalou (feuilles) 52.7
Cymbopogon giganteus Setto] (feuilles) 43.8
Cymbopogon giganteus Setto 2 (feuilles) 40
Chenopodium ambrosoides échan.5 (feuilles) 49.4
Chenopodium ambrosoides cotonou 1 (feuilles) 43.7
Annona squamosa 1 Sikecodji (feuilles) 66.1
Annona muricata 1 Sikecodji (feuilles) 10.1
Monodora myristica (feuilles) 19.3
Xylopia aethiopica (feuilles) 12.1
Lippia multiflora Atchérigbé (feuilles) 25.4
Commiphora africana Savalou (feuilles) 9.7
Pentadesma butyracea (feuilles) 6.2
Pentadesma butyracea (écorces) 8.1
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1-2-4-2- Huiles essentielles «faiblement actives»

Dans ce groupe, ont été classées les huiles essentielles conduisant & un pourcentage
d’inhibition inférieur a 50% pour une concentration a Sg/L..

Des solutions plus concentrées (de 5-20g/L) ont donc été évaluées pour tenter de
déterminer le SCsyp.

Dans certains cas. les SCso n’ont pu étre déterminés,

Pour 6 échantillons: Ocimum gratissimum (fleur), Ocimum canum, Pentadesma
butyracea (feuilles et écorces), Xylopia aethiopica, Monodora myristica et Annona muricata
["augmentation de la concentration en huile essentielle n’affecte pas de fagon significative le
pourcentage de pi¢geage du DPPH. On peut donc les considérer comme «inactifsy.

Il s’agit dans tous les cas de compositions riches en mono et/ou sesquiterpenes
hydrocarbonés. ce qui explique facilement cette faible activité (sauf 1'échantillon d'O.
gratissimum fleur qui est riche en monoterpénes oxygénés).

Cette caractéristique chimique commune est clairement illustrée par la figure 29
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Figure 29 : Répartition des terpénoides dans les échantillons classés « inactifs ».
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Dans deux autres cas (Lippia multiflora et Commiphora africana) seuls les SCys et
SCy ont pu étre déterminés. On peut donc considérer ces échantillons comme «tres

faiblement actifs».
~ Huile essentielle de Commiphora africana

Les mesures etfectuées avec |'huile essentielle de Commiphora africana ont permis
d’évaluer un SCys a 23g/L; le pouvoir antiradicalaire est donc tres faible puisque cette valeur
est plus de 5000 fois supérieure au SCsp du BHT (8.8mg/L).

Ce résultat n’est pas surprenant compte tenu de la composition chimique
exclusivement terpénique de [huile essentielle, dominée par des sesquiterpeénes

hydrocarbonés et oxygénés a squelette bisabolane (figure 9)
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e §TO= Sesquiterpénes oxygénés

Figure 9 : Répartition des terpénoides dans I"huile essentielle des feuilles de Commiphora

africana (A. Rich.) Engl.

~ Huile essentielle de Lippia multiflora

De la méme manicre. I’huile essenticlle de Lippia multiflora a un SCyg évaluée a 7g/L,

témoignant également d’un trés faible potentiel antiradicalaire.
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Figure 24 : Répartition des composés majoritaires dans [huile essentielle de Lippia
multiflora Moldenke (feuilles)

Ce résultat est compatible avec la composition chimique exclusivement terpénique de
I’huile essentielle. dominée par des constituants représentant plus de 70% du mélange: deux
compos¢s a squelette p-menthane le (1.8-cinéole, et |'o-terpinéol) un monoterpéne
hydrocarboné bicyclique le sabinene et un dérivé acyclique le linalol.

Pour les échantillons de Cymbopogon giganteus et de Chenopodium ambosioides, une

augmentation de la concentration en huile essentielle a permis de déterminer leur SCso.
» Echantillons d’huiles essentielles de Cymbopogon giganteus.

Les trois échantillons d huiles essentielles des feuilles de Cymbopogon giganteus ont

€té testés a des concentrations variant entre 5 et 30g/L (figures 30 et 31).
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Figure 30 : Réactivité de I"échantillon 1 de Cymbopogon giganteus vis a vis du DPPH
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Activité antiradicalaire de Cymbopogon giganteus
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Figure 31 : Réactivité des échantillons 2 et 3 de Cymbopogon giganteus vis a vis du DPPH

On observe une activité faible avec des SCsy compris entre 1.2g/L, et 19g/L.

Les deux échantillons de Setto ont des réactivités comparables avec des SCsy de
15g/L et 19g/L respectivement.

Les différences de réactivité observées ne peuvent pas directement étre expliquées au
vu des compositions chimiques, qui sont trés similaires, dominées par des monoterpénes

oxygénés a squelette p-menthane.
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Figure 21 : Répartition des composés majoritaires dans les échantillons d’huiles essentielles
de Cymbopogon giganteus Chiov. (feuilles)
1 = Récoltées a Savalou le 02/01/04;
2 = Récoltées a Setto le 13/01/04 (Settol)
3 = Récoltées a Setto 10/08/04 (Setto2)
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Seul I’échantillon de Setto 2 se¢ distingue par un taux élevé de cis-dihydrocarvone et
une faible teneur en trans-p-mentha-1(7).8-dien-2-ol, mais néanmoins sa réactivité est tres
proche de celle de Setto 1.

En résumé, 'huile essentielle de Cymbopogon giganteus présente une trés faible
activite antiradicalaire, ce qui exclut ["utilisation de cette huile essentielle pour une utilisation

dans ce domaine.
» Chenopodium ambrosioides

Cinq échantillons d’huiles essentielles ont €té¢ testés pour leurs proprictés
antiradicalaires.
Les résultats ayant servi a la détermination des SCso des différents échantillons sont

rassemblés dans les figures 32, 33 et le tableau 34.

Activité antiradicalaire du Chenopodium ambrosioides
(échantillon 7)
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Figure 32 : Réactivité de ['échantillon 7 de Chenopodium ambrosioides vis a vis du DPPH
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Figure 33 :
DPPH

Réactivité des échantillons 1. 4, 5 et 8 de Chenopodium ambrosioides vis a vis du

Tableau 34 : Potentiel antiradicalaire des échantillons d’huiles essentielles de.

Chenopodium ambrosioides

Chenopodium ambrosioides SCspen g/L SCsp en g/mol de
DPPH
[ 6.0 5.7x10°
4 52 5.0x10°
5 8.6 8.0x10°
7 0.9 8.4x10’
8 4.7 4.3x10*

L.e pouvoir antiradicalaire est relativement faible pour quatre échantillons puisque le

SCso est compris entre 4.7 et 8.6g/L (soit une activité antiradicalaire environ 1000 fois plus

faible que celle du BHT).

[."échantillon 7 est plus actif (SCso = 0.9 g/L) bien que sa composition chimique soit

comparable aux autres pour les grands composés : on notera cependant que cet échantillon est

de couleur noire. probablement en raison d’une surchauffe en cours d’hydrodistillation.

Cet échantillon a été redistillé pour tester I'influence de la durée de distillation sur la

composition chimique et plus particuli¢rement sur la teneur en ascaridole. les résultats de

cette expérience ont été discutés dans le chapitre précédent. Les différentes fractions de
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distillation ont également été testées pour «contrdler» la réactivité de cet échantillon. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 35.

Tableau 35 : Concentration chimique et activité antiradicalaire de I’huile essentielle de

PPéchantillon 7  Chenopodium  ambrosioides  fractionnée  par
hydrodistillation.
HE Nom des F1 F2 F3 F4 F5
% Dist % FID COMPOsés
39,9 37,7 o-terpinene 49.1 4.0 1.3 0.1 0.2
30,7 30,2 p-cymene 37.2 8.1 4.0 04 1.5
0,7 0,6 limonene 0.8
1,3 0,9 y-terpinene 1.2 2.1 2.5 1.9 0.9
3,7 0,5 p-cymenene 39 4.4 3.6 1.7 2.6
4,2 1,0 p-cymen-8-ol 1.7 20.9 15.6 133 114
1,6 1,3 o-terpineol 1.2 7.2 3.7 2.1 1.9
0,2 0,1 isoascaridole I 0.6 0.8 1.0 0.9
0,3 8,2 ascaridole 0.9 1.2 1.8 1.8
0,4 0,8 carvenone oxide 11 0.2 2.5 1.6 09
0,3 0,6 ascaridole diol 1 0.1 1.4 1.0 0.9 0.6
0,2 1,0 ascaridole diol 11 0.5 0.8 1.0 0.6
0,2 0,2 thymol 1.4 1.7 0.7
0,3 0,2 carvacrol 0.6 1.2 1.3 2.0
3,2 2,9 isoascaridole II 8.8 124 15.5 28.7
0,3 0,4 perillaldéhyde 1.0 1.3 1.5 1.4
2,3 1,8 B-caryophyllene 0.8 6.3 34 2.0 23,00
SCsp en g/L 7.8 33 33 3.8 3.8
SCso en g/mol 7.9x10° 3.1x10* 3.1x10* 3.6x10* 3.6x10*

Aucune des 5 fractions testées n’est aussi efficace que I’huile essentielle. En revanche,

on retrouve pour les différentes fractions des réactivités comparables a celle des autres

échantillons d’huiles essentielles.

On notera que la fraction la moins active est la fraction 1, constituée majoritairement

de composés hydrocarbonés, ce qui rejoint nos observations précédentes sur les

caractéristiques chimiques des huiles essentielle «faiblement activesy.
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Ce résultat montre donc que 1’échantillon 7 de couleur noire, contenait probablement
des produits de dégradation, éliminés au cours de la «redistillation», probablement
responsables de l’activité antiradicalaire « anormalement élevée » observée pour I’huile
essentielle.

Il indique également que les conditions d’obtention d’une huile essentielle sont
susceptibles d’avoir une influence sur ses propriétés antiradicalaires qui doivent étre vérifiées
sur plusieurs échantillons.

Les résultats obtenus pour les activités antiradicalaires de ces échantillons d’huiles

essentielles «faiblement actives» sont rassemblés dans le Tableau 33 ci-dessous.

Tableau 33 : Pouveir antiradicalaire des huiles essentielles «faiblement actives»

Nom des plantes SCsy en g/L SCsp en g/mol de DPPH
Annona muricata - -
Chenopodium. ambrosoides 1 6.0 5.7x10*
Chenopodium. ambrosoides 4 52 5.0x10°
Chenopodium ambrosoides
échantillon 5 8.6 8.0x10°
Chenopodium. ambrosoides 7 0.9 ' 8.4x10°
Chenopodium ambrosoides
échantillon 8 (extrait au pentane) 4.7 4.3x10*
1 1.2 1.1x10*
5
Cymbopogon giganteus 2 19.0 1.8x10
3 15.0 1.3x10°
Monodora myristica 15.0 1.3x10°
Ocimum canum Adja honmé 16.3 1.6x10°

Ocimum gratissimum fleur - -
Pentadesma butyracea (feuilles) - -
Pentadesma butyracea (écorces) - -
Xylopia aethiopica 15.0 1.3x10°

1-2-4-3- Huiles essentielles «moyennement actives»

Nous avons classé «moyennement actives» les échantillons d’huiles essentielles
donnant un pourcentage de piégeage du DPPH compris entre 50 et 80% pendant le screening

(c'est-a-dire a une concentration de 5g/L).
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1-2-4-3-1- Echantillons d’huiles essentielles de Clausena anisata

Les composés majoritaires des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation des
feuilles de Clausena anisata récoltées dans différentes régions du Bénin mais également a
différentes périodes de récolte pour I’espéce botanique de la région de Houin sont repris dans

les tableaux 36 et 37.

Tableau 36: Principaux constituants et activités antiradicalaires des huiles essentielles

de feuilles de Clausena anisata (Willd) J. D. Hook. ex. Benth. d’origines

différentes
Nom des composés *IR 1 2 3 4
1,8-cinéole 1031 2.3 0.1 0.1 0.1
linalol 1091 0.3 04 0.4 0.2
terpinén-4-ol 1175 - 0.1 0.9 -
méthyl chavicol 1193 66.2 78.7 61.1 93.6
(E)-anéthol 1279 17.6 7.7 0.3 0.2
4-vinyl-2-methoxyphénol 1302 - 03 0.5 0.1
-caryophylléne 1441 2.1 1.6 5.9 0.3
o-humuléne 1475 0.6 1.5 6.4 0.3
germacréne D 1499 1.0 0.2 9.3 0.1
SCso (g/L) 1.70 0.60 0.37 3.30
SCso (g/mole) 1.2x10* 6.7x10° 3.9x10° 3.2x10°

1= Récoltées a Akassato le 07/10/02 (Pourcentages relatifs

2= Récoltées a Akassato le 27/11/03 (Pourcentages relatifs).

3= Récoltées 2 Abomey-Calavi le 20/12/03 (Pourcentages relatifs).
4= Récoltées a Setto le 13/01/04 (Pourcentages relatifs)

*IR sur une colonne DB1
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Tableau 37: Principaux constituants et activités antiradicalaires des huiles essentielles
de feuilles de Clausena anisata (Willd) J. D. Hook ex. Benth. récoltées a

différentes périodes a Houin.

Nom des composés *IR 5(%) 6(%) T(%) 8(%)
o-pinéne 939 17.1 20.1 10.7 32
sabinéne 975 6.4 6.0 7.4 1.1
(Z)-B-ociméne 1037 10.3 11.1 6.1 1.5
(E)-B-ociméne 1043 8.0 6.3 4.7 1.2
linalol 1091 1.4 1.2 0.9 -
terpinén-4-ol 1174 1.3 0.8 1.8 -
méthyl chavicol 1193 1.0 - 30.5 64.1
4—vinyl-2-méthoxyphénol 1303 0.5 - 0.4 0.9
B-caryophylléne 1441 12.2 12.8 9.7 8.6
o-humuléne 1475 14.8 15.2 11.8 83
germacréne D 1499 5.5 8.5 4.3 3.1
SCso (g/L) 0.87 - 0.80 0.38
SCsp (g/mole) 8.4x10° - 7.8x10° 3.6x10°

5 =Récoltées a Houin le 27/12/03 ; 6 = Récoltées a Houin le 18/04/04
7 =Récoltées a Houin le 26/09/04 ; 8 = Récoltées 4 Houin le 31/08/05

*IR sur une colonne DB1

Sept d’entre eux ont été testés vis-a-vis du DPPH et les résultats de ces évaluations

sont donnés dans les tableaux précédemment cités.
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minoritaires sont responsables de 1’activité observée. Le 2-méthoxy-4-vinylphénol, porteur
d’un groupement phénol, participe probablement a cette activité. On observe en effet que les
deux échantillons les moins actifs (1 et 4, tableau 34) possédent le plus faible taux de ce
compos€.

De la méme maniére, pour les échantillons récoltés a Houin, I’échantillon le plus actif
(échantillon 8) contient pres de 1% de ce composé.

On notera cependant que si ce composé est le seul impliqué dans I’activité de ces
échantillons, cela suppose qu’il soit trés réactif vis-a-vis du DPPH.

Un SCsp de 0.38g/L pour I’échantillon 8 par exemple, qui contient environ 1% de 2-
méthoxy-4-vinylphénol, le 2-méthoxy-4-vinylphénol devrait avoir a un SCsp de 3.8mg/L, soit
une activité antiradicalaire bien meilleure que celle du BHT.

