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Introduction 

Au cours de ces dernières années, l’augmentation de la demande du consommateur 

pour des produits « bio » naturels, sans conservateurs a conduit l’industrie à envisager 

l’incorporation de substances considérées comme « non synthétiques ». Ainsi de nombreux 

composés phytochimiques y compris les huiles essentielles, commencent à avoir beaucoup 

d’intérêt comme source potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles ont fait l’objet 

de plusieurs études pour leur éventuelle utilisation comme antioxydants, antimicrobiens, 

anti-inflammatoires et anticancéreux (Benyahia, 2015). 

 

L’intérêt porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés 

thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans diverses 

spécialités ont été développées pour l’extraction, l’identification et la quantification de ces 

composés à partir de plusieurs substances naturelles telles que les plantes médicinales et 

aromatiques (Sanchez-Moreno., 2002). 

 

Parmi les métabolites secondaires extensivement étudiés figurent les huiles 

essentielles qui possèdent de nombreuses propriétés pharmacologiques telle que la 

propriété antioxydante (Lemaoui., 2011),soit en bien-être, il est de plus en plus fréquent 

que les industries ajoutent ces huiles essentielles pour parfumer leurs produits : savons, 

détergent…, mais aussi désodorisants ou parfum d’intérieur ou encore au denrées 

alimentaires, ces huiles essentielles sont aussi des composés puissants, qui nécessitent des 

précaution et des recommandations d’usage (Pibiri, 2005). 

 

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des 

antioxydants, avec des composants à la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une 

méthode universelle par laquelle l’activité antioxydante peut être mesurée quantitativement 

d’une façon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents 

et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de l’échantillon 

à tester (De gauljac et al., 1999).  
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A travers ce travail, nous essayerons dans un premier temps de donner une synthèse 

bibliographique concernant : 

§ Les huiles essentielles (définition, localisation, biosynthèse, l’utilisation et les 

méthodes d’extractions) ; 

§ La caractérisation des espèces étudiées (description botanique, la récolte et 

classification), et enfin ; 

§  Généralité sur le stress oxydatif, les radicaux libres et l’activité antioxydante. 

La seconde partie du travail est réservée à l’étude expérimentale, dans laquelle nous 

allons effectuer : 

§ L’extraction par Hydrodistillation les huiles essentielles des parties aériennes de 

deux plantes médicinales Calamintha officinalis et d’Abies numidica ;  

§  Evaluer l’activité antioxydante in vitro de ces huiles essentielles et les comparer 

avec trois standards : le Thymol, la Carvone et le Géraniol. en utilisant les quatre 

méthodes suivantes :  

ü Piégeage des radicaux libres DPPH•+ (diphenyl-picrylhydrazyle) ;  

ü Piégeage des radicaux d’ABTS•+ (sel d’ammonium de l’acide 2,2’-

azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) ; 

ü test de pouvoir réducteur ou appeler aussi méthode de FRAP (Ferric ion 

Reducing Antioxidant Parameter), et enfin ; 

ü L’activité antioxydante totale au phosphomolybdate d’ammonium. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Synthèse 

bibliographique 
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I. Huiles essentielles 

I .1. Historique et définition  

I.1.1. Historique  

L’utilisation des huiles essentielles remonte aux plus anciennes civilisations : tout 

d’abord dans l’Orient et le Moyen Orient et par la suite au Nord de l’Afrique et en Europe. 

(Franchomme et al., 1990). Les hydrolats (eaux aromatiques) étaient utilisés en Inde il y a 

plus de 7000 ans. Les plantes aromatiques figurent dans un traité publié en Chine par Shen 

Nung il y a environ 4500 ans. Entre 3000 et 2000 ans avant notre ère, les Egyptiens 

faisaient un usage important des plantes aromatiques et aussi des plantes pour soigner les 

malades. Les premiers à avoir utilisé l’Hydrodistillation semblent être les perses, 1000 ans 

avant notre ère (Franchomme et al., 1999). 

L’utilisation des huiles essentielles était une pratique courante chez les Grecs et 

plusieurs livres ont été publiés sur le sujet. Les arabes ont apporté une amélioration 

significative dans la chimie et dans la distillation des huiles essentielles. Vers la fin du 

XVIeme et du XVIIeme siècle, plus de 100 huiles essentielles sont utilisées. Louis XIV se 

parfumait de ces huiles. Dans l’histoire moderne, les vertus thérapeutiques des huiles 

essentielles occupent une place de plus en plus importante (Lardy et Heberkorn, 2007). 

 En 1928 le chimiste français René-Maurice Gattefosse a utilisé le terme 

aromathérapie pour décrire les propriétés curatives des huiles essentielles lorsqu’il a 

découvert par accident que la lavande a guéri une brûlure à sa main. En 1964 le docteur 

français Jean Valunet a connu succès en traitant des patients en médecine et en psychiatrie. 

Actuellement, Nous reconnaissons que les huiles essentielles ont des effets 

pharmacologiques, psychologiques et physiologiques sur l’Homme (Garneau, 2002).  

 

I.1.2. Définition 

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances 

aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules 

gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches et les bois. Elles sont 

présentes en petite quantités par apport à la masse du végétal et sont odorantes et très 

volatiles (Pdrini et al., 1996). 
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I.2. Composition chimique  

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes dont les constituants sont 

presque exclusivement de deux types : des composés terpéniques d’une part et des 

composés aromatiques, d’autre part (Ghestem et al., 2002). Elles peuvent également 

renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des constituants 

non volatiles (Bruneton, 2009). 

I.2.1. Composés terpéniques  

Les terpènes constituent une famille de composés largement répandus dans le règne 

végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette 

d’une unité isoprénique à 5 atomes de carbone (C5H8) (Figure 1) reconnu par Reverchon et 

ses collaborateurs dès 1995. Cet isoprène est la base du concept de la "règle isoprénique" 

énoncée en 2002 par Judd et complétée par Julsing et al en 2006. Cette règle considère le 

diphosphate d’isopentényle, désigné sous le nom d’isoprène actif, comme le véritable 

précurseur de la molécule terpénique ; d’où le nom d’isoprénoides sous lequel on les 

désigne également (Bruneton, 2009). 

 

Figure 1 : Structure de la molécule d’isoprène (Lamarti et al., 1994). 

Les composés terpéniques sont représentés principalement par les terpènes, les plus 

volatils : des monoterpènes (C10) (Figure 2) et des sesquiterpènes (C15) dont L’unité de 

base étant une molécule d’isoprène. Plusieurs milliers de composés ont été décrits et sont 

classés selon leur nombre de cycle (composés acycliques, mono- et bicycliques) et selon la 

nature des fonctions qu’ils portent (alcool, aldéhyde, cétone, ester, éther-oxyde…) 

(Ghestem et al., 2002).  
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Figure 2 : Structure chimique de certains monoterpènes (Bakkali et al., 2008) 

 

I.2.2. Composés aromatiques  

Les composés aromatiques sont des dérivés du phénylpropane (C6-C3) et beaucoup 

moins fréquents. Ce sont très souvent des allyles et des propénylphénols parfois des 

aldéhydes. On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en (C6-

C1) comme le Benzène, Toluène ou comme l’Ethyl-benzène (Figure 3) (Ghestem et al., 

2002). 