Ce résultat n’est pas surprenant quant on sait que I’eugénol, son homologue supérieur,

se caractérise par un SCsy de 1.6mg/L.

g e
el © oo™ |

OH
Eugénol 2-méthoxy-4-vinyl phénol
Il serait intéressant de tester les potentialités antiradicalaires de 2-méthoxy-4-
vinylphénol vis a vis du DPPH pour conforter notre argumentation.

1-2-4-3-2-Huile essentielle de Cymbopogon nardus

Les résultats de notre étude de I’activité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH de ’huile

essentielle de Cymbopogon nardus sont représentés sur la figure 36.
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Activité antiradicalaire de Clausena anisata

120 ‘

100 i} P —

80 | -

[ |
60 | /
| : ——2
4 / .3 ‘
20 |/ ] | 4 |
|
E \

0 1 2 3 R 5 6

Concentration (g/L)

% de piégeage

Figure 34 : Réactivité des échantillons 2, 3 et 4 de Clausena anisata vis a vis du DPPH

Activité antiradicalaire de Clausena anisata de Houin
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Figure 35 : Réactivit¢ des échantillons 5, 7 et 8 de Clausena anisata récoltés a Houin vis a

vis du DPPH

Le SCsq varie entre 0.37g/L. pour |'échantillon le plus actif (celui d’Abomey-Calavi) et
3.3g/L. pour celui le moins actif (échantillon de Setto) soit un facteur de 10 entre les deux.

Parallélement a ces mesures, nous avons testé¢ l'activit¢ antiradicalaire du méthyl
chavicol qui est majoritaire dans un grand nombre d’échantillons (a |'exception des
¢chantillons 5 et 6).

Les résultats obtenus indiquent une activité quasiment nulle, puisque pour une
concentration de 50g/L. en méthyl chavicol on obtient un pourcentage de piégeage de |'ordre
de 20%, ce qui est tres faible: ce résultat n’est pas surprenant compte tenu de sa structure

chimique (absence de groupement phénol). On peut donc supposer que d’autres composés
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Activité antiradicalaire de I'HE de Cymbopogon nardus
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Figure 36 : Activité antiradicalaire de I'huile essentielle de C'ymbopogon nardus

La détermination graphique du SCsg, 0.42¢g/1., est comparable a celle de 1'échantillon
le plus actif de Clausena anisata (¢échantillon 8).

Les constituants majoritaires de cet échantillon (monoterpenes oxygénés acycliques)
ne justifient pas cette activité (tableau 38). En revanche. on trouve un taux de 1% d’eugénol,
tout a fait en accord avec [activité observée. si I’on applique le méme raisonnement que celui

précédemment suivi pour Clausena anisata.

Tableau 38 : Constituants majeurs et activité antiradicalaire de I’huile essentielle de

Cymbopogon nardus (Linn) Rendle

Nom des composés *IR Yo
citronellal 1146 25.1
isopulégone 1157 0.4
citronellol 1220 10.6
géraniol 1254 29.4
eugénol 1345 1.0
¢lémol 1561 6.0
SCso (/1) 0.42
SCs (g/mole) 3.9x10°
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1-2-4-3-3-Huile essentielle d’Annona squamosa

On obtient lors du screening un pourcentage de 66% pour une concentration de 5g/l.
pour I’échantillon 1 huile essentielle d’Annona Squamosa récolté a Sikecodji.

Le SCsq voisin de Sg/L, correspond donc a une activité plus de 500 fois plus faible que
celle du BHT.

On retrouve pour cette huile essentielle. une composition chimique dominée par les
structures terpéniques hydrocarbonées, comme pour les échantillons classés précédemment
«faiblement actifs».

L’activité observée, pourrait étre due a la présence d’un (ou plusicurs) constituants

minoritaires (peut étre non identifiés) dans I’huile essentielle.

0

60|
50|
0

ot MTH=  Monoterpenes hydrocarbonés
o "2 MT0= Monoterpénes oxygéns
2| STH= Sesquiterpénes hydrocarbonés
0] STO= " Sesquiterpénes oxygénés
0 e G CA=  Composés aromatiques

STO CA DA

DA=  Dérivés aliphatiques

Figure 6 : Répartition des constituants dans les échantillons d'huiles essentielles des feuilles

d’Annona squamosa 1.

[’ensemble des résultats obtenus pour les huiles essentielles classées «moyennement

actives» sont rassemblés dans le tableau 39.
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Tableau 39 : Pouvoir antiradicalaire des échantillons d’huiles essentielles classées

«moyennement actives»

Nom des plantes SCsp (g/L) SCsp (g/mole)
Annona squamosa (1) 5 5.0x10°
1 1.70 1.2x10°
2 0.60 6.7x10°
3 0.37 3.9x10°
Clausena anisata 4 3.30 3.6x10°
5 0.87 8.4x10°
7 0.80 7.8x10°
8 0.38 3.6x10°
Cymbopogon nardus 0.42 3.9x10°

1-2-4-4- Huiles essentielles «trés actives»

Les échantillons d’huiles essentielles «trés actives» sont celles donnant un
pourcentage de piégeage supérieur ou égal a 80% pendant le screening (c'est-a-dire pour une
concentration de S5g/L). Il s’agit des échantillons d’huiles essentielles d’Aeolanthus

pubescens, d’ Ocimun gratissimum (feuilles) et de Pimenta racemosa.

Les résultats obtenus aprés dilution des échantillons sont rassemblés dans le tableau

cl-apres.
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Tableau 40 : Activité antiradicalaire des huiles essentielles trés actives vis-a-vis du

DPPH.
Nom des HE actives SCsp (mg/L) SCsp (g/mol de DPPH)
Aeolanthus pubescens 1 126 1314
Aeolanthus pubescens 2 106 1199
Aeolanthus pubescens 3 94 1074
Aeolanthus pubescens 4 160 1553
Pimenta racemosa | 1.27 14.0
Pimenta racemosa 2 1.40 15.0
Pimenta racemosa 3 1.60 16.9
Pimenta racemosa 4 1.85 21.0
Pimenta racemosa 5 1.71 19.5
Pimenta racemosa 6 1.88 18.4
Ocimum gratissimum (feuilles) 132 1132

1-2-4-4-1- Huile essentielle d’Aeolanthus pubescens

Les quatre échantillons d'Aeolanthus pubescens récoltés respectivement a Togon, Tré
et Awaya ont €té testés entre 0.1 et 1g/L. Trois d’entre eux sont riches en thymol (échantillons
1, 2, 3) le quatrieme dominé par le carvacrol.

» Aeolanthus pubescens : «chémotype a thymol»

Les résultats obtenus sont donnés dans la figure 37, avec ceux du thymol qui

représente le composé majoritaire de ces échantillons.
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% de piégeage

Activité antiradicalaire des HE d'A. pubescens + thymol
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Figure 37 :

pubescens et du thymol vis a vis du DPPH

Réactivité des échantillons 1, 2 et 3 des huiles essentielles d’Aeolanthus

On obtient pour les échantillons 2 et 3 un SCs¢ inférieur a celui du thymol

(respectivement 106 et 94 mg/L contre 113mg/L pour le thymol).

L’échantillon 1 est un peu moins actif avec un SCso de 126mg/L..

L’organigramme de la figure 16, représente les tencurs respectives des principaux

constituants dans les échantillons 1-3. On constate que, dans tout les cas, [activité

antiradicalaire observée est meilleure que celle attendue sur la base du pourcentage en thymol,

qui est compris entre 63.8 et 64.7%.
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Figure 16: Répartition des composés majoritaires dans les échantillons d’huile essentielle

d’Aeolanthus pubescens Benth (feuilles) pour le « chémotype a thymol ».
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Ce résultat pourrait s'expliquer par une potentialisation de leur activité par d'autres
composés, peut étre minoritaires, présents dans I’huile essentielle.

Nous avons voulu vérifier cette hypothése en procédant a I’extraction en milieu
basique des composés phénoliques de 1’échantillon 1 récolté & Togon.

L’huile essentielle mise en solution dans I’éther a été traitée par une solution aqueuse
de NaOH 1M.

La phase organique obtenue apres 3 premiers «lavages basiques» (fraction neutre F1)
contenait encore 10% de composés phénoliques (tableau 41), une partie a été traitée a
nouveau a la soude pour conduire a la fraction F’1, dont I’analyse chimique a montré qu’elle
ne contenait plus que 1% de phénols. L’ensemble des phases aqueuses basiques a été acidifié
par une solution d’acide chlorhydrique et extraite a 1'éther. Aprés évaporation du solvant,
I’analyse chimique montre que cette fraction F2 est presque exclusivement constituée de

composés phénoliques.
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Tableau 41 : Résultats du fractionnement de I’huile essentielle d’Aeolanthus pubescens 1
(Togon; Dassa-Zoumé) par extraction en milieu basique.

Nom des composés *IR 1(%) F1(%) F1(%) F2%)
a-thujéne 930 1.4 1.8 1.6 -
o-pinéne 939 0.5 0.7 0.6 -
camphéne 954 0.1 0.1 - -
B-pinene 981 0.1 0.2 - -
myrcéne 987 1.8 3.0 33 -
a-phellandréne 1006 0.2 - 2 s
o-terpinene 1018 2 0.2 0.3 -
p-cymeéne 1023 8.5 18.1 20.5 -
limonéne 1031 0.6 1.3 1.4 -
(E)-B-ociméne 1042 0.1 . N .
Y-terpinéne 1060 6.6 11.8 13.6 -
p-cyménéne 1084 0.2 0.5 0.6 -
terpinoléne 1089 0.1 0.3 0.4

bornéol 1152 0.1 0.4 0.5
terpinén-4-ol 1178 1.8 5.0 3.9 -
thymol 1298 63.8 13.6 1.1 96.6
carvacrol 1303 2.1 - - 29
acétate de thymyle 1346 10.2 325 37.8 0.1
acétate de terpinyle [ 3382 0.1 - - -
acétate de carvacryle 1360 0.7 1.2 2.2
B-caryophylléne 1439 0.2 0.6 0.7
Y-gurjunene 1473 0.1 0.2 0.2 -
(Z)-a-bisabolene 1503 0.7 2.1 2.3 -
p-bisabolene 1514 0.7 23 2.7 -
Monoterpénes hydrocarbonés 18.9 38 42.3 -
Monoterpénes oxygénés 78.8 52,7 47.5 99.6
Sesquiterpénes hydrocarbonés 1.3 5.2 6.1 -
Total 99.4 95.9 95.9 99.6

1= Récolté a Togon le 28/06/03

F1 = Fraction neutre
F’1 = Fraction obtenue aprés extraction de F1

F2 = Fraction comportant les composés phénoliques

*IR sur colonne DBI.
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Les 3 fractions ont été testées ; le résultat de ces expériences est représenté a la figure

38 et comparée au thymol et a I"huile essentielle de départ.
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Figure 38 : Réactivité de "huile essentielle de I'échantillon 1 d” Aeolanthus pubescens et des

fractions obtenues par traitement basique vis a vis du DPPH

On constate que la fraction F’1. trés appauvrie en constituants phénoliques, n'a plus

qu’une tres faible activité antiradicalaire,

[a fraction F2, puisque exclusivement constituée de phénols, a un comportement tres

proche de celui du thymol, comme attendu.

En revanche, I"étude de la fraction F1 pauvre en thymol, permet de tracer une courbe

assez proche de celle de I’huile essentielle qui contient 5 fois plus de thymol (63.8%).

Ce résultat est tout a fait en accord avec I’hypothése précédemment émise d’une

«potentialisation» de I'effet du thymol par d’autres constituants de I'huile essentielle; en

d’autres termes, une purification du «principe actif supposé» (ici les thymol-carvacrol)

n’améliore pas de fagon spectaculaire les propriétés de ’extrait.

[.es SCso oblenus a partir de ces courbes sont donnés dans le tableau 42
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Tableau 42 : Activité antiradicalaire de I’huile essentielle de ’échantillon 1 d’Aeolanthus
pubescens et des fractions obtenues par traitement basique

Composé ou extrait SCsp (mg/L) SCspen g/mol de DPPH (103)
HE 126 1.31
Fl 169 1.75
F2 132 1.10
F1 2040 21.8
Thymol 113 1.18
Carvacrol 125 128

e Aeolanthus pubescens: «chémotype a carvacrol»

[."échantillon 4. récolté a Tré. a été étudié et comparé au carvacrol (figure 39).

Activité antiradicalaire
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Figure 39 : Réactivité de I’huile essentielle de I'échantillon 4 d* Aeolanthus pubescens et du

carvacrol vis a vis du DPPH

On trouve une réactivité moins forte pour 1'échantillon d"huile essentielle (SCso (HE)
160mg/L) que pour que pour le carvacol (SCso=125mg/L).
Néanmoins la valeur attendue pour I’échantillon d’huile essentielle, calculée sur la
base de sa teneur en carvacrol, serait de 208mg/I..
LLa encore, on retrouve le phénomene de synergie avec les constituants «neutresy» de

I"huile essentielle précédemment déerite.
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1-2-4-4-2- Huile essentielle d’ Ocimum gratissimum

L’échantillon d’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des feuilles d O.
gratissimum a été testé et comparé au thymol, composé majoritaire représentant environ 27%
du mélange.

On obtient une réactivité «proche» de celle du phénol de référence (figure 40).

Activité antiradicalaire
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a
g 40
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Figure 40 : Réactivit¢ de I’huile essentielle d*O. gratissimum et du thymol vis a vis du DPPH

La détermination des SCsy conduit aux résultats suivants :

Thymol : SCsp=0.11g/L
Huile essentielle : SCsg (HE) = 0.13g/L

Nous avons procédé au fractionnement de I"huile essentielle par traitement basique

d’une solution éthérée d huile essentielle (I'1).
["extrait obtenu par réacidification de la phase aqueuse basique et extraction a |’éther

conduit a la fraction désignée par F2. Les résultats de leur analyse chimique sont rassemblés

dans le tableau 43.
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Tableau 43 :

Composition chimique de I’huile essentielle d’Ocimum gratissimum

(feuilles) et des 2 fractions obtenues par traitement basique et extraction

de ’huile essentielle

Nom des composés *IR HE F1 F2
o-thujéne 931 8.2 8.4 =
a-pinene 941 1.2 24 -
camphene 956 0.3 0.3 -
sabinéne 973 0.3 0.4 -
B-pinéne 976 0.7 0.9 -
myrcéne 989 6.3 9.7 -
a-phellandréne 1007 0.5 = -
o-terpinéne 1020 4.2 - -
p-cymeéne 1023 17.6 29.7 0.7
limonéne 1029 2.5 4.2 -
d-3-carene 1030 0.1 - =
1,8-cinéole 1032 2.1 - -
(E)-B-ocimene 1044 0.3 0.5 -
y-terpinéne 1061 20.0 26.4 14
p-a-diméthyl styréne 1086 2.2 2.8 -
terpinoléne 1091 0.1 0.5 -
linalol 1096 0.2 - -
B-thujone 1166 0.2 0.3 -
bornéol 1168 0.2 - -
terpinén-4-ol 1178 1.2 - 1.0
a-terpinéol 1186 - - -
thymol méthyl ether 1227 0.3 - -
thymol 1287 26.9 - 90.8
carvacrol 1293 0.7 - 54
o-copaene 1382 0.1 02 -
B-caryophylléne 1435 1.2 0.1 -
bergamoténe 1438 0.1 - -
o-humuléne 1455 0.2 2.9 -
germacrene D 1488 0.1 - -
B-sélinene 1492 0.4 2.6 -
a-sélinéne 1503 0.2 0.2 -
o-cadinéne 1527 0.1 0.7 -
oxyde de caryophylléne 1599 0.2 2.4 -
Monoterpénes hydrocarbonés 62.3 834 2.1
Monoterpénes oxygénés 31.9 3.1 97.2
Sesquiterpénes hydrocarbonés 24 6.7 -
Sesquiterpénes oxygénés 0.2 24 -
Composés aromatiques 2.2 2.8 -
Total 99.0 98.4 99.3

| = Feuilles d’O. gratissimum récoltées a Cotonou le 18/08/02.

F1 = Fraction «eutrey
F2 = Fraction «acide»
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L activité antiradicalaire de I’huile essentielle. des fractions «neutrex» et «acide» ainsi
que du phénol de référence (thymol) a été évaluée dans les mémes conditions expérimentales.

[e résultat de ces évaluations est donné sur la figure 41 ¢t dans le tableau 44.

Activité antiradicalaire

00— — M

90

80 g x / |
o 70 : = |
g > //
-E 50 | 2 - gratissimum
€ 40 \ «— thymol
230 |

20 | F1

) s =

0 - N

0 0,1 0.2 0,3 0,4 0,5 06

Concentrations (g/L)

~n

Figure 41 : Réactivité de I’huile essentielle d"Ocimum gratissimum (feuilles), du thymol et

des différentes fractions chimiques vis a vis du DPPH

Tableau 44: Activité antiradicalaire de Ihuile essentielle (échantillon 1) d’Ocimum

gratissimum (feuilles) et des différentes fractions chimiques.

Composé ou extrait SCsy(g/L) SEsp en g/mole de DPPH (103)
HE 0.13 1.13
Fl 0.27 2:52
F2 0.038 0.34
Thymol 0.11 1.18

La fraction «neutre» (I'1) conserve une activité résiduelle. ce qui est surprenant dans la
mesure ou son analyse chimique ne montre aucune trace de constituant phénolique (thymol ou
carvacrol).

[La fraction F2 qui contient (86.5% de thymol) est 3 fois plus active que I’échantillon

authentique de thymol et 3.5 fois plus active que I'huile essentielle (26.9% de thymol).
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On retrouve, comme pour | huile essentielle d”Aeolanthus, une meilleure activité pour
’huile essentielle et la fraction «neutre» que celle attendue sur la base de leur teneur en
constituants phénoliques (on admet pour le calcul que le carvacrol a une actvité égale a celle
du thymol):

v Huile essentielle: SC'sg (théorique) = 0.40g/L. : SCso (expérimentale) = 0.13g/L..

v F2 : SCsq (théorique) = 0.12g/1. ; SCsq (expérimentale) = 0.038g/L.

Dans les deux cas, la présence des constituants «neutres» augmente la réactivité d’un
facteur de 3 environ, probablement griace a un phénomene de synergie entre les différents

types de molécules.
1-2-4-4-3- Huiles essentielles de Pimenta racemosa

L’activité¢ antiradicalaire des 6 échantillons d’huiles essentielles de feuilles de
Pimenta racemosa a été testée sur le DPPH, dans une gamme de concentrations allant de 0.5

a 50mg/L. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 42.

Activité antiradicalaire de des échantillons de P. racemosa
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Figure 42 : Réactivité des six échantillons d huiles essentielles de Pimenta racemosa vis a vis

du DPPH
On obtient des réactivités comparables pour les différents échantillons, I’¢chantillon le

plus actif étant celui de Godomey 2 (échantillon 2) et le moins actif étant celui de Godomey 3

(échantillon 3).
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] activité de I’eugénol, le constituant majoritaire de ces échantillons est intermédiaire

entre celles de ces deux échantillons (figure 43).

Activité antiradicalaire
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: Réactivité des échantillons 2 et 3 d huiles essentielles de Pimenta racemosa de

Figure 43
Godomey et de I"eugénol vis a vis du DPPH

Les deux seuls composés phénoliques identifiés dans ces échantillons d’huiles

essentielles sont le chavicol et I'eugénol.

Tableau 45: Pourcentage relatif et réactivité des deux composés phénoliques des

é¢chantillons d’huiles essentielles de Pimenta racemosa (Mill.) J. W. Moore.

récoltées au Bénin vis-a-vis du DPPH.

Nom des composés *IR 1(%) 2(%) 3(%) 4(%) 5(%) 6(%)
chavicol 1250 7.5 7.2 8.0 g | ¥ 3 93

eugénol 1368 51.1 50.8 46.6 455 452 527
SCsp (mg/L) 1.27 1.40 1.60 .85 1.71 1.88

SCs (g/mole) 13.9 14.9 16.9 20.9 19.5 18.4

Récoltées a Godomey le 19/04/03: 2 = Récoltées a Godomey le 28/05/03.

l
Récoltées a Godomey le 04/01/05; 4 = Récoltées a Kouhounou le 28/02/04.

(O%)
I

= Récoltées a Kouhounou le 30/12/03; 6 = Récoltées a Kouhounou le 15/04/03.

*IR sur colonne DBI1.
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Dans le tableau 45, nous avons reporté le pourcentage relatif de ces deux composés
phénoliques et le SCsqo de chaque échantillon testé ; la réactivité de ces échantillons varie entre
1.27 et 1.88 mg/L.

En comparant I’échantillon (1) d’huile essentielle de Pimenta racemosa a celle de
I’eugénol on trouve qu’il est 1.3 fois plus actif que I’eugénol pur.

Nous avons appliqué un traitement «acido-basique» identique a celui utilisé pour
I’étude d’O. gratissimum précédemment décrit, afin de «séparer» les constituants phénoliques
(«acides») des autres constituants («neutres») de I’huile essentielle et les différentes fractions
obtenues ont été analysées (tableau 46).

Les résultats montrent que nous avons, comme pour I’huile essentielle d’O.
gratissimum, une certaine difficulté a extraire la totalité des constituants phénoliques; en effet,
une importante proportion ne passe pas dans la phase aqueuse et est extraite par le solvant
organique (voir composition chimique F1).

Un deuxiéme traitement acido-basique de cette fraction F1, a permis d’éliminer la
quasi totalité des constituants phénoliques (il ne reste que 4% d’eugénol).

La fraction «acide» F2 est exclusivement constituée de composés phénoliques.

Toutes les fractions ont été testées et les résultats sont donnés dans le tableau 46 et la

figure 44 correspondant.
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Tableau 46 : Composition chimique de I’huile essentielle de Pimenta racemosa (feuilles)

et des fractions obtenues par traitement basique de I’huile essentielle

Nom des composés *IR 1(%) F1(%) F’1(%) F2(%)
a-thujéne 940 0.4 0.3 0.3 -
octén-3-ol 974 24 6.0 8.1 E
B-pinéne 982 0.1 - - -
myrcéne 993 25.1 45.6 53.3 -
o-terpinéne 1018 0.1 0.2 0.2 -
p-cymeéne 1022 0.7 1.4 1.9 -
limonéne 1034 3.0% 11.9 14.9 -
1,8-cinéole DT 0.3 0.4 -
(E)-B-ocimeéne 1043 0.2 - - -
y-terpinéne 1058 0.1 0.1 - -
terpinoléne 1089 0.2 0.3 0.2 -
linalol 1092 0.6 1.8 2.6 -
terpinén-4-ol 1178 0.8 2.1 3.1 -
o-terpinéol 1188 0.7 2.4 3.1 -
chavicol 1250 75 0.1 - 13.8
eugénol 1368 51.1 23.0 4.0 86.2
B-caryophylléne 1440 0.1 0.2 0.3 -
o-humuléne 1489 0.1 0.1 - -
(E,E)-a-farnéséne 1502 0.2 0.5 - -
d-cadinéne 1533 0.1 0.3 - -
torréyol 1638 0.1 0.2 0.5 -
cadinol T 1665 0.1 0.2 0.3 -
diterpéne 1941 0.6 1.2 2.5 -
diterpéne 1981 0.2 0.4 0.9 -
Monoterpénes hydrocarbonés 29.9 59.8 70.8 -
Monoterpénes oxygénés 4.8 6.6 8.8 -
Sesquiterpénes hydrocarbonés 0.5 1.1 0.3 -
Sesquiterpénes oxygénés 0.2 0.4 0.8 -
Dérivés aliphatiques 24 6.0 8.4 -
Composés aromatiques 58.6 23.1 4.0 100
Total 96.4 97.0 93.4 100.0

1 = Récoltées a Godomey le 19/04/03.

F1 = Fraction «neutre» issue du traitement basique de I’huile essentielle
F’1 = Fraction «neutre» obtenue aprés un 2°™ traitement basique de F1
F2 = Fraction «acide» contenant les composés phénoliques

*IR sur colonne DBI.,
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Activité antiradicalaire
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Figure 44 : Réactivité de I’échantillons 1 de I'huile essenticlle de Pimenta racemosa de
Godomey 1, de I'eugénol et des diftérentes {ractions chimiques vis a vis du

DPPH

Tableau 47: Activité antiradicalaire de ’huile essentielle (échantillon 1) de Pimenta

racemosa (feuilles) de Godomey de ses différentes fractions chimiques et de

ses 2 constituants phénoliques.

Composé ou extrait SCsy (mg/L) SCsp en g/mol de DPPH
HE Lad 14
Fl 1.6 14.7
F2 0.63 6.9
F’1 32 342.2
Fugénol 1.6 18.1
Chavicol synthétisé 1000 9523.8
Eugenol (40mg) + Chavicol(10mg) 2.0 19.4

Comme attendu, la fraction I2, constituée uniquement de dérivés phénoliques est la
plus active, mais le SCso mesuré (0.63mg/L) est 2 fois inférieur a celui attendu sur la base de

la teneur en eugénol (1.6mg/L.).
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Nous avons donc voulu connaitre le pouvoir antiradicalaire du chavicol. Ce composé
non disponible commercialement a ¢té synthétisé a partir du 4-allylanisole.

Cette synthése a ¢té réalisée par déméthylation du 4-allylanisole par BBr3 (Méthode:
Agharahimi et Lebel. 1995) avec un rendement de 95%.

La réactivité du chavicol vis-a-vis du DPPH a été ¢tudiée et son SCsg évalué a 1g/L.

(figure 45).
Activité antiradicalaire du Chavicol
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Figure 45 : Réactivité du chavicol vis a vis du DPPH

Il y a donc une tres grande différence entre le chavicol et I'eugénol (un facteur de 600
environ), qui s'explique par I’absence de I'effet mésomere donneur du méthoxy dans le

chavicol.

X =
_ L/

~OCH;
OH OH

eugenol chavicol

On ne peut donc a priori attribuer la bonne activité de la fraction F2 a la présence du
chavicol.
Un mélange des échantillons authentiques dans les méme proportions (80/20) a été

testé pour vérifier ce point (figure 46). Le SCso obtenu (2.0mg/L.) est tout a fait comparable 4
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la valeur théorique attendue. compte tenu de la proportion d’eugénol dans le mélange (SCs

(théorique) = 2.0mg/L).

Activité antiradicalaire de I'eugénol-chavicol (80:20)
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Figure 46 : Réactivité du mélange eugénol /chavicol dans les proportions (80:20) vis
a vis du DPPH

L’ensemble de nos résultats illustre les potentialités de "huile essentielle de Pimenta
racemosa pour des applications antiradicalaires, notamment dans le domaine alimentaire.

La réactivit¢ de la fonction F2 ne pourrait donc s’expliquer que par la présence des
composés minoritaires (<0.1%, non repérés par chromatographic en phase gazeuse) extraits en
méme temps que les composés phénoliques.

Il serait indispensable de valider ce résultat en renouvelant I’ensemble de I’expérience
(extractions et évaluation des fractions).

On retrouve également, pour ['huile essentielle et la fraction FI, une activité
antiradicalaire meilleure que celle attendue sur la base de la teneur en eugénol.

SCsg (théorique) de I'huile essentielle: 3.2mg/L au lieu de 1.3 mg/l. mesurés

SCso (théorique) de F1: 6.4mg/L au lieu de 1.6mg/L mesurés

Pour la fraction F'I, la valeur de SCsy (32mg/L) mesurée est du méme ordre de

grandeur que la valeur théorique. (SCsg (théorique) de [" 1est ¢gale a 40mg/L.).
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2 - Propriétés anti-inflammatoires des huiles essentielles
2-1- Généralités
2-1-1-Inflammation

2-1-1-1-Définition

L’inflammation est I’ensemble des modifications produites chez les &tres
pluricellulaires par toute atteinte & leur intégrité tissulaire et comportant une suite coordonnée
d’événements d’abord vasculosanguins, puis cellulaires et enfin tissulaires. Ces différentes
étapes ne sont pas évidentes et, par référence aux données de I’expérimentation, les
pathologies assimilent chronologie et morphologie et distinguent plusieurs types

d’inflammation (Kerbaum et coll., 1998).
2-1-1-2-Causes de I’'inflammation

L’inflammation peut-étre causée par des agressions physiques (la chaleur, le froid, les
radiations ionisantes), chimiques (composés acides ou basiques, toxines bactériennes). Elle
peut étre la conséquence d’une infection (en rapport avec la présence dans I’organisme
d’agents pathogénes tels que les bactéries, virus, parasites ou champignons). Elle peut étre
provoquée par une réaction immunitaire a la réintroduction dans 1’organisme d’un antigéne

(allergie) tel qu’un antibiotique. Enfin elle est la conséquence d’une nécrose tissulaire.
2-1-1-3-Classification des inflammations

On distingue deux types d’inflammation: I’inflammation aigué€ qui est évolutive et
caractérisée par la prédominance des phénomeénes vasculosanguins et 1’inflammation

chronique ou domine la prolifération des fibroblastes (Kerbaum et coll., 1998).

2 L’inflammation aigué : la réaction inflammation aigué n’est pas spécifique.
Elle fait intervenir a la fois une réponse localisée et une réponse systématique. Quelques
minutes apres la lésion des tissus, on note une vasodilatation, une augmentation de la
perméabilité vasculaire et de 1’émigration leucocytaire contr6lées par la production et la
diffusion des messagers chimiques tels que la bradykinine, les fibrinopeptides, I’histamine et
les prostaglandines (Stevens et Lowe, 1997). Cette réponse locale est accompagnée de

I’induction de la fievre, de I’augmentation de la synthése de 1’hormone adénocorticotrope et

188



Troisiéme Partie: Evaluation des tests biologiques des huiles essentielles

de I'hydrocortisone, de ’induction de la production des leucocytes et des protéines de la

phase aigué telles que la protéine C-réactive du foie (Kerbaum et coll., 1996).

<> L’inflammation chronique: les composantes des membranes de certains
agents pathogeénes les rendent résistants a la phagocytose, ce qui conduit a une réponse
inflammatoire chronique. Cette réponse est également associée a certaines maladies auto-
immunes et aux cancers. L’inflammation chronique aboutit souvent a la formation des
granulomes qui sont une masse en forme de tumeur dont la zone centrale est formée de
cellules géantes multinuclées issues de la fusion des macrophages activés. Cette zone est
entourée de lymphocytes activés. Ces cellules exercent une fonction phagocytaire et une
fonction sécrétoire dans la défense contre les agents agresseurs. Elles sécrétent entre autre des
cytokines qui stimulent la prolifération des fibroblastes et la synthése de collagéne. Cette

fonction est importante dans les phénomeénes de réparation (Stevens et Lowe, 1997).
2-1-1-4- Mécanisme d’action

La réaction inflammatoire déclenchée par les lésions tissulaires empéche la
propagation des agents toxiques dans les milieux environnants, élimine les débris cellulaires
et les agents pathogenes et amorce les premieres étapes du processus de réparation. Les
mécanismes de cette réaction impliquent plusieurs événements en cascade selon la séquence
et les manifestations cellulaires et tissulaires.