 

Figure 3 : Structure de quelques composés aromatiques (Bruneton, 2009). 

 

I.3. Localisation 

Les huiles essentielles sont produites dans les cellules glandulaires spécialisées 

recouvertes d’une cuticule. Elles sont alors stockées dans les cellules à huiles essentielles 

(Lauraceae ou Zingiberceae), dans les poils sécréteurs (Lamiacées), dans des poches 

sécrétrices (Rutaceae) ou dans les canaux sécréteurs (Apiacieae). Elles peuvent aussi être 

transportées dans l’espace intracellulaire lorsque les poches à essence sont localisées dans 

les tissus internes (Iskender et al., 2009 ; Bruneton, 2009). 

Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huiles essentielles sont entourées de 

membranes spéciales constituées d’ester, d’acide gras hydroxylés hautement polymérisés, 
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associés à des groupements peroxydes. En raison de leur caractère lipophile et de leur 

perméabilité extrême réduite vis-à-vis des gaz, ces membranes limitent fortement 

l’évaporation des huiles essentielles ainsi que leur oxydation à l’air (Iskender et al., 2009  ; 

Bruneton, 2009). 

 

I.4. Propriétés physico-chimiques 

  Les huiles essentielles forment un groupe très homogène (Bernard et al., 1988 ; 

Bruneton, 2009). Leurs principales caractéristiques sont :  

Ø Liquide à température ambiante. 

Ø Elles n’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes ;  

Ø Volatiles et très rarement colorées ; 

Ø Une densité faible pour les huiles essentielles à forte teneur en monoterpènes ;  

Ø Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpène et en 

dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpène donnera un indice élevé, 

cependant une teneur élevée en dérivée oxygénés produira l’effet inverse ; 

Ø Solubles dans les alcools à titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants 

organiques mais peu solubles dans l’eau ; 

Ø Douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de 

composés asymétriques ; 

Ø  Très altérables, sensibles à l’oxydation et ont tendance à se polymériser donnant 

lieu à la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver à l’abri 

de la lumière et de l’air (Bernard et al., 1988; Bruneton, 2009). 

 

I.5. Biosynthèse des huiles essentielles  

Les huiles essentielles, se composent généralement de : 

§ Matériaux volatiles synthétisés via le précurseur IPP (Figure 4), consistent en des 

mélanges complexes se composants des mono-sesquiterpènes hydrocarbonés et des 

matériaux oxygénés dérivés d’eux. La biosynthèse des terpènoides dans cette voie 

implique l’addition de l’unité isoprène avec son isomère pour former le geranyl 

diphosphate (GPP, C10), condensé avec une autre unité IPP forment le diphosphate de 
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farnesyl (FPP, C15) à l’origine des sesquiterpènes. Les précurseurs parentaux compte 

tenu de la modification structurale par l’oxydation, la réduction, l’isomérisation, 

l’hydratation, la conjugaison et /ou d’autres transformations donnent une variété de 

terpénoides (Dubey et al., 2003),  

§ Phényl-propanoides qui sont des métabolismes secondaires issus de la voie de l’acide 

shikimique, spécifique du règne végétal. à partir de la phénylalanine, à la synthèse 

d’une grande variété de composés phénoliques tels que la lignine, les flavonoïdes et les 

coumarines. (Hatanaka et al., 1987). 

 

Figure 4 : Synthèse de différentes classes terpéniques chez les plantes via la voie d’IPP 

(Dubey et al., 2003). 

I.6. Méthodes d’extraction des huiles essentielles 

Différentes méthodes sont mises en œuvre pour l’extraction des essences végétales. 

En général le choix de la méthode d’extraction dépend de la nature du matériel végétal à 

traiter (graines, feuilles, ramilles), le rendement en l’huile et la fragilité de certains 

constituants des huiles aux températures élevées (Hellal, 2011). 

I.6.1. Extraction par distillation  

Selon Benjilali (2004), il existe trois différents procédés utilisant le principe de la 

distillation : l’Hydrodistillation, l’Hydrodiffusion et l’entrainement à la vapeur d’eau. 
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a. Hydrodistillation 

Il s’agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. La 

matière végétale est immergée directement dans un alambic rempli d’eau, placé sur une 

source de chaleur, le tout est ensuite porté à l’ébullition (Figure 5). Les vapeurs sont 

condensées dans un réfrigérant et l’huile essentielle se sépare de l’hydrolysat par simple 

différence de densité. L’huile essentielle étant plus légère que l’eau, elle surnage au-dessus 

de l’hydrolysat. Cependant, l’Hydrodistillation possède des limites. En effet, un chauffage 

prolongé et trop puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques 

(Bruneton, 2009; Hellal, 2011). 

 

Figure 5 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005) 

1 : Chaffe ballon, 2 : ballon, 3 : thermomètre, 4 : réfrigerant, 5 : entrée et sortie 

d’eau, 6 : erlenmeyer, 7 : matière à extraire, 8 : la couche d’HE 

 

a.1. Hydrodistillation sous pression 

C’est une technique de choix pour les essences difficilement distillables. Certaines 

matières premières dont les constituants ne peuvent être entraînés par la vapeur à la 

pression atmosphérique sont ainsi traités du fait de leur masse moléculaire élevée, par 

exemple le girofle, les rhizomes de gingembre ou encore d’iris. Bien que le procédé sous 

pression conduit à une amélioration du rapport d’entraînement, donc, à des économies 

d’énergie, l’influence d’une température élevée ( supérier à 100°C) sur la qualité de l’huile 

essentielle donne lieu à certains artéfacts ( Lagunez-Rivera, 2006). 
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a.2 Hydrodistillation assistée par micro-onde 

Le procédé d’extraction par micro-onde appelé : Vacuum Microwave 

Hydrodistillation (VMHD), consiste à extraire l’huile essentielle à l’aide d’un rayonnement 

micro-onde d’énergie constante et d’une séquence de mise sous vide. Seule l’eau de 

constitution de la matière végétale traitée entre dans le processus d’extraction des essences. 

Sous l’effet conjugué du chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de 

façon séquentielle dans l’enceinte de l’extraction, l’eau de constitution de la matière 

végétale fraîche entre brutalement en ébullition. Le contenu des cellules est donc plus 

aisément transféré vers l’extérieur du tissu biologique, et l’essence est alors mise en œuvre 

par la condensation, le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats 

(Figure 6) (Bruneton, 2009).  

 

Figure 6 : Montage d’extraction assisté par micro-onde (El Haib, 2011). 