Il y a tout d’abord une phase vasculaire due a la libération de médiateurs de
I'inflammation sous l’influence de 1’agent initiateur: 1’acide arachidonique, acide gras
constituant des phospholipides membranaires qui est libéré grice a I’activation de Ila
phospholipase A2 par des stimuli divers.

L’oxydation de 1’acide arachidonique conduit, selon trois voies principales (A, B, C),
a différents métabolites, médiateurs de 1’inflammation (Figure 47). (Schorderet et Dayer,

1992; Robertson, 1995, Pipper et coll, 1994; Amano et coll., 2003).

v Voie A: I’addition de 2 moles d’oxygeéne sur I’acide arachidonique, catalysée
par les cyclooxygénases (COX-1 et COX-2) conduit & la formrtion d’un composé tricyclique
endopéroxyde dont la réduction conduit & une prostaglandine endopéroxyde H, PGH,. Le
PGH; est un intermédiaire instable a partir duquel sont formées différentes structures
«prostanoides» selon plusieurs réactions enzymatiques : prostaglandines, prostacyclines,

thromboxanes.
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v Voie B: elle est initiée par 1’action des lipoxygénases sur 1’acide arachidonique
pour conduire aux trioxilines et aux leucotriénes.

v Voie C: elle aboutit aux acides dihydroeicosatriéniques (DIHETE) catalysée
par les époxygénases. Cette voie est encore mal connue et a tendance a étre négligée.

Les médiateurs lipidiques formés a partir de 1’acide arachidonique interviennent dans
le processus de I’'inflammation a différents niveaux, par exemple certaines prostaglandines, en
I’occurrence la PGE2 et la PGI2, qui induisent une vasodilatation locale, favorisent I’cedéme
et I’afflux leucocytaire.

Les leucotriénes induisent I’augmentation de la perméabilité vasculaire ainsi qu’un

bronchospasme (Robertson, 1995; Amano et coll., 2003).
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1- Inhibition par les corticoides médiée par la lipocortine

2- Inhibition par les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

3- Inhibition par I’ergotéine (superoxyde dimustase, SOD), la catalase, la peroxydase
et les capteurs de radicaux libres.

4- Inhibition par divers agents pharmacologiques (analogues de I’acide arachidonique,
nafazatrom, acide caféique etc.), quelques AINS (bénoxaproféne, diflunisal) et anti-
asthmatiques potentiels (A-64077)

5- Inhibition par des analogues de I’acide arachidonique et quelques AINS

(salicylates, indométacine).

Figure 47 : Prostanoides et substances apparentées formées a partir de 1’acide arachidonique

chez I’animal (Schorderet et Dayer, 1992)
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2-1-2- Anti-inflammatoire
2-1-2-1- Définition

Un anti-inflammatoire est un médicament destiné a combattre une inflammation.

De nombreux anti-inflammatoires sont en vente libre dans les pays africains, ce qui
tend a banaliser leur usage. Et comme tous les médicaments, ils ont des effets secondaires et
peuvent étre a I’origine d’intoxication, notamment par surdosage ou interaction avec d’autres

médicaments, ainsi que d’allergies.
2-1-2-2- Classes d’anti-inflammatoires

Le premier anti-inflammatoire (le moins cher et sans effet secondaire si il est bien
utilisé) est le froid. On distingue deux catégories de médicaments anti-inflammatoires.
e les corticoides (anti-inflammatoires stéroidiens)

e les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

2-1-2-2-1-Les corticoides ou anti-inflammatoires stéroidiens

Ce sont des hormones naturelles synthétisées dans la zone corticale (externe) des
glandes surrénales & partir du cholestérol. Ils sont également appelés corticostéroides (Vane
et Botting, 1998). Les corticoides utilisés comme médicaments, sont des hormones naturelles
mais puissants et plus spécifiques. Ils agissent en bloquant la phospholipase A. En fonction de
leur activité principale, il existe 3 classes:

o Les glucocorticoides comme le cortisol, qui agissent essentiellement sur le
métabolisme glucidique et protéique.

e Les minéralocorticoides comme 1’aldostérone, qui agissent sur le métabolisme
hydrominéral.

e Les androgénes.
2-1-2-2-2-Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médiateurs symptomatiques

a action rapide qui ont des propriétés analgésiques et anti-inflammatoires, certains sont

antipyrétiques. Ils ont des structures trés diverses et agissent a différents niveaux. Les AINS
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peuvent obéir & différents mécanismes, mais on considére souvent que leur point d’impact

essentiel est 1’inhibition des cyclooxygénases et des lipoxygénases. (Polisson, 1996).
2-1-2-2-2-1- Inhibiteurs des cyclooxygénases, AINS

La majorité des AINS ont été découverts et utilisés en clinique bien que leur
mécanisme d’action ne soit pas connu. Plusieurs études ont permis de classer les principaux
inhibiteurs des cyclooxygénases en fonction de leur sélectivité d’action anticyclooxygénase.
On distingue les inhibiteurs préférentiels des cyclooxygénases de type I (COX-1) par exemple
Iaspirine, I’indométacine et des inhibiteurs sélectifs des cyclooxygénases de type Il (COX-2),
en principe dépourvus d’effet ulcérigéne (il s’agit de Celebrex® et Celebid 100%) et enfin des
inhibiteurs non sélectifs (ibuproféne et naproxéne) (Vane et Botting, 1995; Piret et coll.,

1997; Benjarano, 1999).
2-1-2-2-2-2-Inhibiteurs des lipoxygénases

Les recherches s’intéressent de plus en plus a des inhibiteurs potentiels de
lipoxygénases. Le zileuton est un inhibiteur de la 5-lipoxygénase qui, en inhibant la syntheése
des leucotrienes correspondants, a donné des résultats intéressants dans le traitement de
I’asthme. Il a une courte durée d’action du fait de sa métabolisation rapide. Son principal effet
indésirable serait 1’¢lévation des transaminases avec risque d’hépatite.

L’activité de la mésalazine est liée a 1’inhibition de la 5-lipoxygénase responsable de
la syntheése du LTBy,

L’esculétine, dérivé coumarinique extrait d’Aesculus hippocastranum, inhibe 1’activité
de la 12-lipoxygénase et a montré des effets antiprolifératifs sur certaines tumeurs

expérimentales (Piret et coll., 1997).

2-1-3-Role de la 5-lipoxygénase dans le processus de ’inflammation

L’inhibition de la 5-lipoxygénase représente une cible thérapeutique pour diverses
maladies depuis qu’il a été démontré que les leucotriénes, produits majeurs de la 5-
lipoxygénase, sont des médiateurs biologiques actifs, trés importants dans le processus de
I’inflammation tels que 1’asthme, 1’arthrite, le rhumatisme, la douleur, la réponse allergique,

etc. (figure 48) (Braga et coll., 2000).
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La 5-lipoxygénase catalyse l’oxydation du motif (Z), (Z)-pentadiéne de I’acide
arachidonique en son dérivé hydropéroxyde (Z), (E) conjugué. Les produits terminaux sont le
5-HETE et le leuctriéne LTA4. Celui-ci subit encore I’action catalytique de deux enzymes
conduisant aux LTB4 (LTA4 hydrolase) et LTC,4 (LTC4 synthétase).

Il faut signaler qu’il existe plusieurs types de lipoxygénases avec différentes
spécificités et aucun effet inhibiteur d’un type ne peut-étre extrapolé sur un autre. Les
inhibiteurs potentiels de cette enzyme sont nombreux, ceux d’origine végétale encore plus et
spécialement certaines huiles essentielles (Sircar et coll., 1983; Alexander, 2001; Baylac et

Racine, 2003).

C

Acide arachidonique

5-HETE (acide 5-hydroxyeicosatétraénoique)

NN
p— LTA,
LTA, by m/ \Lmasyrﬂrétase
OH oH
COOH
o CoOH
7 ~
| speay
e — . Glu
LTC,
LTB,

Figure 48 : Formation des leucotri¢nes a partir de I’acide arachidonique

2-1-4- Etude de P’inhibition des lipoxygénases in vitro

On retrouve également les lipoxygénases sur ’ensemble du régne végétal; ces

enzymes catalysent I’oxydation des acides gras polyinsaturés comportant un motif 1,4-diéne
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(2), (Z) en leurs dérivés hydropéroxydes conjugués. Les substrats «les plus courants» des

lipoxygénases du régne végétal sont les acides linol€iques et linoléniques (Figure 49).

Acide linolénique
e e T N TN TSN OO0H
Acide linoléique

o
e e e N e e P N0 0 ¢ = |

. [}
Li énase
-CDH poXve /\

Acide 13(S)-hydropéroxy-X(Z), 11(E), 15(Z)-octadécatriénique (C13-HPOT)

OOH

P e e P N P N N 's's & |

Acide 13(S)-hydropéroxy-¥(Z), 11(E)-octadécadiénoique

Hydropéroxyde lyase
NN aHo AN o NN &Ho
3(Z)y-hexénal 2(E)-Hexénal Hexanal

Figure 49 : Réactions biocatalytiques des “notes vertes” a partir de 1’acide linoléique et

linolénique

La dégradation ultérieure des dérivés hydropéroxydes par lyases conduits aux dérivés
aliphatiques caractérisés par des notes vertes (hexanals, hexénals).

On retrouve donc un processus catalytique trés semblable a celui observé sur ’acide
arachidonique, ce qui justifie I'utilisation des lipoxygénases d’origine végétale (germe de
soja, pomme de terre), faciles d’accés, comme «modéles» pour le screening d’anti-

inflammatoires potentiels.
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2-1-5-Méthodes

11 existe plusieurs méthodes de mesure de P’activité inhibitrice des lipoxygénases in
vitro. La plus utilisée est celle décrite par Sircar et coll, (1983) et Safayhi et coll. (1992)
appliquée dans le cadre de notre étude.

Cette méthode est basée sur le suivi de 1’oxydation d’un acide gras contenant le motif
diéne 1,4-(Z), (), I’acide linoléique, dont la conversion en dérivé hydropéroxyde 1,3-(Z), (E),
catalysée par la lipoxygénase, est suivie en spectrophotométrie UV par mesure de ’absorption
a 234 nm motif diéne conjugué. L’inhibition de la vitesse de I’oxydation en présence de
I’huile essentielle est comparée a celle observée en présence du NDGA (acide

nordyhydroguaiarétique) qui est un inhibiteur de référence des lipoxygenases.

Hi lCH-CHz-CHZ-|CH OH
CH; CH3\©[O
i H

Acide nordyhydroguaiarétique (NDGA)
2-1-6 —Quelques résultats des tests de ’inhibition de la S5-lipoxygénase.

En 1983, Sircar et coll., ont testé I'inhibition de la lipoxygénase par une série d’anti-
inflammatoires non stéroidiens synthétiques. La conversion de 1’acide linoléique en acide 1,3-
hydroperoxydilinoléique est suivie a I’aide d’un spectrophotométre a 24°C. Iis ont montré que
toutes les molécules testées a savoir la Naproxen, la BW755C, I’'indométhacine et I’isoxican
ont la meilleure activité; par contre l’acide méclofénamique, la phénylbutazone, la
benzoprofen, I’ubiprofen et la zomepirac ont une faible activité.

En 2003, Michaelidou et Hadjipavlou-Litina, ont appliqué la méme méthode sur une
sériec d’amides synthétiques en étudiant parallelement les activités antioxydantes, et
analgésiques. Parmi toutes les molécules testées, deux seulement ont une activité inhibitrice
inférieure a 50%, ce qui conduit les auteurs a éliminer ce type de structure comme anti-
inflammatoire potentiel.

En 2000, Braga et coll. ont étudié I’activité inhibitrice de la 5-lipoxygénase sur les
extraits de quelques plantes brésiliennes. La technique mise en jeu est de mesurer la réduction

de la production de P’acide S5-hydroxy-6, 8, 11, 14-éicosatétraénoique (5-HETE) issu de
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’acide 14C-arachidonique. Les extraits les plus actifs sont ceux obtenus a partir des rhizomes
de Hedychium coronarium, des graines de Xylopia aethiopica et de la résine de Hymenaea
courbaril. Les extraits a I’hexane de Bidens campylotheca ont donné une inhibition
significative avec un ICso= 8ug/mL.

Baylac et Racine, en 2003, ont étudié I’action inhibitrice sur la 5-lipoxygénase de
soja de plusieurs huiles essentielles et extraits végétaux. Cette inhibition a été comparée a
celle du NDGA (acide nordihydroguaiarétique). Ils ont montré que les huiles essentielles de
Commiphora myrrha, Copaifera officinalis, Commiphora erytraea, Cedrus deodora,
Chamomilla recutita, Juniperus communis ont une bonne action inhibitrice de la 5-
lipoxygénase avec un ICs faible, ce qui justifie leur utilisation en aromathérapie. Par contre
les huiles essentielles de Citrus sinensis, Citrus reticulata et Citrus limon qui ont montré une
activité intéressante ne sont pas utilisées en aromathérapie pour leur activité anti-
inflammatoire.

La meilleure activité est obtenue avec la résine d’Hibiscus abelmoschus mais 1’extrait
brut n’inhibe pas la S-lipoxygénase. La résine de Commiphora myrrha a une activité
comparable a celle de son huile essentielle.

Sahouo B. et coll.,, 2003 ont déterminé 1’activité anti-inflammatoire des huiles
essentielles d’Ocimum gratissimum, d’ Eucalyptus citriodora et de Cymbopogon giganteus en
étudiant leur potentiel inhibiteur de la lipoxygénase L-1 et de la cyclooxygénase des PGHS.

Le suivi de I’activité de la lipoxygénase L-1 a été mesuré a 30°C par mesure de la
consommation de 1’oxygéne.

L’huile essentielle d’Eucalyptus citriodora a donné une inhibition efficace de la
lipoxygénase L-1 avec une ICs=72ppm. L’huile essentielle d’Ocimum gratissimum est active
sur les deux enzymes testées (125ug/mL pour la cyclooxygénase et 144pg/mL pour la
lipoxygénase).

Enfin nous avons rassemblé ci-aprés les parameétres d’inhibition obtenus pour le NDGA dans
des conditions expérimentales diverses:

- Abad et coll. (1995), Lipoxygenase de soja, substrat: acide arachidonique ; pH= 8,
ICso NDGA = 44uM.

- Baylac et Racine (2003), S-Lipoxygenase de pomme de terre; substrat: acide
linoléique ; pH= 6, ICso NDGA) = 5ppm.

- Sircar et coll. (1983), Lipoxygenase de Soja, substrat: acide linoléique, pH =9, ICs
NDGA = 6.1pM.

197



Troisiéme Partie: Evaluation des tests biologiques des huiles essentielles

- Safayhi et coll. (1992), Lipoxygenase/ milieu neutrophiles de rat, substrat acide
arachidonique; ICso NDGA= 0.5uM. ,,
On observe donc une grande diversité des valeurs suivant les conditions

expérimentales.

2-2- Résultats et discussion

2-2-1-Screening des huiles essentielles

Nous avons procédé au screening de nos échantillons d’huiles essentielles en évaluant
leur activité potentielle inhibitrice de la S-lipoxygénase de soja. Nous avons classé les huiles

essentielles en trois groupes en fonction des résultats obtenus:

> La premiére catégorie regroupe les huiles essentielles qui n’ont aucune activité

> La deuxiéme catégorie réunit les huiles essentielles qui sont moyennement
actives.

» La troisitme catégorie est constituée des huiles essentielles qui sont trés
actives.

2-2-2- Huiles essentielles « non actives »

Certains échantillons d’huiles essentielles ne présentent aucune activité anti-

inflammatoire. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 48 ci-dessous.
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Tableau 48 : Activités anti-inflammatoires des échantillons d’huiles essentielles « non

actives »
Nom des HE Concentrations Pourcentage IC50
(ppm) d’inhibition (%) (ppm)
Annona muricata 100 0 -
Cymbopogon nardus 100 0 -
Lippia multiflora 100 0 -
Commiphora africana 50 0 -
Pentadesma butyracea (feuilles) 50 0 -
Pentadesma butyracea (écorces) 50 0 -
échantillon 1 50 0 -
¢échantillon 2 50 0 -
Clausena anisata &échantillon 3 50 0 .
¢chantillon 4 50 0 -
¢chantillon 8 50 0 -
Annona squamosa 10 0 -
Chenopodium ambrosioides (extrait) 10 0 -
Pimenta racemosa 10 0 -

La concentration maximale testée est conditionnée par la solubilité¢ de 1’échantillon et
son absorbance dans la solution enzymatique.

Les huiles essentielles d’Annona muricata, de Cymbopogon nardus et de Lippia
multiflora ont été testés a 100ppm et ne présentent aucun effet inhibiteur a cette
concentration.

Les échantillons 1, 2, 3, 4 et 8 de Clausena anisata, de I’huile essentielle Pentadesma
butyracea (feuilles et écorces) et de Commiphora africana ont été testés a une concentration
de 50 ppm, mais n’ont montré aucune activité anti-inflammatoire a cette concentration.

Enfin, les huiles essentielles de Annona squamosa, Chenopodium ambrosioides et Pimenta
racemosa n’ont présenté aucune activité anti-inflammatoire a 10 ppm, la concentration limite

de leur solubilité. Leurs caractéristiques chimiques sont données dans la figure 50
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Figure 50 : Répartition des constituants dans les €échantillons d’huiles essentielles non actives

On retrouve donc une grande diversité de structures chimiques dans les huiles essentielles

« non actives » sur la lipoxygénase de soja.

2-2-3- Huiles essentielles « moyennement actives »

Certains échantillons d'huiles essentielles ont présenté une faible activité anti-

inflammatoire. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 49 ci-dessous.
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Tableau 49 : Activités anti-inflammatoires des échantillons d’huiles essentielles

« moyennement actives »

Nom des HE Concentrations Pourcentage I1C50
(ppm) d’inhibition (%) (ppm)
1 100 35 -
Aeolanthus 2 100 35 -
pubescens 3 100 35 -
4 100 32 -
Chenopodium 2 100 20 -
ambrosioides 3 100 23 -
S 100 13 =
Ocimum canum 50 30 -
Ocimum gratissimum 50 36 -
20 16 -
Xylopia aethiopica 50 12 -
Clausena anisata (Houin) 10 16 -

échantillon 7

Monodora myristica 10 28 -

> Aeolanthus pubescens

A 100 ppm les échantillons (1, 2 et 3) d’huiles essentielles d’Aeolanthus pubescens i
chémotype thymol conduisent a 35% d’inhibition de la lipoxygénase de soja tandis que celui
a chémotype carvacrol (échantillon 4) donne 32% d’inhibition.

La composition chimique n’influe donc pas directement sur [’activité anti-

inflammatoire des deux chémotypes («thymol» et ou «carvacrol») (Tableau 50).
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Tableau 50 : Composés majoritaires des échantillons d’huiles essentielles d’Aeolanthus

pubescens

Nom des composés IR* 1 (%) 2 (%) 3 (%) 4 (%)
p-cyméne 1023 5.5 12.2 5.6 9.0
y-terpinéne 1060 6.6 1.8 6.4 11.2
thymol 1298 63.8 64.7 63.9 9.7
carvacrol 1303 2.1 2.9 3 51.1
acétate de thymyle 1346 10.2 93 9.8 0.8
acétate de carvacryle 1360 0.7 0.7 0.8 6.1

1=Récolté a Togon le 28/06/03; 2= Récolté a Tré le 28/06/03
3=Récolté @ Awaya le 28/06/03; 4= Récolté a Tré le 10/08/04; *IR sur une colonne DBI

> Chenopodium ambrosioides

A 100 ppm (concentration maximale susceptible d’étre testée compte tenu de la
solubilit¢ de I'échantillon dans le milieu) on obtient 20%, 23% et 13% d’inhibition

respectivement pour les échantillons 2, 3 et 5 d’huiles essentielles de Chenopodium

ambrosioides.
Ces échantillons d’huiles essentielles sont caractérisés par un taux important de
monoterpénes hydrocarbonés, en particulier |’a-terpinéne, accompagné d’ascaridole ; aucune

corrélation composition chimique/activité biologique n’apparait clairement a I’examen des

résultats,
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Figure 11 : Répartition des composés caractéristiques dans les échantillons d’huiles

essentielles et dans |'extrait au pentane des feuilles de Chenopodium ambrosioides

L.

> Ocimum canum

- A 50 ppm on obtient 30% d'inhibition. Le composé majoritaire de cet échantillon

est le terpinén-4-ol accompagné du linalol; le pourcentage d’inhibition observé pourrait

s"expliquer par I'action de ces constituants ou d’une synergie entre plusieurs constituants.

Tableau 51 : Composés majoritaires de I’huile essentielle d’ Ocimum canum Sims.

Nom des composés *IR Yo

limonene 1030 3.4
y-terpinene 1058 6.9
linalol 1097 14.7
acétate d’octén-3-yle 1101 0.6
terpinén-4-ol 1189 41.1

* IR sur une colonne DB1
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» Ocimum gratissimum

On obtient pour I’huile essentielle d’Ocimum gratissimum a 50 ppm et 20 ppm, 36%
et 16% d’inhibition de la lipoxygénase ce qui nous permet de dire que I'huile essentielle
posséde une faible activité inhibitrice de la lipoxygénase, confirmée par un effet de
concentration entre 20 ppm et 50 ppm (concentrations maximales susceptibles d’étre testées
compte tenu de la solubilité de I’échantillon dans le milieu).

L’échantillon est donc un peu plus actif que ceux d’Aeolanthus pubescens, (environ
30% pour une concentration de 100 ppm) pour un taux de thymol /carvacrol beaucoup plus
faible (27% contre 65% environ).

L’activité inhibitrice ne proviendrait donc pas uniquement de la présence de ces
constituants mais peut étre de la participation de constituants minoritaires susceptibles de
«renforcer» I’effet des constituants phénoliques.

Des essais réalisés avec les échantillons authentiques permettraient peut étre de

compléter cette analyse.

Tableau 52 : Composés majoritaires de I’huile essentielle d’Ocimum gratissimum

(feuilles)

Nom des composés *IR 1 (%)
a-thujéne 922 8.2
myrcene 985 6.4
p-cyméne 1018 17.6
y-terpinéne 1054 20.0
thymol 1281 26.9
carvacrol 1288 0.7

1 = Feuilles récoltées a Cotonou le 18/08/02.

> Xylopia aethiopica (Dunal) A, Rich

A 50 ppm on obtient 12% d’inhibition (concentration maximale susceptible d’étre

testée compte tenu de la solubilité de I’échantillon dans le milieu).
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On retrouve, comme dans |'échantillon d"O. canum, un taux important de terpinén-4-
ol mais rien ne nous permet de dire que 'activité observée provient de la présence de ce
COmMpOseE.

Des mesures complémentaires seraient nécessaires pour confirmer cette hypothese.

Tableau 53 : Composés majoritaires de I’huile essentielle de Xylopia aethiopica (Dunal)

A. Rich
Nom des composés *IR Yo
sabinéne 974 12.6
B- pinéne 981 7.1
p- cyméne 1022 16.0
limonene 1032 7.9
terpinén-4-ol 1179 11.3
B-élémene 1402 10.6

MTH= Nonclerpenes hydrocarbones
. MT0= Monoterpénes orygénes
— STH= Sesquiterpénes hydrocarbons
MTO STH STO

e s §T0= Sesquterénes orygénés

Figure 8 : Répartition des terpénoides dans I"huile essentielle des feuilles de Xviopia
aethiopica (Dunal) A. Rich

Deux échantillons n’ont pu étre étudiés a concentration > 10 ppm : Il s’agit des
]

¢chantillons d’huiles essenticlles de Monodora myristica et de Clausena anisata récolté a

Houin.
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> Monodora myristica

Cet échantillon tres riche en monoterpénes hydrocarbonés. est trés peu polaire.

A 10 ppm on obtient 28% d’inhibition (concentration maximale susceptible d étre
testée compte tenu de la solubilité de I’échantillon dans le milieu).

I serait intéressant de tester cet ¢chantillon a des concentrations plus élevées en
présence de solubilisants comme les cyclodetrines, pour confirmer ["activité potentielle de cet

¢chantillon par la mise en évidence d’un «effet de concentrationy.

Tableau 54 : Principaux constituants de I’huile essentielle de Monodora myristica

(Gaertn.) Dunal

Nom des composés *IR Yo

o- pinéne 937 6.2 .
- pinéne 985 4.8
a-phellandréne 1009 65.5
p-cyméne 1020 4.5
limonéne 1029 4.2

WTH  Monoterpenes hydrocarbonés
MT0=" Monaterpenes oxygénés

amv SHz Sesquitemineshydrocarbonés
MTO STH STO STO

= Sesquterenes oxygenes

Figure 7 : Répartition des terpénoides dans I’huile essentielle feuilles de Monodora myristica

(Gaertn.) Dunal.
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> Clausena anisata (Willd). J. D. Hook. ex. Benth. récoltées a différentes

périodes a Houin.

Les différents échantillons d'huiles essentielles de Clausena anisata récoltés a Houin
ont des caractéristiques chimiques tres différentes. Seul I’échantillon 7 a été testé.

A 10 ppm on obtient pour cet échantillon, 16% d’inhibition (concentration maximale
susceptible d’étre testée compte tenu de sa solubilité dans le milieu).

Il serait intéressant, comme dans le cas de I’huile essentielle de Monodora myristica,
de tester cet échantillon a des concentrations plus élevées en présence de solubilisants comme

les cyclodetrines, mais ¢galement de tester les autres « chémotypes ».

Tableau 55 : Principaux constituants des huiles essentielles des feuilles de Clausena

anisata (Willd). J. D. Hook. ex. Benth. récoltées a différentes périodes a

Houin.
Nom des composés *IR 5(%) 6(%) (%) 8(%)
o-pinéne 939 17.1 20.1 10.7 32
sabinéne 975 6.4 6 7.4 1.1
(Z)-B-ociméne 1037 10.3 11.1 6.1 1.5
(E)-B-ociméne 1043 8.0 6.3 4.7 12
méthyl chavicol 1193 1.0 - 30.5 64.1
B-caryophylléne 1441 12.2 12.8 9.7 8.6
o-humuléne 1475 14.8 15.2 11.8 8.3
germacréne D 1499 5.5 8.5 4.3 3.1

5 = Récoltées a Houin le 27/12/03; 6 = Récoltées a Houin le 18/04/04
7 = Récoltées a Houin le 26/09/04; 8 = Récoltées a Houin le 31/08/05

*IR sur une colonne DB1
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2-2-4- Huile essentielle « active » : Cymbopogon giganteus

L’action de 3 échantillons (1, 2, 3) d’huiles essentielles de Cymbopogon giganteus sur
la réaction d’oxydation de ’acide linoléique par la 5-lipoxygénase de soja a €té testée et
comparée a celle du composé de référence, le NDGA.

A 100 ppm, tous les échantillons entrainent une inhibition > 50%, une action
inhibitrice du méme ordre de grandeur est obtenue pour le NDGA a une concentration plus de

100 fois inférieure (Tableau 56).

Tableau 56 : Activités anti-inflammatoires des différents échantillons d’huiles

essentielles de Cymbopogon giganteus

Huile essentielle de C. giganteus  Concentrations Pourcentage 1C50
(ppm) d’inhibition (%) (ppm)

1 (échantillon récolté a Savalou le 100 79.3 40

02/01/04)

2 (échantillon récoltée a Setto le 100 93.1 30

13/01/04)

3 (échantillon récoltée a Setto 100 82 40

10/08/04)

NDGA 0.75 91 0.23

L’effet de concentration a été étudié pour chacun des 3 échantillons, ainsi que pour le
composé¢ de référence, permettant de caiculer leur 1Cso.
Les figures 51 et 52 donnent les représentations graphiques de cette étude pour les

échantillons 1 et 2 et pour le NDGA.
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Activité anti-inflammatoire des HE de C. giganteus
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Figure 51: Activité anti-inflammatoire des échantillons 1 et 2 de Cymbopogon giganteus
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Figure 52 : Activité anti-inflammatoire du NDGA (acide nordihydroguaiarétique)

On trouve un facteur de 130-170 entre les échantillons d’huiles essentielles et le

NDGA.

La différence observée pour I'[Cso du NDGA, déterminée dans le cas de notre étude a

0.23ppm avec celle obtenue par Baylac et Racine en 2003 (ICsy = Sppm) s’explique

probablement par les conditions d’¢tudes (lipoxygénase de pomme de terre (Solenum

tuberculosis. substrat: acide linoléique a pH= 6). Par contre Sircar et coll. en 1983 ont trouvé
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un ICsp = 6.1pM avec le méme modele enzymatique (la lipoxygénase de Soja) et le méme
substrat qui est acide linoléique a pH=9.
Dans le tableau 57 nous avons représenté les principaux constituants dans les huiles

essentielles examinées.

Tableau 57 : Principaux constituants des huiles essentielles de Cymbopogon giganteus

Nom des composés *IR 1(%) 2(%) 3(%)
limonéne 1029 7.7 1.2 13.7
trans-p-2,8-menthadién-1-ol 1118 14.3 14 16.4
cis- p-2,8-menthadién-1-ol 1132 10.1 10.3 9.5
3,9-époxymentha-1,8(10)-diéne 1189 21.2 24.3 64
trans-p-1(7),8-menthadién-2-ol* 1.1 1.3 0.3
cis-dihydrocarvone 1193 0.1 0.2 6.4
trans-isopipériténol 1199 7.1 7.6 7.1
trans-dihydrocarvone 1201 0.1 0.2 4.6
M=150 1205 1.6 0.8 1.0
cis-isopipériténol 1215 4.5 5.1 59
trans-carvéol 1217 25 3.0 0.1
cis-p-1(7),8-menthadién-2-ol 1229 19.9 22.0 19.4
cis-carvéol 1237 4.2 4.5 29
carvone 1244 0.6 1 0.5
périllaldehyde 1272 0.4 0.4 1.8

1 = Récoltées a Savalou le 02/01/04
2 = Récoltées a Setto le 13/01/04
3 = Récoltées a Setto 10/08/04

L’échantillon le plus actif est I’échantillon 2. L’analyse comparative des compositions
chimiques pourrait laisser supposer que cette activité provient de la présence des dérivés p-
menthadiénols, puisque 1’échantillon 2 se caractérise par la teneur la plus élevée en ces
composés, au détriment du limoneéne.