 

b. Hydrodiffusion 

Elle consiste à pulvériser de la vapeur d’eau à travers la masse végétale, du haut 

vers le bas, Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant 

contrairement aux techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est 

ascendant. L’avantage de cette technique est traduit par l’amélioration qualitative et 

quantitative de l’huile récoltée, l’économie de temps, de vapeur et d’énergie (Legast et al., 

1983 ; Bassereau, 2007). 
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c. L’entrainement à la vapeur d’eau  

Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macère pas directement dans 

l’eau. Il est placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau 

(Figure 7). La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libère ainsi les 

molécules volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte 

une amélioration de la qualité de l’huile essentielle en minimisant les altérations 

hydrolytiques (Padrini et Lucheroni, 1996 ;   Benjilali, 2004 ; Lucchesi, 2005).  

 

Figure 7 : Illustration schématique de la méthode de distillation par la vapeur d’eau 

(Tongnuanchan & Benjakul, 2014)   

d. Extraction au CO2 supercritique  

Il s’agit du procédé le plus récent d’extraction à froid, des matières premières 

végétales utilisant le gaz carbonique sous pression, à température supérieur à 35°C, le 

dioxyde de carbone est employé principalement comme un fluide supercritique parce que 

c’est un dissolvant sain, non-combustible, peu couteux, inodore, sans couleur, insipide, 

non-toxique, et aisément disponible. Sa viscosité basse lui permet de pénétrer la matrice 

pour atteindre le matériel à extraire, et sa basse chaleur latente d’évaporation est un moyen 

élevé de volatilité qui peut être facilement enlevé sans laisser un résidu dissolvant (Khajeh 

et al., 2005). 

 Le gaz carbonique se trouve dans un état « supercritique », la matière végétale est 

chargée dans l’extracteur puis le CO2 reprend sa forme gazeuse et est complètement 

éliminé. L’extrait végétal est isolé, la matière première ainsi obtenue est proche du produit 

naturel d’origine contenant aucune traces résiduelles de solvant (Figure 8) (Khajeh et al., 

2005). 
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Figure 8 : Schéma du système d’extraction par CO2 supercritique (Lagunez-Rivera, 2006). 

I.7. Intérêt thérapeutique, écologique et économique  

L'homéopathie et l'aromathérapie sont des exemples courants d'usage d'huiles 

essentielles en médecine douce, et leur popularité s'est accrue d'une façon considérable ces 

dernières années (Pllecuer et al., 1976). Les huiles essentielles possèdent de nombreuses 

activités biologiques. En phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés 

antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne, par exemple contre les 

bactéries endocanalaires ou au niveau de la microflore vaginale et d’origine fongique 

contre les dermatophytes. Cependant, elles possèdent également des propriétés 

cytotoxiques qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents 

antimicrobiens à large spectre (Sivropoulou et al., 1996). 

Dans les domaines phytosanitaires et agroalimentaires, les huiles essentielles ou 

leurs composés actifs pourraient également être employés comme agents de protection 

contre les champignons phytopathogènes et les microorganismes envahissant les denrées 

alimentaires (Kurita & Koike, 1982 ; Mangena et al., 1999).   

Traditionnellement, les huiles essentielles sont présentes dans le processus de 

fabrication de nombreux produits finis destinés aux consommateurs. Ainsi, elles sont 

utilisées dans l’agroalimentaire (gâteaux, biscuits, soupe, sauce, chewing-gum, chocolats, 

bonbons…) pour aromatiser la nourriture. Elles sont également utilisées dans l’industrie de 

la parfumerie, de la cosmétique et de la savonnerie. Elles sont aussi utilisée dans la 

nourriture pour animaux, dans la préparation des sprays insecticides, la fabrication des 

adhésifs (colle, scotch …), et dans l’industrie automobile (Beylier-Maurel, 

1976 ;Deboucheberg et al., 1976 ; Pellecuer et al., 1976 ; Bakkali, 2008).  

En outre, les huiles essentielles jouent un rôle écologique dans les interactions 

végétales, végétale-animales et pourraient même constituer des supports de communication 

par des transferts de messages biologiques sélectifs. En effet, elles contribuent à l'équilibre 
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des écosystèmes, attirent les abeilles et les insectes responsables de la pollinisation, 

protègent les végétaux contre les herbivores et les rongeurs (Kurt & Torsselle, 1983).  

 

 

II. Radicaux libres et stress oxydatif   

II.1. Radicaux libres  

II.1.1. Définition 

L’oxygène est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il 

permet de produire de l’énergie en oxydant de la matière organique. Mais nos cellules 

convertissent une partie de cet oxygène en métabolites toxiques : les radicaux libres 

organiques (Hubert,1998).  

Un radical libre est une espèce, atome ou molécule, contenant un électron non 

apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et il est comblé soit par l’acceptation d’un 

autre électron soit par transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Ces espèces 

radicalaires très instables et très réactives sont produites d’une manière continue au sein de 

notre organisme, dans le cadre de nombreux phénomènes biologiques. Par exemple, lors de 

la respiration cellulaire, l’oxygène moléculaire se transforme en diverses substances 

oxygénées, communément appelées radicaux libres de l’oxygène ou espèces réactives 

oxygénées (ROS) (Aurousseau, 2002). 

II.1.2.Principaux radicaux libres (Hadi, 2004) 

ü L’anion super oxyde (O-2) : la molécule d’oxygène, mise en présence d’une 

quantité d’énergie suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et 

former ainsi l’anion super oxyde (O-2) : cet anion intervient comme facteur 

oxydant de nombreuses réactions. 

ü Le radical hydroxyle (OH) : Il est très réactif vis-à-vis des structures 

organiques et joue un rôle initiateur dans l’auto-oxydation lipidique.  

ü Le radical peroxyde (ROO) : Il est classés par sur la base de leur structure 

chimique et de la teneur du mélange en oxygène actif et en peroxyde 

d’hydrogène.  

ü L’oxygène singulet (O•
2) : Forme « excitée » de l’oxygène moléculaire, est 

souvent assimilé à un radical libre en raison de sa forte réactivité.  
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II.2. Stress oxydatif  

Le stress oxydant représente l’incapacité pour l’organisme à se défendre contre l’agression 

des espèces réactives oxygénées (ROS), en raison de l’existence d’un déséquilibre entre la 

production de ces substances et la capacité de défendre des antioxydants (Koechlin-

Ramonatxo, 2006). Le stress oxydant, principale cause initiale de plusieurs maladies, 

cancer, diabète, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires 

(Favier, 2003). 

II.3. Activité antioxydante  

II.3.1. Définition  

Nous distinguons deux sortes d’activité antioxydante selon le niveau de leur action. 

Une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont une 

activité primaire sont interrompus dans la chaîne autocatalytique de l’oxydation 

(Bouhadjra (2011) En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables 

de retarder l’oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexation des ions 

métalliques ou la réduction d’oxygène…etc (Madhvi et al., 1996). 

II.3.2. Classification des antioxydants  

II.3.2.1. Antioxydants synthétiques  

Les antioxydants synthétiques, vu leur efficacité, leur faible coût et leur 

disponibilité, sont largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de 

prévenir la rancidité. Plusieurs antioxydants synthétiques comme le BHA, le TBHQ, le 

THBP, le DTHMP, le PG, l’OG et l’NDGA, sont utilisés dans les cosmétiques et les huiles 

végétales (Guo et al., 2006).  

Le PG et le BHA (Figure 9) sont des antioxydants phénoliques synthétiques hautement 

actifs qui agissent en inhibant la chaine de réactions d’initiation et en réduisant la 

peroxydation des acides gras insaturés (Xiang et al., 2007).  

Malgré la puissance de leur activité antioxydante, l’excès de ces antioxydants 

synthétiques peut être toxique, responsable de mutagenicités et peut même présenter un 

danger pour la santé humaine (Williams, 1993). 
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Figure 9 : Structure chimique de quatre antioxydants synthétiques (Bakkali et al., 

2008). 

 

II.3.2.2. Antioxydants naturels  

Les antioxydants naturels apportés par l’alimentation comprennent, généralement, 

de l’ascorbate, des tocophérols, des caroténoïdes et des phénols végétaux bioactifs. Les 

effets bénéfiques sur la santé des fruits et légumes sont largement dus aux vitamines 

antioxydantes présentes par un grand nombre de composés phytochimiques (Caillet et 

Lacroix, 2007). 

Les plantes les plus étudiées et utilisées dans ce domaine sont les épices et les 

herbes aromatiques. La plus part des espèces qui ont une forte activité antioxydante 

appartiennent à la famille des lamiacées. Mise à part les composés cités précédemment, les 

huiles essentielles sont douées également d’un pouvoir antioxydant (Barlow, 1990).   

Des études des équipes de Laboratoire de Recherche en Sciences appliquées à 

l’Alimentation (RESLA) de l’INRS-IAF, ont montré que l’incorporation directe des huiles 

essentielles dans les aliments (viande hachée, légumes hachés, purées de fruit, yaourts…) 

où leur application par vaporisation en surface (viande, poulet, fruits et légumes entiers…) 

contribuent à préserver l’aliment des phénomènes d’oxydation (Caillet et Lacroix, 2007).  

II.3.3. Mécanisme d’action  

Le processus d’oxydation est de type radicalaire : les antioxydants vont intervenir 

comme « capteurs » de radicaux libres. Les antioxydants de type phénolique réagissent 

selon un mécanisme proposé dès 1976 par Sherwin : l’antioxydant cède formellement un 

radical hydrogène, qui peut étre un transfert d’électrons suivi, plus au moins rapidement, 

par un transfert de proton, pour donner un radical intermédiaiare stabilisé de ses structures 

mésomères conjuguées (figure 10). 
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Figure 10 : Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques (Berset et Cervelier, 

1996)) 

 

II.4. Méthodes d’évaluation des propriétés antioxydantes in vitro  

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer l’activité antioxydante des 

aliments et des systèmes biologiques (Ali et al., 2008; Scherer et Godoy, 2009). Elles 

peuvent être classées en deux groupes selon deux mécanismes : soit par transfert d’atome 

d’hydrogène, soit par transfert d’un simple électron (Sanchez-Moreno, 2002 ; Huang et al., 

2005). 

Les techniques du premier groupe sont employées pour évaluer la peroxydation 

lipidique en utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La quantification de cette 

propriété est réprimée par la mesure du degré d’inhibition de l’oxydation (Sanchez-Moreno 

et Larrauri, 1998). 

Alors que, les méthodes du deuxième groupe sont celles qui interviennent dans la 

mesure de l’habilité du piégeage des radicaux libres. Elles comportent l’effet scavenger du 

peroxyde d’hydrogène (H2O2), de l’acide hydrochloreux (HOCl), de l’hydroxyle (HO), des 

anions superoxyde (O-2), de peroxyle (ROO) et de l’oxyde nitrique (NO) (Sanchez-

Moreno, 2002).Parmi ces techniques, nous citons :  

Ø La méthode d’ORAC (Capacité d’Absorbance du Radical de l’Oxygène) (Cao et 

al., 1993) ; 

Ø La méthode d’ABTS•+ ou TAEC (Capacité Antioxydante Equivalente de Trolox) 

(Re et al., 1999) ; 

Ø La méthode FRAP (Capacité Réductrice Ferrique d’Antioxydants) (Benzie e& 

Strain, 1996) ; 

Ø La méthode du radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995) ;  



CHAPITRE I                                                                                                             Synthèse bibliographique 

 

 

 

16 

Ø La méthode de DMPD (Effet scavenger du radical cationnique N, N-Dimathyl-p-

Phenylnediamine) (Li et al., 1994) ; 

Ø La méthode TRAP (Paramètre du Piégeage du Radical Total) (Wayner et 

al.,1985) ; 

Ø La méthode PCL (photochéminescence) (Popov et al ., 1987) ; 

Ø La méthode d’hémolyse (Charfi, 1995). 
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I.  Matériels et méthodes 

I.1. Matériels  

I.1.1. Appareillages et produits chimiques (Annexe I) 

Les différents appareils et les produits chimiques utilisés sont mentionnés en annexe 
I.  

 
I.1.2. Matériel végétal  

I.1.2.1. Calamintha officinalis  

§ Présentation de La famille des lamiacées : 

La famille des lamiacées est l’une des familles les plus utilisées comme source 

mondiales d’épices et d’extrait à fort pouvoir antimicrobien, antifongique, anti-

inflammatoire et antioxydant (Gherman et al 2000 ; Hilan et al,. 2006 ). Les huiles 

essentielles caractérisent cette famille qui comprend près de 6700 espèces regroupées dans 

environ 250 genres. (Miller et al,. 2006). Les labiées sont des arbustes, sous arbrisseaux, ou 

plante herbacées, en générale odorantes, à tige quadrangulaires, feuilles en général opposées 

sans stipules. Fleurs pentamères en générale hermaphrodites. Calice à cinq divisions. 

Corolle en générale bilabiée longuement tubuleuse parfois à 4-5 lobes subégaux ou à une 

seule lèvre, Ovaire super à carpelles originellement bi-ovulés, ensuite uniovulés par la 

constitution d’une fausse cloison. (Quezel et santa, 1963). 

Un très grand nombre de genres de la famille des Lamiacées sont des source riches 

en terpénoides, flavonoïdes et composés phénoliques (Naghibi et al,. 2005). 

 

§ Systématique  

Règne : Plante 

Division : Spermaphytes 

Subdivision : Angiospermes 

Classe : Dicotylédone 

Ordre : Lamiales 

Famille : Lamiacées 

Genre : calamintha 

Espèce : calamintha officinallis 
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§ Description botanique 

Le Calamintha officinalis se décrit comme étant une plante vivace de 60 cm de hauteur 

constitué de feuilles velues, denté, pétiolées, opposées et de fleurs pourpre ou rose, toutes les 

parties aériennes de la plante sont utilisés. Ses racines donnent des ramifications jusqu’à 30 

cm. C’est une plante qui appartiennent à la famille des lamiacées, il possède un parfum 

menthe, il comprend de l’huile essentielle, des phénols... ect, il est classé dans la catégorie 

des plantes aromatiques car il contient d’huile essentielle. C’est une plante qui croît dans des 

endroits secs, ombragés, les régions montagneuses et sur les bords des routes (Salhi et al., 

2014).  