Nous avons voulu vérifier cette hypothese en procédant au fractionnement sur florisil

de I'huile essentielle de 1’échantillon 3 et en testant les différentes fractions obtenues.
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Troisiéme Partie: Evaluation des tests biologiques des huiles essentielles

Les résultats obtenus sont consignés dans le Tableau 58 ci-dessus.

Tableau 58 : Fractionnement de 2g de I’huile essentielle de Cymbopogon giganteus de

Setto 2 (échantillon 3) sur Florisil + activité anti-inflammatoire

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 HE

Masse (mg) 25.2 494.9 431.6 443 59.5 46.5 258.6 2000

Concentration 100 100 100 100 50 100 100 100 100 50
(ppm)

Pourcentage 24 26 18 32 16 14 0 0 82 60

d’inhibition

(%)

On constate qu’a 100 ppm, le pourcentage d’inhibition est inférieur a celui de I’huile
essentielle, quelles que soient les fractions considérées.
La fraction la plus active est la fraction F4, de toute fagon moins inhibitrice que I’huile

essentielle.

L’analyse du Tableau 59 montre que la fraction F4 est dominée par le cis-p-mentha-
2,8-dien-1-ol, le cis-isopipériténol et la carvone.

On constate donc une fois de plus de la difficulté des opérations de purification bio-
guidée, dans la mesure ou aucune fraction n’est plus efficace que I'huile essentielle, ce qui

laisse supposer qu’il existe, dans I’huile essentielle, une synergie entre différents constituants.
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Tableau 59: Composition chimique de ’échantillon 3 d’huile essentielle de Cymbopogon giganteus Chiov. (feuilles) et des fractions

obtenues par chromatographie liquide/solide

Nom des composés *IR 3(%) F1 F2 F3 F4 F5 Fé
myrcene 1002 0.1 0.6

p-cymeéne 1021 0.4 4.7

limonéne 1029 13.7 90.9

p-cyméneéne 1081 0.1 1.9

nonanal 1092 0.1

1,3,8-p-menthatriéne 1105 0.1 1.1

trans-p-mentha-2,8-dién-1- 1118 16.4 20.6 7.5 0.7 1.0

ol

cis-p-mentha-2,8-dién-1-ol 1132 9.5 2.7 16.5 19.6 0.9
trans-époxylimonene 1138 0.1

tétrahydroacétophénone 1141 0.4 0.8 7.8 3.0

NI 24 0.4
4-isopropénylcyclohex-2- 1155 1.2 2.0 239

énone

p-méthylacétophénone 1170 0.3

3,9-époxymentha-1,8(10)- 6.4 27.4 2.3

diene

trans-p-mentha-1(7),8-dién- 1189 0.3 223 4.3 0.8 4.2 7.0
2-0l

cis-dihydrocarvone 1193 6.4 1.1

trans-isopipériténol 1199 7.1 9.3 4.0 8.4
trans-dihydrocarvone 1201 4.6 22

dihydropérillaldéhyde* 1202 - 0.6 0.7

M=150 1205 1.0 2.6 30.0 9.5
cis-isopipériténol 1215 5.9 12.1 13.2 2.1
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Tableau 59: Composition chimique de ’échantillon 3 d’huile essentielle de Cymbopogon giganteus Chiov. (feuilles) et des fractions

obtenues par chromatographie liquide/solide (suite)

Nom des composés *IR 3(%) F1 F2 F3 F4 F5 Fé

trans-carvéol 1217 0.1 19.7

M=150 p-mentha-1(7),8- 5.5 1.4

dién-2-one

cis-p-mentha-1(7),8-dien- 1229 19.4 18.2 29.1 5.7 3.0 10.7
2-0l

cis-carvéol 1237 2.9

M=152 1242 0.1

carvone 1244 0.5 5.9 144 25 5.6

hexanoate d’isoamyle 1267 0.2 0.8

isopipériténone 1270 5.1 25.9
périllaldéhyde 1272 1.8 2.6 -

alcool de périlla 1295 0.4 1.2 2.2 7.2
oxyde de pipériténone 1369 0.8 1.2

octanoate d’isoamyle 1468 0.3 0.3

Composés aliphatiques 0.7

Monoterpénes hydrocarbonés 14.4

Monoterpénes oxygénés 80.6

Composés aromatiques et dérivés 0.7

Total 96.4 99.2 98.8 98.9 86 84.9 74.3

3 = Récoltées a Setto 10/08/04;

*TR sur une colonne DB1
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Troisiéme Partie: Evaluation des tests biologiques des huiles essentielles

3 - Conclusion sur les activités antiradicalaires et anti-inflammatoires

Tous nos échantillons ont été testés in vitro pour leurs activités antiradicalaires et anti-
inflammatoires qui ont été comparées a celles de composés de référence.

Les échantillons les plus actifs sur le plan antiradicalaire sont ceux obtenus a partir
d’Adeolanthus pubescens, d’Ocimum gratissimum et de Pimenta racemosa. Ce résultat était
attendu compte tenu de leur teneur élevée en constituants phénoliques.

Néanmoins, une comparaison du pouvoir antiradicalaire de ces huiles essentielles avec
ceux obtenus avec les échantillons authentiques (thymol, carvacrol et eugénol) indique
probablement un effet synergique induit par d’autres composés minoritaires, contenus dans
les huiles essentielles, dans la mesure ou I’activité observée est plus importante que celle
attendue sur la base de leurs teneurs en constituants phénoliques.

Seuls les échantillons d’huiles essentielles de Cymbopogon giganteus sont réellement
intéressants pour leur activité anti-inflammatoire avec des ICsp de 30ppm et 40ppm. Cette
plante est utilisée en médecine traditionnelle pour de nombreuses affections dont deux
applications en rapport avec une activité inflammatoire au niveau de la peau. Des tests in vitro
réalisés sur une huile essentielle de la méme espéce récoltée en Cote d’Ivoire avaient montré
une faible activité inhibitrice de lipoxygénase L-1 de graines de Soja, avec un ICsy de 130
ppm, soit une activité quatre fois moins importante que celle déterminée dans le cadre de
notre étude. La méthode expérimentale adoptée par ces auteurs pour 1’évaluation de I’activité
inhibitrice de leurs huiles essentielles était différente de la nétre, ce qui explique
probablement la différence observée.

Ce résultat montre clairement 1’importance du choix du modéle enzymatique pour
tester les matiéres premiéres dans le domaine de D’activité anti-inflammatoire. Il serait
intéressant de tester les mémes échantillons sur d’autres cibles enzymatiques pour controler

notamment le réle du modeéle choisi sur les résultats de leur évaluation.
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CONCLUSION

La flore béninoise riche et diversifiée dispose de nombreuses espéces aromatiques
réputées pour leurs fragrances. Quelques unes ont été introduites mais la plupart poussent
spontanément. Ces espéces sont susceptibles de produire des mélanges naturels (huiles
essentielles, extraits) originaux recherchés dans des domaines trés variés tels que
l'alimentation, la parfumerie, la pharmacie, l'industrie et la médecine traditionnelle.

En ce qui concerne particulierement les huiles essentielles, en plus des utilisations
énumérées ci-dessus, elles sont recherchées pour leurs activités biologiques: pouvoir
antiseptique, pouvoir contre les affections respiratoires, propriétés anthelmintiques,
antibactériennes et antifongiques, pesticides, antiradicalaires et anti-inflammatoires.

Notre étude s’inscrit dans la perspective de la valorisation des huiles essentielles
extraites par hydrodistillation des plantes aromatiques dont certaines sont endémiques.

L’objectif de notre étude était de faire de maniére approfondie, 1’analyse chimique des
huiles essentielles extraites des plantes aromatiques qui semblaient avoir des potentialités
intéressantes, sur le plan thérapeutique ou pour des applications cosmétiques et d’évaluer leur
activité biologique.

Apres une mise au point sur les méthodes d’extraction et d’analyse des huiles essentielles, les
résultats de notre étude sont présentés en deux parties :

v" Dans la partie chimique, les constituants volatils extraits de 15 espéces aromatiques
appartenant a 9 familles botaniques, collectées dans différentes régions du Bénin ont été
étudiés. Ces différentes familles ont ’avantage de renfermer des espéces aromatiques que 1’on
retrouve souvent au Bénin; elles sont employées diversement en pharmacopée traditionnelle,
en alimentation etc..

L’extraction de ces différentes huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation
avec des rendements variant de 0.01% a 2.4%, la valeur minimum correspondant aux feuilles
de Pentadesma butyracea (Guttiferae) et le rendement maximum étant obtenu avec les
feuilles de Pimenta racemosa (Myrtaceae).

L’analyse chimique des échantillons met en évidence des compositions chimiques

relativement classiques dominées:
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> Par des structures terpéniques: des monoterpénes (Monodora myristica,
Xylopia aethiopica, Chenopodium ambrosioides, Ocimum canum, Ocimum gratissimum
(fleurs), Cymbopogon giganteus, Cymbopogon nardus, Lippia multiflora, Clausena anisata);
les sesquiterpénes (Annona muricata, Annona squamosa, Commiphora africana, Pentadesma
butyracea.

» Par des structures phénoliques (Aeolanthus pubescens, Ocimum gratisimum
(feuilles), Pimenta racemosa) ou phényl propanoiques, Clausena anisata (Houin)

Deux chémotypes (thymol et carvacrol), ont été mis en évidence pour les échantillons
d’huiles essentielles d’Aeolanthus pubescens.

» Parmi les espéces dominées par les monoterpénes, deux d’entre elles se
distinguent par des compositions chimiques particuliéres : I’huile essentielle de Chenopodium
ambrosioides se caractérise par la présence constante d’un endopéroxyde dérivé de ’a-
terpinéne: 1’ascaridole tandis que celle de Cymbopogon giganteus est dominée par des p-
menthadiénols, quelle que soit I’origine géographique de la plante.

Parmi les huiles essentielles présentées, celle obtenue a partir de Pentadesma

butyracea est décrite pour la premiére fois.

v/ Dans la partie biologique, les résultats de [’évaluation des propriétés
antiradicalaires et anti-inflammatoires de ces huiles essentielles sont présentés.

L’huile essentielle de Cymbopogon giganteus a montré un potentiel anti-inflammatoire
intéressant. Les huiles essentielles de trois autres espéces, Aeolanthus pubescens, Pimenta
racemosa et Ocimum gratissimum (feuilles), riches en composés phénoliques, ont présenté
une forte activité antiradicalaire. Une évaluation des fractions chimiques de ces huiles
essentielles et de leurs composants majoritaires a permis de mieux appréhender la relation

structure/activité de ces échantillons.

L’ensemble des résultats, tant sur le plan chimique que biologique, met en évidence
les potentialités de certaines especes, pour une exploitation de leur huile essentielle & des fins
thérapeutiques ou pour des applications cosmétiques.

Les objectifs possibles restent multiples:

= tester les échantillons les plus actifs en utilisant d’autres méthodes d’évaluation,
autant pour leurs propriétés antiradicalaires qu’anti-inflammatoires;
= compléter les activités biologiques en s’intéressant a d’autres propriétés tels

que leur potentiel antimicrobien ou antifongique;
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* poursuivre ’inventaire des plantes aromatiques du Bénin;

= rester en étroite collaboration avec les botanistes afin de pouvoir les repérer et
les identifier, sélectionner celles qui n’ont pas été ou trés peu étudiées;

» approfondir I’étude des espéces les plus intéressantes pour «préparer» les
meilleures conditions d’une exploitation a plus grande échelle, en définissant

notamment les conditions optimales de culture et d’exploitation.

I1 est important que le Bénin multiplie les initiatives hardies en vue de promouvoir et
de renforcer le volume de ses exportations de mani¢re a combler le déficit de sa balance
commerciale. L’exploitation des huiles essentielles représente certainement un des secteurs a
développer sur le plan eéconomique, en s’appuyant sur [’initiative privée en étroite

collaboration avec les services de recherche des laboratoires locaux et étrangers.
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Quatriéme Partie : Partie Expérimentale

1-Traitement du matériel végétal et Extraction
1-1- Traitement du matériel végétal

Dans la partie des généralités, nous avons évoqué les facteurs qui peuvent influencer
la composition chfmique d’une huile essentielle. Parmi ceux-ci nous citons le prétraitement du
matériel végétal.

La collecte ayant été souvent faite a des endroits éloignés du lieu d’extraction, le
matériel végétal était directement séché a 1’air libre dans des salles ouvertes ou sous les
terrasses pendant 48 heures pour le blocage des réactions enzymatiques pouvant conduire a

des modifications de la composition chimique des essences.
1-2- L’extraction

Tous les extraits volatils étudiés dans le cadre de notre travail ont été obtenus par
hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger (Figure 53).

Le matériel végétal pesé, est introduit dans le réacteur avec une quantité d’eau égale a
10 fois celle du matériel pesé, et porté a ébullition.

L’huile essentielle est entrainée par la vapeur d’eau dans le réfrigérant ou elle se
condense et tombe dans la tubulure graduée. Elle est séparée par décantation. La phase
inférieure aqueuse est recyclée dans le réacteur (Figure 53).

Le volume d’huile essentielle obtenu est lu directement au niveau de la tubulure
graduée. L’huile essentielle est ensuite décantée, séchée sur sulfate de sodium et conservée a
’abri de la lumiére dans un flacon hermétique a basse température.

Les rendements en huiles essentielles obtenues ont été calculés sur la base du rapport
de la masse de I’huile essentielle/poids du matériel végétal. L’état du matériel végétal est

précisé dans les résultats.
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Quatriéme Partie : Partie Expérimentale

-~ Réfrigérant

~+— Zone de décantation
de I'huile essentielle

«+— Réacteur

=—Chauffe-ballon

Figure 53 : Appareil d’hydrodistillation de type Clevenger

2- Analyse des huiles essentielles

2-1- Analyse par chromatographie en phase gazeuse

Les analyses chromatographiques ont été réalisées sur un appareil de type Varian CP-
3380, équipé de deux colonnes capillaires (apolaire et polaire) et relié a un intégrateur Varian
(Model C-R4A)

2-1-1- Caractéristiques techniques de I’équipement

Le chromatographe Varian CP-3380, est composé de:

- un bloc injecteur capillaire SPL 14 (Split / Splitless),

- un four avec programmation et contrdle de la température,

- 2 colonnes capillaires en silice fondue de 30m de longueur 0,25mm de diamétre
interne. Les deux phases stationnaires utilisées étaient le polyéthyléne glycol (Carbowax
20M) pour la colonne polaire et le diméthylpolysiloxane (DB-1) pour la colonne apolaire.

- un bloc détecteur a ionisation de flamme (FID),

- un intégrateur Varian (Model C-R4A) équipé d’une imprimante a transfert

thermique, d’une unité de lecture de disquettes et d’un écran de visualisation.
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Quatriéme Partie : Partie Expérimentale

2-1-2- Conditions de travail

Les analyses chromatographiques gaz liquide de tous nos échantillons ont été menées
dans les mémes conditions :

- données thermiques : les températures de I’injecteur et du détecteur étaient fixées
respectivement a 200°C et 200°C, tandis que celle du four était programmée de 50°C a 200°C
avec un gradient de 5°C/min.