 
Figure11 : Photographie de Clamintha officinalis. 

 

I.1.2.2. Abies numidica 

§ Présentation de la famille des pinaceae  

La famille des pinacées comprend 7 genre, Abies (sapin), cedrus (le cèdre), la rix (le 

melèze),picea (le pin)...ect, Ils s’agit d’arbre monoïques à fleur unisexuée qui sont pour la 

plupart des plantes.la floraison du sapin a lieu au mois de mai. Les fleurs unisexuées sont 

groupées en cône formés d’un grand nombre d’écailles disposées le long d’une spirale (Salhi 

et al., 2014). 

§ Systématique 

Règne : plante 

Division : Trachebionta 

Classe : pinosida 

Ordre : pinales 

Familles : pinaceae 
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Genre : Abies 

Espèce : Abies numidica 

§ Description botanique 

Abies numidica n'apparaît que sur les sommets des monts Babor et Ta babort en Petite 

Kabylie, où ses forêts ne couvrent que quelques centaines d'hectares.(Quezel et Santa, 

1963).   

 

 

Figure 12 : Photographe d’Abies numidica. 

 

I.1.2.3. Récolte et séchage 

La partie aérienne de C. officinallis, est récoltée dans la région d’Adekar et celle d’A. 

numidica dans la région de Darguina ; Bejaïa ; la collecte des échantillons de ces espèces est 

réalisée lors des phases végétatives et de floraison du cycle de développement de la plante, 

A. numidica est récolté en mois de mai 2014, par contre C. officinalis en mois de juillet 

2014. 

Le matériel végétal, fraichement récolté, a été débarrassé des mauvaises herbes, 

séché à l’ombre dans un endroit aéré, sec et loin de toute pollution, puis coupé en parties 

grossière. 
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Figure 13 : Sites d’échantillonnage des plantes 
 

I.2. Méthodes  

I.2.1. Extraction des huiles essentielles  

L’obtention des huiles essentielles a été effectuée par Hydrodistillation dans un 

appareil de type Clevenger. La méthode appliquée consiste à introduire 100g du matériel 

végétal dans un ballon en verre avec une quantité d’eau distillée suffisante pour recouvrir la 

matière. Le mélange est porté à ébullition à l’aide d’un chauffe ballon. 

Les vapeurs d’huiles qui se dégagent passent à travers le serpentin de refroidissement 

en verre où aura lieu la condensation. L’huile ainsi obtenue est récupérée à l'aide d'une 

seringue. L'eau et l’huile essentielle (HE) se séparent par différence de densité. Enfin, l’huile 

obtenue est conservée dans des flacons opaques bien scellés à basse température (4°C). 

L’opération d’extraction dure trois heures à partir du début de l’ébullition (Figure 13). 
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Figure 14 : Montage d’Hydrodistillation Clevenger 

I.2.2. Calcul des rendements  

Le rendement des huiles essentielles est définit comme étant le rapport entre la masse 

d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal à traiter. 

�(%) =
���

��

 !"" 

R : Rendement en HE en g /100g de matière sèche. 

mHE : Quantité d’extrait récupérée exprimée en g d’huile essentielle. 

mS : Quantité de la matière végétale sèche utilisée pour l’extraction exprimée en g. 

II. Détermination de l’activité antioxydante   

Quatre tests ont été utilisés pour l’évaluation de l’activité antioxydante des huiles 

essentielles des deux plantes étudiées et des trois standards (Thymol, Carvone et Géraniol). 

Il s’agit de l’activité scavenger de radical libre DPPH. (2,2-diphényl-1-picryl hydrazyl) et de 

radical cationique ABTS•+ (acide 2’2, azino-bis-(3-éthylebenzothiazoline)-6-sulfonique), du 

pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium et de test au phosphomolybdate 

d’ammonium. 
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II.1. Activité scavenger de radical DPPH˙ : 

§ Principe  

Le DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical instable qui possède un 

électron célibataire sur l’atome d’azote, caractérisé par une couleur violette et un pic 

d’absorbance spectral maximal à 517 nm. En présence d’antioxydants, l’électron célibataire 

devient apparié, ce qui conduit à la décoloration de DPPH du violet foncé (forme radicalaire 

DPPH) au violet claire (forme réduite DPPH-H) (Figure 15). Cette décoloration est dû à la 

capacité d’échantillon de piéger ce radical ( Ramadan, 2010). 

 

Figure 15 : Structure de DPPH et mécanisme de sa réduction par un antioxydant (Ramadan, 

2010). 

§ Mode opératoire 

L’évaluation de l’activité antioxydante en utilisant ce test a été effectuée selon le 

protocole décrit par Bougatef et al., (2009). La solution de DPPH a été préparée à une 

concentration de 1×10-3 M dans l’éthanol. Un volume de 0,15 mL est ajouté à 2 mL de 

chaque échantillon à différentes concentrations. Le mélange est ensuite soumis à une 

agitation au vortex, puis incubé pendant 30 minutes à l’obscurité et à température ambiante. 

La lecture est réalisée à l’aide d’un spectrophotomètre à 517 nm.  

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition qui est donné par la formule 

suivante :  

% $ =
&'*+,- − &'*é+/

01234
× !"" 

 

Absctl : absorbance de contrôle. 
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Abséch : absorbance de l’échantillon. 

% I : pourcentage d’inhibition.  

En se référant aux courbes d’étalonnage (Annexe II), le pourcentage d’inhibition est 

utilisé pour calculer la valeur d’IC50 qui est défini comme étant la concentration qui cause 

50% de réduction de la concentration du radicale libre DPPH• (Petlevski et al., 2013). 

 

II.2. Activité scavenger de radical ABTS•+ 

§ Principe 

Cette méthode a été décrite pour la première fois par Miller and Rice-Evans (1993) 

puis améliorée en 1999. elle consiste à la réduction du radical-cation coloré (acide 2’ 2 

azobis 3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) connu sous le nom d’ABTS.+. Le 

développement de sa concentration est suivi à 734 nm au cours de sa réaction avec les 

antioxydants (Figure 16).  

 

Figure 16 : Formation et piégeage du radical d’ABTS.+par un antioxydant donneur de H• 

(Marc et al., 2004) 
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§ Mode opératoire  

Le protocole de détermination de la capacité d’antioxydants à piéger la radical 

cationique ABTS.+ adopté par Karaçelik et al., 2015 est le suivant : 

La solution stock d’ABTS (ABTS à 7 mM et persulfate de potassium à 2,45 mM) est 

incubée à l’abri de la lumière pendant 12 à 16 heures. Cette solution stock est ensuite diluée 

avec l’éthanol pour obtenir une absorbance finale de 0,7 ± 0,02 à 734 nm. Les échantillons, à 

des différentes concentrations (10 µL) sont mélangés avec 990 µL de la solution diluée 

d’ABTS. 

Le mélange est soumis à une agitation au vortex, puis incubé pendant 30 minutes à 

l’obscurité et à température ambiante. La lecture est réalisée à l’aide d’un spectrophotomètre 

à 734 nm.  

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition donné par la formule 

suivante :  

% $ =
&'*+-, − &'*é+/

015234
× !"" 

Absctl : absorbance de contrôle. 

Abséch: absorbance de l’échantillon.  

% I : pourcentage d’inhibition.  

Après le calcul des pourcentages d’inhibition, les IC50S sont calculées à partir des 

courbes d’étalonnage (Annexe III) de la même manière que le test au DPPH. 

 

II.3. Test de pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium     

§ Principe  

La réduction de l’ion Fe3+ est toujours utilisée comme indicateur des substrats 

donneurs d’électrons. La présence de réducteur dans les extraits cause la réduction du 

complexe Fe3+/ferricyanure en fer ferreux (Fereira et al., 2007).  

Fe3+ –L + antioxydant                        Fe2+ –L + antioxydant oxydé. 

(Fe(CN)6 3−)                                        (Fe(CN)6 4−) 
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§ Mode opératoire  

Le pouvoir réducteur de nos échantillons a été déterminé par la méthode d’Oyaizu 

(1986). Le tampon phosphate (1 mL, 0,2M, pH 6,6) est ajouté à un volume de 0,5 mL de 

chaque échantillon à des différentes dilutions et 1 mL de ferricyanure de potassium (1%) est 

ajouté. Les mélanges sont incubés à 50°C dans un bain Marie pendant 20 minutes. Par la 

suite, 1mL d’acide trichloracétique (1%) est ajouté. L’eau distillée (1 mL) est ajoutée à un 

Ml de mélange, puis, 0,2 mL de la solution de chlorure ferrique (0,1%) est ajoutée. Les tubes 

à essais ont été incubés à l’obscurité et à une température ambiante pendant 10 minutes. La 

lecture a été réalisée à 700 nm.  

Des courbes d’étalonnages (Annexe IV) sont utilisées pour déterminer la 

concentration effective à 50% (IC50), qui est une concentration qui permet d’obtenir une 

absorbance de 0,5.    

 

II.4. Activité antioxydante totale au phosphomolybdate d’ammonium 

§ Principe 

 La méthode utilisant le phosphomolybdate d’ammonium est un test antioxydant 

important basé sur la réduction de Mo+6 en Mo+5 par un composé antioxydant. Ceci conduit 

à la formation d’un complexe de phosphate /Mo+5, de couleur verte, avec une absorption 

maximale à 695nm. (Nagavani et al.,2010). 

§ Mode opératoire  

L’activité antioxydante des échantillons est évaluée par la méthode utilisant le 

phosphomolybdate telle qu’elle est décrite par Brahmi et al. (2014). Un volume de 200 µL 

d’échantillons à différentes dilutions est mélangé avec 2 mL de la solution contenant les 

réactifs suivants : acide sulfurique à 0,6 mM, phosphate de sodium à 28 mM et molybdate 

d’ammonium à 4 Mm. Les tubes à essais ont été incubés dans un bain Marie à 95°C pendant 

90 minutes. Après refroidissement des échantillons à température ambiante, l’absorbance de 

mélange est mesurée à 695 nm. 

Les IC50S sont calculées à partir des courbes d’étalonnage (Annexe V), de la même 

façon que le test précédent (pouvoir réducteur). 
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III. Etude statistique 

 Le calcul des moyennes et des écarts types sont réalisés à partir des résultats de trois 

essais avec Microsoft Excel 2013. 

 L’analyse de la variance (ANOVA/MANOVA) utilisant le test LSD (Least 

Significant Différence) est effectuée à l’aide du logiciel STATISTICA 9.9. La détermination 

des coefficients de corrélation est réalisée également par STATISTICA 9.9. afin de 

comparer les résultats obtenus à partir des différents tests réalisés sur les deux plantes et les 

trois standards étudiés. 
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I. Rendement des huiles essentielles 

Le rendement en huiles essentielles extraites par la méthode d’Hydrodistillation de 

nos plantes (Abies Numidica et Calamintha officinalis,) est exprimé en pourcentage 

massique par rapport à la matière sèche. Il est représenté au niveau de la figure (17). 

D’après cette dernière, nous avons constaté que la partie aérienne de Calamintha officinalis 

a donnait un rendement élevé (0,37%) par rapport à celle d’Abies numidica (0,29%). 

 

Figure 17 : Rendement en huile essentielle des deux plantes (Abies numidica, Calamintha 

officinalis) 

D’après nos connaissances, aucun travail n’a été effectué afin de déterminer le 

rendement en huiles essentielles des deux plantes étudiées. Tandis que, plusieurs 

recherches ont été menées sur d’autres plantes de la même famille que Calamintha. Ech-

Chahad et al(2013) ont étudié une autre plante du genre Calamintha de de la région de 

Sefrou (sud-est de Fès au Maroc). Ils ont noté un rendement nettement inférieur à celui de 

C. officinalis qui est de 0,082%. 

Par ailleurs, EL-Ajjouri et al. (2010), ont évalué le rendement de Thymus 

algeriensis récolté dans la région de Rchida (Maroc). Ils ont rapporté un taux d’extraction 

avoisinant nos résultats qui est de 0,3%.  

Néanmoins, des taux élevés ont été rapportés pour Thymus longicaulis de la 

Turquie (1,83%) (Cengiz et al., 2010),Thymus ciliatus de Maroc (1,2%) (EL-Ajjouri et al. ; 

2010), Salvia officinalis récoltée en France (2,05%) (Bentaarit et al., 2009), et Origanum 

minutiflorum (4,4%)de (Rocha et al., 2007).  

En se référant à la littérature, les résultats obtenus pour Abies numidica diffèrent 

largement de notre résultat. Jeong et al. (2007) ont évalué le rendement d’Abies koreana de 
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la Corée du sud qui est de 0,9%. Alors que Dayisoylu et al. (2009), ont trouvé un 

pourcentage très élevé pour Abies cilicia récoltée au niveau de la zone de Baskonus 

(Turquie) qui est de 3,47%. 

D’après ces résultats, nous avons constaté que c’est la famille des Lamiacées qui 

donne un rendement important par rapport à celle des Pinaceae. Ces variations pourraient 

être attribuées, non seulement, à l’origine de la plante et à la technique d’extraction, mais 

également, à la période de la cueillette et l’âge de la matière végétale. D’autre part, la 

composition chimique, le patrimoine génétique et l’espèce de la plante peuvent influencer 

sur la quantité et la qualité des huiles essentielles extraites (Kokkini et al., 1997 ; Russo et 

al.,1998 ; Thompson et  al., 2003 ; Karousou et al., 2005 ; Fellah, 2006).  

 

II. Pouvoir anti-radicalaire au DPPH  

Le DPPH est généralement l’un des substrats les plus utilisé pour l’évaluation 

rapide et directe de l’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la 

simplicité de l’analyse (Bozin et al., 2008, Kouami et al., 2009). 

Les résultats de la capacité scavenger de radical DPPH˙ des huiles essentielles de 

A.numidica et C. officinalis ainsi que des standards utilisés (Carvone, Géraniol et Thymol) 

sont donnés sur la figure 18. 