- débit des gaz utilisés : pour 1’élution, le gaz utilisé était ’azote (gaz vecteur) avec un
débit réglé a 0,8mL/min.

- rapport de Split: 1:100

- injection : 1puL d’une solution de 1-10% (dans le pentane, 1’éther ou le
dichlorométhane suivant la solubilité de 1’échantillon).

Les calculs d’indices de rétention ont été réalisés par comparaison des temps de
rétention des constituants avec ceux d’un mélange d’alcanes (C9-C20 pour DB-1 et C9-C26

pour CWX 20M) obtenus dans les mémes conditions expérimentales.

2-2- Analyse par chromatographie en phase gazeuse et en spectrométrie de masse

2-2-1- Caractéristiques techniques de I’équipement

> Identification a partir des indices de rétention et des spectres de masse

Tous les échantillons d’huile essentielle ont été analysés par CPG/SM, technique
consistant a séparer les constituants du mélange sur une colonne montée en série avec un
spectrométre de masse. Ainsi, chaque constituant sortant de la colonne, passe directement
dans le champ d’ionisation du spectromeétre. La molécule, soumise a I’tmpact électronique est
fragmentée. Les spectres de masse obtenus pour chaque composé sont comparés aux données
de la littérature ainsi qu’a ceux de la banque de données du laboratoire.

Les couplages CPG/SM ont été réalisés sur un appareil de type Hewlett Packard-
Quadrupdle (Model 5970). Le chromatographe était équipé d’une colonne capillaire de silice
fondue de 30m de longueur et 0,25mm de diamétre intérieur avec une phase greffée de type

diméhylpolysiloxane (DB-1) de 0,25um d’épaisseur.
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2-2-2- Conditions de travail

- la température de 1’injecteur était fixée a 220°C

- le voltage du spectrometre de masse était de 70eV

- la température du four était programmée de 70° a 200°C avec un gradient de
10°C/min.

- le gaz vecteur (I’hélium) était réglé a un débit de 0,6mL/min.
2-2-3- Chromatographie liquide solide.
2-2-3-1- Chromatographie sur couche mince

Les conditions opératoires du fractionnement des huiles essentielles et le suivi de ce

fractionnement sont définis en fonction des résultats obtenus par chromatographie sur couche

mince (CCM).
Composition du réactif de révélation

Condition : 1pL d’huile essentielle est mis en solution (1%) dans de 1’éther de pétrole.

Eluant : systtme de solvants éther de pétrole/éther diéthylique dans les proportions
variables (le plus couramment 80/20 (V/V)).

p-anisaldéhyde-acide sulfurique (AS): dans 0.5mL de para anisaldéhyde sont ajoutés
10mL d’acide acétique glacial, 8SmL de méthanol et SmL d’acide sulfurique. La phase est

vaporisée avec ce réactif, puis chauffée pendant quelques minutes a 100°C.
2-2-3-2- Fractionnement par chromatographie liquide/solide sur colonne
Plusieurs essais de fractionnement ont été réalisés sur gel de silice (35-70 um) :

L’essai réalisé sur I’huile essentielle de Cymbopogon giganteus présenté dans ce travail, a

finalement été réalisé sur Florisil X (60-100 mesh) [Mg 03 Si; 205455000] Acros Organic.
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> Fractionnement sur Florisil.

Fractionnement de I’huile essentielle de Cymbopogon giganteus

Conditions opératoires : On utilise 60g de Florisil pour 2g d’huile essentielle et des
volumes d’élution de 100mL d’un mélange d’éther de pétrole/éther éthylique avec des
proportions variant de 100:0 a 0:100 (V/V) jusqu’a I’élution totale.

Les différentes fractions obtenues ont été analysées par chromatographie sur couche mince et

les fractions ayant montré le méme profil ont été réunies.

2-2-3-3-Identification par comparaison avec des échantillons authentiques

obtenus par hémisynthése.

Dans le cas de l'huile essentielle de Cymbopogon giganteus, nous avons, pour
confirmer I’identification des constituants de I’huile essentielle, procédé a I’hémisynthése de

certains d’entre eux et a la transformation chimique de 1’huile essentielle.

X Oxydation du limonéne en carvone et isopipéritone

(Méthode de Guillon et coll., 2000)

Mode opératoire

2.21 g d’hexacarbonyl de chrome (0.0102 mole) sont ajoutés, sous agitation, a une
solution préparée par dissolution de 2.8 g (20.5 moles) de limonéne dans 75 mL
d’acétonitrile, a température ambiante. Une solution d’hydropéroxyde de t-butyle (5.29 g
d’une solution a 70% dans I’eau, 0.04]1 moles) est ensuite additionnée goutte a goutte. Le
mélange est mis au reflux pendant une nuit. L’ensemble est refroidi dans un bain de glace,
filtre et le précipité est lavé avec du cyclohexane glacé.

Le filtrat est dilué a I’éther éthylique, lavé avec une solution de bisulfite de sodium
(IM), a I’eau, puis avec une solution saturée de NaCl et enfin séchée sur du MgSOs,.

Le rendement brut est de 60%.
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*» Oxydation de I’huile essentielle de Cymbopogon giganteus
(Méthode de D’Souza et coll., 2004)

Mode opératoire

100 mg de I’huile essentielle mis en solution dans 5 mL de CH,Cl, sont ajoutés a une
solution contenant 100 mg de chlorochromate de pyridinum dans S5mL de CH,Cl,. Le
mélange réactionnel est maintenu sous agitation a température ambiante pendant 2 heures. 30
mL d’Et,O sont ajoutés, mis sous agitation pendant une minute puis le mélange est laissé
pendant une nuit pour décantation. La phase éthérée est décantée, lavée avec du NaOH 7%
(3x10 mL), HCI 10% (3x10 mL), NaHCO; saturé (2x50 mL), une solution saturée de NaCl

(1x50mL) et enfin séchée sur MgSO4 puis évaporée.

3- Tests biologiques
3-1- Activité antiradicalaire

3-1-1- Synthése du chavicol

Cette synthése a été réalisée par la déméthylation du 4-allylanisole par BBrs
(Agharahimi et LeBel, 1995).

3-1-1-1- Réactifs

e 4-allylanisole 95% Fluka [Al 156]
e CH,Cl, redistillé
¢ BBr;, IM dans CH,Cl,

3-1-1-2- Mode opératoire

- Addition goutte a goutte d’une solution de BBr3 IM dans CH,Cl, (3,5mL) 4 0.5g/mL
soit 3.26 mmol de 4-allylanisole en solution dans CH,Cl,. L’addition est effectuée a -78°C
(I’azote liquide).

- Retour a la température ambiante pendant 30min

- Agitation lente poursuivie pendant 90min.

225



Quatriéme Partie : Partie Expérimentale

Addition de 3mL de d’eau dans un bain de glace (réaction violente).
Agitation pendant 1H.
Extraction du mélange réactionnel (aqueux) avec 3 x 20mL de CH,Cl,.

La phase organique regroupée est lavée avec 3x10mL d’une solution saturée de

NaCl puis séchée sur MgSQOq.

La réaction est suiviec par chromatographie sur couche mince (CCM),

Révélateur : MnO4K ; (Eluant : Ether de Pétrole/AcOEt: 9/1).

Le produit de la réaction est purifié par flash chromatographie avec 30g de gel

de silice (35-70 pm).

L’élution est réalisée par fractions de 30mL de: CH,Cl, (x2), CH,Cly/AcOEt

(30/1.5), CH,Cly/AcOEt (30/2).

Le produit est élué dans la 4éme fraction.
Masse de produit = 0.413g

Rendement de 1a réaction: 95%

3-1-2- Tests antiradicalaires

3-1-2-1-Réactifs

* DPPH: 2,2-diphénylpicrylhydrazyl [EC: 217-591-8] Aldrich
* Méthanol

* Ethanol

* BHT: t-Butyl-hydroxy toluéne [DA, 740-4] Aldrich

* BHA: t-Butyl-hydroxy anisole (98%) [16, 737-1] Aldrich

* Thymol (> 99%) [89330] Fluka

* Carvacrol (98%) [28, 219-7] Aldrich

* Eugénol (99%) [4332] Avocado

* Acide gallique (97%) [14, 791-5] Aldrich
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3-1-2-2-Etude spectrophotométrique du pouvoir antiradicalaire

3-1-2-2-1-Méthode
La méthode d’évaluation de I’activité antiradicalaire des huiles essentielles est
inspirée de celle décrite par Brand-Williams et coll., 1995 ; Cotelle et coll., 1996; Cuvelier
et Richard, 1997 ; Mellors et Tappel, 1996, puis mise au point par Agnaniet et coll. en
2004.

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage de radicaux libres
d’une solution de DPPH. Ce piégeage est visualisé par la disparition de la couleur pourpre de
la solution qui peut étre suivie par spectrophotométrie a 517nm (spectrophotométre UV-mc2,
Safas Monaco).

Les cuves sont laissées dans un bain thermostaté a 30°C et les absorbances (A) des
solutions sont mesurées toutes les 10 minutes pendant une heure.

Pour chaque série de mesures, le comportement des solutions en présence
d’antiradicalaire est comparé a celui d’une solution de référence (solution de DPPH) sans
inhibiteur.

Toutes les mesures ont été répétées au moins 3 fois et les résultats donnés

correspondent a la valeur moyenne sur les 3 mesures.
3-1-2-2-2- Préparation des solutions
3-1-2-2-2-1-Solution de DPPH 100pM

* 20mg de DPPH dans 50mL d’éthanol solution mére (SM 1mM)

* Préparation de la solution de DPPH 100uM : on préléve SmL de cette solution SM
dans une fiole jaugée de SOmL, on compléte jusqu’au trait de jauge par de 1’éthanol. Le
mélange est homogénéisé.

La solution de DPPH étant relativement «instable», la concentration «réelle» est

déterminée a partir de la mesure de 1’absorbance 4 517nm contre 1’éthanol.
3-1-2-2-2-2-Préparation du blanc

Toutes les mesures sont effectuées contre un «blanc» composé de 1900pL (1.9mL)

d’éthano] et 100pL (0.1mL) de méthanol soit un volume de 2mL dans la cuve.
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3-1-2-2-2-3- Préparation des solutions antiradicalaires a tester

> Eugénol et BHA

On prépare une solution mére de concentration 1g/L (SM). Pour cela, on dissout 50mg
d’eugénol ou de BHA dans un minimum de méthanol. La solution est transvasée dans une
fiole jaugée de S0mL et complétée au trait de jauge par du méthanol. On prépare ensuite, a
partir de la solution mére, des gammes étalon de [0.02 a 0.4g/L] par dilution dans le méthanol.

Les mesures sont effectuées en introduisant 100puL. des différentes solutions dans

1.9mL de la solution de DPPH.

> BHT

On prépare une solution mere de concentration 2g/L (SM). Pour cela, on dissout
100mg de BHT dans un minimum de méthanol. La solution est transvasée dans une fiole
jaugée de 50mL et complétée au trait de jauge par du méthanol.

Des gammes étalon de [0.04 a 1.6g/L] sont préparées par dilution de la SM dans le
méthanol.

Les mesures sont effectuées en introduisant 100pL des différentes solutions dans
1.9mL de solution de DPPH.

> Thymol ou carvacrol

On prépare une solution mére de concentration 100g/L (SM). Pour cela on dissout 5g
de thymol ou de carvacrol avec un minimum de méthanol. La solution est transvasée dans une
fiole jaugée de S0mL et on complete au trait de jauge par du méthanol. On prépare ensuite
une gamme étalon a partir de la solution mére de la maniére suivante:

Des gammes étalon de [1 a 60g/L] sont préparées par dilution de la SM dans le
méthanol.

Les mesures sont effectuées en introduisant 100pL des différentes solutions dans

1.9mL de solution de DPPH.
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> Chavicol

On prépare une solution de concentration 50g/L. Pour cela on dissout 50mg de
chavicol dans 1mL de méthanol.

Les mesures sont réalisées en introduisant 10uL, 20uL, 30uL, 40uL, ....100pL de
cette solution dans 2mL de DPPH

» Acide gallique

On prépare une solution mére de concentration 0.1g/L (SM). On dissout pour cela
10mg d’acide gallique avec un minimum de méthanol. La solution est transvasée dans une
fiole jaugée de 100mL et on complete au trait de jauge par du méthanol. Une gamme étalon
de [0.004 4 0.04g/L] est préparée par dilution de la SM dans le méthanol.

Les mesures sont effectuées en introduisant 100puL des différentes solutions dans

1.9mL de solution de DPPH.

> Huiles essentielles

Un premier screening est réalisé en introduisant 10pL d’huiles essentielles pures dans
2 mL de la solution de DPPH.

Les essais sont ensuite réalisés, suivant la réactivité observée, a des concentrations
plus élevées (20uL, 30pL, .....80uL) pour les huiles essentielles les moins actives, ou selon la
méme méthode que celle décrite précédemment pour les référents (gammes de dilution

réalisées a partir d’une solution mere) pour les huiles essentielles plus actives.

v Fractionnement des huiles essentielles d’Aeolanthus pubescens, d’Ocimum

gratissimum et de Pimenta racemosa

Les huiles essentielles d’Aeolanthus pubescens, d’Ocimum gratissimum et de Pimenta
racemosa contiennent des quantités importantes de constituants phénoliques. Nous avons
procédé a I’extraction de ces constituants «acides» par traitement acido-basique de fagon a
tester la fraction «acide» riche en constituants phénoliques et la fraction «neutre». Le mode

opératoire suivi est le suivant:
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2g d’huile essentielle sont dissous dans 100mL d’éther éthylique. La solution obtenue
est traitée avec 3 fois 30mL d’une solution de NaOH 1M. La phase organique renferme les
produits «non ionisables» notée F1 (fraction neutre) tandis que la phase aqueuse referme les
phénols sous leur forme ionisée.

v" Phase organique (F1): aprés décantation, elle est lavée 3 fois avec
20mL d’eau distillée pour revenir a la neutralité, puis séchée sur du Na,SO4 avant d’étre
évaporée.

Dans certains cas, lorsque 1’analyse montre la présence de constituants phénoliques
résiduels dans cette phase, le traitement est renouvelé pour obtenir une fraction «neutre» notée
F’L.

v" Phase aqueuse: elle est acidifiée avec du HCI & 10%, puis extraite 3
fois avec 20mL d’éther éthylique. Les phases organiques sont réunies, lavées a 1’eau distillée,

séchées et le solvant est évaporé.
3-2- Activités anti-inflammatoires
3-2-1-Réactifs

* Enzyme: 5-Lipoxygénase de soja (Fluka: [EC. 1.13. 11.12])

* Substrat: Acide linoléique (Sigma Chemical Co [822-17-3])

* Dihydrogénophosphate de potassium 99% [EEC231 913 4] Aldrich

* Solution d’hydroxyde de sodium (1M)

* Eau désionisée

* Ethanol

* Inhibiteur de référence: Acide Nordihydroguaiarétique (NDGA) [500.38.9]

* Inhibiteurs: Huiles essentielles

3-2-2- Etude spectrophotométrique du pouvoir anti-inflammatoire
3-2-2-1- Méthodes
Nous avons testé I’action inhibitrice de nos échantillons sur la lipoxygénase de soja en

utilisant I’acide linoléique comme substrat.

La réaction enzymatique conduit a :
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¢ la formation, a partir des doubles liaisons non conjuguées de I’acide

linoléique, d’hydropéroxydes contenant un motif « diénes conjugués » et caractérisés par
une absorption a 234nm ce qui permet de suivre leur formation en spectrophotomeétrie.