 

Figure 18 : Activité anti-radicalaire au DPPH• des huiles essentielles et des 

standards 

Note : les barres verticale représentent les écarts types, a, b etc représentent les différences 

significatives.  
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Les échantillons ayant une faible valeur d’IC50 possèdent une meilleure activité 

antioxydante (Pokorny et al., 2009). 

Selon les résultats enregistrés, les huiles essentielles sont dotées d’une différente 

activité à céder le proton pour neutraliser le radical DPPH• qui diminue de la manière 

suivante : Thymol >C.officinalis> Carvone > Géraniol >A. numidica. Leurs 

valeursd’IC50srespectives sont de 0,72±0.02 ; 1,63 ±1.38 ; 8,35±0.17 ; 8.50±0.33 et 

26.37±9.6mg / mL.  

L’étude statistique montre qu’il n’existe pas de différence significative (p<0,05) 

d’une part entre C. officinalis et thymol, et d’autre part entre la cavone et le géraniol, mais 

il existe une différence hautement significative entre ces derniers et A. numidica (Annexe 

VI).   

 

Cette différence observée peut être expliquée par :  

Le thymol a montré une meilleure activité scavenger de radical DPPH•  (Aeschbach 

et al., 1994). Les travaux effectués par Mastelic et al .(2008), ont montré que le thymol qui 

est un composé de nature phénolique possède  une capacité anti-radicalaire importante. De 

plus, Tepes et ses collaborateurs (2007), ont prouvé que l’un des principaux constituants 

responsables de l’activité antioxydante des huiles essentielles est le thymol qui est capable 

de piéger significativement le radical DPPH•. 

Alors que, les huiles essentielles de C. officinalis viennent en deuxième position. 

Les huiles essentielles des plantes de la famille des Lamiacées sont connues par leur forte 

activité antioxydante. D’ailleurs, Bozin et al. (2008) ont mené une étude sur l’activité 

antioxydante des huiles essentielles de cette famille. Ils ont constaté que les composés 

responsables de la réduction de radical DPPH• sont les monoterpènes oxygénés et le 

mélange des mono- sesquiterpènes hydrocarbonés. Cependant, A. numidica qui appartient 

à la famille des Pinaceaea a présenté une faible activité avec une valeur très élevée d’IC50. 

Cette différence est probablement en relation avec leur composition chimique. 

 Minica-Dukic et al (2004), ont montré que les composés les plus actifs pour la 

neutralisation des radicaux DPPH sont  les monoterpènes, les sesquiterpènes, les aldéhydes 

et les cétones. Singh et ses collaborateurs(2009), ont évalué l’activité antioxydante de deux 
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monoterpènes importants (citronellal et ß-citronellol) et ont montré une forte activité 

antioxydante. Ces composés peuvent être parmi les constituants de nos huiles essentielles. 

D’autre part, cette activité peut être également liée à la présence des composés 

phénoliques comme le thymol et le carvacrol  dans ces huiles essentielles qui ont un rôle 

principal comme réducteurs des radicaux libres (Vallano et al., 2007). D’après, Economon 

et al (1991) la présence de ces standards même à de faibles concentrations dans les huiles 

essentielles peut expliquer l’activité de piégeage du radical DPPH. 

 D’une manière générale, ce sont les composés majoritaires des huiles essentielles 

qui sont responsables   d’une forte activité antioxydante. Toutefois, les composés 

minoritaires peuvent interagir d’une façon synergique ou antagoniste pour créer un  

système efficace vis-à-vis des radicaux libres (Lu et al., 2001 ; Sing et al., 2006). 

En outre, ces résultats du pouvoir antioxydant peuvent être fortement influencée 

non seulement par la composition chimique, mais également par les conditions de l’essai 

(température de réaction, rapport antioxydant/DPPH, type de solvant, pH, concentration en 

échantillon) (Popovici et al., 2009 ; Noipa et al., 2011 et Costa et al., 2012).   

 

III. Activité scavenging du radical ABTS•+ 

Dans ce test, l’ABTS est oxydé par les antioxydants à son radical ABTS•+, qui a une 

couleur intense. La neutralisation de ce dernier, pour l’évaluation de l’activité anti-

radicalaire, se traduit par la décoloration de la solution, qui considérée comme étant la 

capcité des composés à diminuer directement la couleur de radical ABTS •+ (1999 ; Gulcin, 

2010). Les valeurs des IC50 de nos échantillons sont représentées dans la Figure19.

 

Figure 19 : Activité scavenging du radical ABTS•+ des huiles essentielles et des standards. 
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D’après les résultats illustrés dans la figure17, nous remarquons que les valeurs 

d’IC50 varient entre 0,21 et 0,79 mg / mL, Un fort pouvoir anti-radicalaire est noté pour les 

huiles essentielles de C. officinalis comparativement à celles d’Abies numidica et de la 

carvone utilisé comme standard.  

L’étude statistique montre également, l’existence d’une différence significative 

(p<0,05) entre les différents échantillons (Annexe VII).   

Ces différences peuvent être influencées par la composition chimique des huiles, 

(Emani et al (2007), ont trouvé que les principaux constituants de Calamintha sativum 

comme ß-tepinène et ᾳ-pinène une bonne activité anti-radicalaire. Cependant, elle peut être 

également expliquée par une faible interaction entre le cation d’ABTS•+ et les composés 

des échantillons, la nature et la vitesse de complexation (Jovanovic et al., 1986 ; Strube et 

al., 1997). 

 

Dorman et al. (2003), ont montré que dans la plupart des analyses des huiles 

essentielles, quand ces dernière ont un taux élevé en composés phénoliques se traduit par 

une forte activité antioxydante, mais également elle dépendrait de la nature et la structure 

chimiques de ces composés.  

  Peltoketo et al . (2001), ont constaté lors de l’étude de l’activité antioxydante des huiles 

essentielles des herbes de la famille des Lamiacées, que ce sont les l’activité antioxydante 

des monotepènes tels que le thymol, la carvone et le géraniol peuvent être influencé par le 

procédé d’extraction (Yildirim et al., 2000). Montoro et ses collaborateurs ont déduit que 

l’activité anti-ABTS•+ des échantillons dépend de leurs polarités, c’est les échantillons les 

plus polaires qui ont présentés les meilleures capacités antioxydantes, cela peut être 

justifiée par la présence de composé polaires doués d’un grand potentiel antioxydant, qui 

agissent comme des donneurs d’hydrogène ou d’électron. Elle dépend aussi de la structure 

chimique des composés phénoliques de nombre de OH ainsi que leur position (Montoro et 

al., 2004). 
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IV. Pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium   

 Des études antérieures ont montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut 

servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (Jeong et 

al., 2004). 