L’action des huiles essentielles sur la lipoxygénase est comparée a celle de 1’acide

nordihydroguaiarétique (NDGA), reconnu comme inhibiteur efficace de cette enzyme et qui

est choisi comme référence.

3-2-2-2- Préparation des solutions

» Solution Tampon 0.1IM apH=9

Dissoudre 13.6g de dihydrogénophosphate de potassium dans 500mL d’eau distillée,
ramener le pH du mélange a 9 avec une solution d’hydroxyde de sodium NaOH (1M) et

compléter & 1L dans une fiole jaugée avec de I’eau.

» Substrat (Solution d’acide linoléique 100uM)

Dissoudre 30mg d’acide linoléique (substrat) dans 100mL d’une solution tampon
0.IM (fiole jaugée de 100mL). Cette solution est ensuite diluée 10 fois dans du tampon

phosphate pour obtenir la solution 100uM utilisée pour les tests.

» S-lipoxygénase de soja

Dissoudre 10 mg de 5-lipoxygénase de soja dans 1 mL de solution tampon 0.1M,
(solution meére SM).

Préparer a partir de cette solution mére, plusieurs lots de solution d’enzyme de la
fagon suivante: prélever 10 nL de la solution mére (SM) et compléter 4 1 mL avec la solution
tampon (ajouter 990 pL).

Ces «lots» sont conservés au congélateur jusqu’a utilisation. Pendant la série

d’expérience, le «lot» de la solution enzymatique utilisée est conservé dans la glace.

> Solution d’acide norhydroguaiarétique (NDGA)

Dissoudre 20 mg de NDGA dans 10 mL d’éthanol (2 g/L).
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Préparer une solution a 0.2 g/L en effectuant une dilution par 10 dans I’éthanol.
Préparer a partir de la solution a 0.2 g/L, une gamme de solutions de concentrations

comprises entre 20 et 200mg/L.

» Solutions d’huiles essentielles

Dissoudre 100 mg de I’huile essentielle dans 5 mL d’éthanol (solution mere, SM a
20g/L).
Une gamme de solutions est préparée a partir de la solution mére par dilution de [0.2 a

20g/L] dans 1’éthanol.

3-2-2-3 Conditions de mesure

2mL de solution de substrat sont introduits dans chaque cuve. On ajoute 10pL
d’éthanol au contenu de la premiére cuve qui sert de témoin, et 10uL de la solution d’huile
essentielle ou de NDGA dans les cuves de mesure.

Les solutions testées sont donc diluées par un facteur de 200 ce qui conduit, pour les
huiles essentielles, a tester une gamme de concentration de 1 a 100ppm et pour le NDGA de

0.1a1l ppm.

3-2-2-4-Cinétique

Les cuves contenant les solutions (substrat +inhibiteur) sont placées dans le portoir
multi cuves thermostaté a 30°C et laissées 5 min pour stabilisation de la température; SOpuL de
la solution d’enzyme soit 0.046 unités pour 2mL sont ajoutés; les cuves sont agitées
rapidement puis replacées dans le porte cuves et la cinétique est lancée a 234 nm. La durée de
la mesure est de 6 minutes avec une mesure de I’absorbance toutes les 9 secondes.

La constante de vitesse est obtenue a partir de la vitesse initiale de la réaction
enzymatique, obtenue sur les 27 premieres secondes de la réaction.

Les résultats obtenus avec les différents échantillons sont systématiquement comparés

a celui du «témoiny», réalisé dans les mémes conditions en absence d’inhibiteur.
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3-2-2-5-Traitement des résultats
«» Calcul des vitesses initiales

Les vitesses initiales sont calculées sur la partie «linéaire» de la courbe cinétique a
partir de 1’équation suivante :

A(t=27s )-A(t=0)

Vi=
t (27s)

A(t=0) = Absorbance mesuréeat=20
A (t=27s) = Absorbance mesurée at=27s

Ces vitesses sont déterminées en absence et en présence d’inhibiteur.

¢ Calcul du pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition est déterminé d’aprés 1’équation suivante:

Vr-Vi
o%lC= ———— x100

Vr
Vr = Vitesse initiale mesurée pour le témoin

V1= Vitesse initiale mesurée en présence d’inhibiteur (NDGA ou huile essentielle)

« Détermination de ’activité anti-inflammatoire

La courbe représentant le pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations en
inhibiteur permet de déterminer la concentration correspondant & 50% d’inhibition (ICsg).
Un premier screening des huiles essentielles est réalisé a 100ppm et les dilutions ne

sont effectuées qu’en cas de réponse positive.
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A. muricata
A. squamosa
A. pubescens
AINS

C. africana
C. ambrosioides
C. giganteus
C. nardus

C. anisata
CA

DA

HE

L. multiflora
M. myristica
MTH

MTO

0. canum

O. gratissimum
P. racemosa
P. butyracea
STH

STO

X. aethiopica

ANNEXE 1 : LISTE DES ABREVIATIONS

Annona muricata

Annona squamosa
Aeolanthus pubescens
Anti-inflammatoires non stéroidiens
Commiphora africana
Chenopodium ambrosioides
Cymbopogon giganteus
Cymbopogon nardus
Clausena anisata

Composés aromatiques
Dérivés aliphatiques

huile essentielle

Lippia multiflora

Monodora myristica
monoterpenes hydrocarbonés
monoterpenes oxygeénés
Ocimum canum

Ocimum gratissimum
Pimenta racemosa
Pentadesma butyracea
sesquiterpénes hydrocarbonés
sesquiterpénes oxygénés

Xylopia aethiopica
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Voie de I’ Acide Shikimique

Répartition des constituants dans les échantillons d’huile essentielle de feuilles
d’Annona muricata L.

Répartition des constituants dans les échantillons d’huile essentielle de feuilles
d’Annona squamosa L

Répartition des terpénoides dans I’huile essentielle des feuilles de Monodora
myristica (Gaertn.) Dunal.
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aethiopica (Dunal) A. Rich
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Répartition des composés majoritaires dans les différents échantillons d’huile
essentielle de Pimenta racemosa (feuilles)

Processus biosynthétique proposé pour les constituants de Cymbopogon
giganteus

Répartition des composés majoritaires dans les échantillons d’huiles
essentielles de Cymbopogon giganteus Chiov. (feuilles)

Répartition des terpénoides dans I’huile essentielle des feuilles de Cymbopogon
nardus (Linn) Rendle

Répartition des constituants dans les échantillons d’huile essentielle de feuilles
de Clausena anisata (Willd) J. D. Hook ex. Benth.

Répartition des composés majoritaires dans 1’huile essentielle de Lippia
multiflora Moldenke (feuilles)

Réactivité de I’acide gallique vis a vis du DPPH

Réactivité de BHT vis a vis du DPPH
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vis du DPPH
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Réactivité des échantillons 1, 2 et 3 des huiles essentielles d’Aeolanthus
pubescens et du thymol vis a vis du DPPH
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Réactivité de I’huile essentielle de 1’échantillon 4 d’ deolanthus pubescens et
du carvacrol vis a vis du DPPH
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Réactivité des échantillons 2 et 3 d’huiles essentielles de Pimenta racemosa de
Godomey et de I’eugénol vis a vis du DPPH

Réactivité de I’échantillons 1 de I’huile essentielle de Pimenta racemosa de
Godomey 1, de I’eugénol et des différentes fractions chimiques vis a vis du
DPPH

Réactivité du chavicol vis a vis du DPPH

Réactivité du mélange eugénol /chavicol dans les proportions (80:20) vis a vis
du DPPH

Prostanoides et substances apparentées formées a partir de 1’acide
arachidonique chez I’animal (Schorderet et Dayer, 1992)

Formation des leucotri¢nes a partir de 1’acide arachidonique

Réactions biocatalytiques des “notes vertes” a partir de I’acide linoléique et
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actives
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Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich.
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Chenopodium ambrosioides L.
Pentadesma butyracea Sabine
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Cymbopogon giganteus Chiov.
Cymbopogon nardus (Linn) Rendle
Clausena anisata (Willd) J. D. Hook ex. Benth.
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1- Aeolanthus pubescens
2- Annona muricata

3- Annona squamosa

4- Chenopodium ambrosiodes

5- Clausena anisata

6- Commiphora africana
7- Cymbopogon giganteus
8- Cymbopogon nardus

9- Lippia multiflora

10- Monodora myristica
11- Ocimum canum

12- Ocimum gratissimum
13- Pentadesma butyracea
14- Pimenta racemosa

15- Xylopia aethiopica
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Principaux constituants et activités antiradicalaires des huiles
essentielles de feuilles de Clausena anisata (Willd) J. D. Hook ex.
Benth. récoltées a différentes périodes a Houin.

Constituants majeurs et activité antiradicalaire de I’huile essentielle de
Cymbopogon nardus (Linn) Rendle.

Pouvoir antiradicalaire des échantillons d’huiles essentielles classées
«moyennement actives»

Activité antiradicalaire des huiles essentielles trés actives vis-a-vis du
DPPH.

Résultats du fractionnement de I’huile essentielle d’Aeolanthus
pubescens 1 (Togon; Dassa-Zoumé) par extraction en milieu basique.
Activité antiradicalaire de I’huile essentielle de I’échantillon 1.
d’Aeolanthus pubescens et des fractions obtenues par traitement basique
Composition chimique de I’huile essentielle d’ Ocimum gratissimum
(feuilles) et des 2 fractions obtenues par traitement basique et extraction
de I’huile essentielle.

Activité antiradicalaire de I’huile essentielle (échantillon 1) d’Ocimum
gratissimum (feuilles) et des différentes fractions chimiques.
Pourcentage relatif et réactivité des deux composés phénoliques des
échantillons d’huiles essentielles de Pimenta racemosa (Mill.) J. W.
Moore. récoltées au Bénin vis-a-vis du DPPH.

Composition chimique de I’huile essentielle de Pimenta racemosa
(feuilles) et des fractions obtenues par traitement basique de 1’huile
essentielle.

Activité antiradicalaire de I’huile essentielle (échantillon 1) de Pimenta
racemosa (feuilles) de Godomey de ses différentes fractions chimiques

et de ses 2 constituants phénoliques.
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Tableau 48

Tableau 49

Tableau 50

Tableau 51
Tableau 52

Tableau 53

Tableau 54

Tableau 55

Tableau 56

Tableau 57

Tableau 58

Tableau 59

Activités anti-inflammatoires des échantillons d’huiles essentielles

« non actives ».

Activités anti-inflammatoires des échantillons d’huiles essentielles

« moyennement actives ».

Composés majoritaires des échantillons d’huiles essentielles
d’Aeolanthus pubescens.

Composés majoritaires de 1’huile essentielle d* Ocimum canum Sims.
Composés majoritaires de I’huile essentielle d’Ocimum gratissimum
(feuilles).

Composés majoritaires de 1’huile essentielle de Xylopia aethiopica
(Dunal) A. Rich.

Principaux constituants de 1’huile essentielle de Monodora myristica
(Gaertn.) Dunal.

Principaux constituants des huiles essentielles des feuilles de Clausena
anisata (Willd). J. D. Hook. ex. Benth. récoltées a différentes périodes a
Houin.

Activités anti-inflammatoires des différents échantillons d’huiles
essentielles de Cymbopogon giganteus.

Principaux constituants des huiles essentielles de Cymbopogon
Giganteus.

Fractionnement de 2g de I’huile essentielle de Cymbopogon giganteus
de Setto 2 (échantillon 3) sur Florisil + activité anti-inflammatoire.
Composition chimique de 1’échantillon 3 d’huile essentielle de
Cymbopogon giganteus Chiov. (feuilles) et des fractions obtenues par

chromatographie liquide/solide.
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ANNEXE 6 : SPECTRES DE MASSE DES COMPOSES NON IDENTIFIES
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Chenopodium ambrosioides L.
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Pimenta racemosa (Mill.) J. W. Moore.
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HUILES ESSENTIELLES EXTRAITES DE PLANTES AROMATIQUES D’ORIGINE
BENINOISE : ETUDE CHIMIQUE, EVALUATION BIOLOGIQUE ET APPLICATIONS
POTENTIELLES

Ce travail rend compte des €tudes chimiques et biologiques des huiles essentielles extraites de
plantes aromatiques d’origine béninoise.

La premiére partie rappelle quelques généralités sur les huiles essentielles.

La deuxiéme partie donne les résultats de I’analyse chimique des constituants volatils extraits
de 15 espéces aromatiques appartenant a 9 familles botaniques, collectées dans différentes régions du
Bénin: les Annonaceae, les Burseraceae, les Chenopodiaceae, les Guttiferae, les Labiatae, les
Myrtaceae, les Poaceae, les Rutaceae et les Verbenaceae. Parmi les espéces étudiées, les constituants
volatils de Pentadesma butyracea (Guttiferae) sont décrits pour la premiére fois sur le plan chimique.
On trouve sur ’ensemble des échantillons examinés, les différentes structures rencontrées dans les
huiles essentielles: terpénes, dérivés aromatiques et constituants aliphatiques.

Tous les échantillons ont été testés pour évaluer leurs activités antiradicalaires et anti-
inflammatoires. L’huile essentielle de Cymbopogon giganteus a montré un potentiel anti-
inflammatoire intéressant. Les huiles essentielles de trois autres espéces, Aeolanthus pubescens,
Pimenta racemosa et Ocimum gratissimum, riches en composés phénoliques, ont présenté une forte
activité antiradicalaire. L’évaluation des fractions chimiques de ces huiles essentielles et de leurs
composants majoritaires a permis de mieux cerner la relation structure/activité. ’

L’ensemble des résultats, tant sur le plan chimique que biologique, met en évidence les
potentialités de certaines espéces, pour une exploitation de leur huile essentielle a des fins
thérapeutiques ou pour des applications cosmétiques.

ESSENTIAL OILS FROM SOME AROMATIC PLANTS FROM BENIN: CHEMICAL
STUDY, BIOLOGICAL ACTIVITY AND POTENTIAL APPLICATIONS.

*

The work relates the chemical and biological valuations of essential oils obtained from some
aromatic plants from Benin.

The first part presents generalities on essential oils.

The second part reports the results of chemical analyses of the essential oils obtained from 15
aromatic species belonging to 9 botanical families collected in different localities of Benin:
Annonaceae, Burseraceae, Chenopodiaceae, Guttiferae, Labiatae, Myrtaceae, Poaceae, Rutaceae and-
Verbenaceae. The chemical composition of Pentadesma butyracea essential oil is described for the
first time. The main structures identified in the examined samples are common essential oil
components: terpenes, aromatic derivatives and aliphatic constituents.

All samples were tested to estimate their antiradical and anti-inflammatory activities. The
essential oil of Cymbopogon giganteus presented an interesting anti-inflammatory potential activity.
The essential oils of three other species: Aeolanthus pubescens, Pimenta racemosa and Ocimum
gratissimum, characterized by high contents of phenolic compounds, presented a high antiradical
activity. .
Biological appraisement of essential oil fractions and of their major components gave some
indication about the chemical structures and biological activity relationship.

On the whole, the results both on the chemical and biological plan, show the potentialities of
some species for an use of their essential oil in therapeutics or cosmetics.

MOTS - CLES
Plantes aromatiques, Plantes médicinales, huiles essentielles, composition chimique, activités
antiradicalaires, activités anti-inflammatoires.
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