L’aptitude d’un échantillon de donner un électron reflète son pouvoir antioxydant, 

et la réduction de fer ferrique (Fe3+) est un indicateur de la capacité de l’échantillon de 

donner un électron (Gholivand et al.,2010). Dans ce test le pouvoir antioxydant des huiles 

essentielles de nos plantes se manifeste via le changement de la couleur du milieu 

réactionnel de jaune au bleu, un changement qui est due à la réduction de (Fe3+) à la forme 

fer ferreux  (Fe2+) qui est quantifiée par la mesure de l’absorbance de la couleur bleu 

formée aux différentes concentrations utilisées (Figure 20) . Le pouvoir réducteur de ces 

échantillons est exprimé par la concentration effective à 50% (IC50) qui est une 

concentration qui permet d’obtenir une absorbance de 0,5 (Razali et al., 2008 ; Lin et al., 

2009 ; Gourine et al ., 2010).  

 

 

Figure 20: Pouvoir réducteur au fer des huiles essentielles et des standards 

Nous constatons que la carvone a présenté une faible valeur d’IC50 (0,09 mg / mL) 

ce qui signifie une meilleure capacité à réduire le fer qui est un monotérpène acétonique 

(Elmastas et al., 2006), suivi des huiles essentielles de C. officinalis et celles d’A. numidica 

qui ont donné des valeurs proches et qui sont respectivement de (0,12 et 0,18 mg / mL).  

Le thymol et le géraniol ont montré le pouvoir le plus faible avec des valeurs d’IC50 très 

élevées qui sont respectivement de 0,37 ; 0,56 mg/ mL . Cela peut être expliqué par une 

faible affinité entre leurs fonctions et les ions métallique de fer ferrique (Fe3+). 
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L’analyse statistique a monté qu’elle existe une différence significative entes les 

différentes huiles essentielles analysé (Annexe VIII). 

En se référant à la littérature le pouvoir réducteur de Satureja calamintha a donné 

une valeur d’IC50 de 0,24 mg / mL qui diffère légèrement à celle de C. officinalis. 

Siddhuraju et Becker (2007), ont montré que cette forte activité peut être 

probablement dû à la présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques 

qui peuvent servir comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants peuvent 

être considérés comme des réductants et inactivateurs des oxydants. (Jeong et al., 2004). 

Hinneburg et al (2006), ont met en évidence que la réduction de Fe+3 est corrélée 

avec le taux phénolique du matériel testé. D’autre part, il a été démontré dans une étude 

réalisée sur différents types  d’huiles essentielles que celles qui sont riches en thymol et 

carvacrol qui possèdent des groupements hydroxyles ont un puovoir réducteur plus élevé 

que les huiles qui sont pauvre en phénols (Hazzit, 2009). 

En outre, d’autres composés tels que les alcools (linalool et 1,2-cineol), les cétones 

(menthone et isomenthone), les aldehydes (neral et citronellol), les esters et les 

hydrocarbures (ᾳ-térpinène et ᾳ-terpinlene) peuvent  conttribué à l’activité antioxydante 

des huiles essentielles en agissant en  synergie (Edris et al., 2007).  Cependant, dans notre 

étude le thymol qui est de nature  phénolique a donné une faible activité. Cela est   

probablement dû soit à la conservation du produit ou par le fait que les composés 

majoritaires présents dans les huiles sont plus actifs. Une éventuelle synergie entre les 

composés majoritaires et minoritaires peut être aussi à l’origine de cette différence (Wang 

et al., 2008).  

 

V. Activité antioxydante totale (test au phosphomolybdate)  

Le test au phosphomolybdate est très utilisé et adéquat pour déterminer l’activité 

antioxydante totale (AAT) des d’extraits de plantes. Par conséquent, nous l’avons appliqué 

dans cette étude pour déterminer l’AAT des huiles essentielles de C. officinalis, et A. 

numidica) et deux standards (la carvone et le géraniol). D’après les résultats obtenus 

(Figure 21), l’efficacité des échantillons à réduire Mo+6 à Mo+5 est variable. Les huiles 

essentielles des deux plantes ont montré une meilleure activité comparativement aux 

standards utilisés. 
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Figure 21 : Activité antioxydante totale des huiles essentielles et des standards 

L’investigation des banques de données scientifiques, n’a relèvé aucune étude 

portant sur l’activité antioxydante totale par le test au phosphomolybdate d’ammonium des 

huiles essentielles de C. officinalis et A. numidica. 

L’analyse statistique a montré une différence significative (p < 0,05) entre les 

différents échantillons étudiés (Annexe IX).   

En se réfèrent aux travaux effectués sur d’autres échantillons nous avons trouvé que 

les études effectuées par Jayaprakaska et al (2008) ont montré que le pouvoir réducteur de 

phosphomolybdate d’ammonium dépend de la teneur en composés phénoliques des 

échantillons et de la position ainsi que  du nombre de groupements hydroxylés. 

Scalbert (1991), a montré que cette différence peut être due à l’existence des 

polyphénols qui pourrait être liée au degré d’oxydation. En effet, ces derniers sont des 

composants très susceptibles d’auto-oxydation en présence de l’oxygène de l’air.   

En outre, Gohari et al (2011), ont constaté que l’ensemble de la partie aérienne des 

huile essentielles des plantes Salvie macrosiphon et Tragioides pimpinelle possèdent bonne 

activité antioxydante totale qui peut être dû à la présence en plus des polyphénols des 

mono- et des sesqueterpènes.  

Wojdylo et al (2007) ; Falleh et al (2008), signalent que la plupart des espèces de la 

famille des Lamiacées possèdent une activité antioxydante totale en raison de présences de 

ces polyphénols et la fraction phénolique n’incorpore pas toutes les activités antioxydantes 

synergiques entre les antioxydants dans un mélange, de fait que l’activité antioxydante 
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dépend non seulement de la concentration mais également de la structure et la nature de 

ces antioxydants.    

VI. Corrélation entre les différents paramètres d’activités 

antioxydants 

L’analyse statistique des résultats de la présente étude indique l’existence d’une 

corrélation significative (p < 0.05) d’une part entre le pouvoir anti-radicalaire au DPPH et 

l’activité scavenging du radical ABTS•+  et d’autre part, entre le pouvoir réducteur du fer et 

l’activité antioxydante totale (test au phosphomolybdate) (figure 20) avec des coefficients 

de corrélation 0.93 et 1 respectivement(Annexe X). 

 

Figure 22 : représentation graphique de la corrélation entre différents paramètres 

étudiés 

La corrélation existante entre le DPPH et l’ABTS peut être expliquée par le fait que 

ces deux méthodes utilisent des mécanismes d’action similaires. 

Dudonne et al (2009), ont montré dans leurs études qu’il existe une corrélation positive 

avec un coefficient r = 0,949 entre ces deux paramètres. Cela peut être expliqué par 

l’analyse d’ABTS qui est basée sur l’application des systèmes antioxydants hydrophiles ou 

lipophiles, alors que l’analyse de DPPH emploie les radicaux dissous dans des solvants 

organiques, s’applique à des systèmes hydrophobes (Kim et al., 200 3).  

L’Ao et al (2008), ont trouvé lors de l’évaluation de l’activité antioxydante des divers 

extraits des fruits, l’existence d’une forte corrélation entre le DPPH et l’ABTS. Ces 

résultats indiquent qu’il existe un rapport entre la concentration des composés phénoliques 
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des échantillons et leurs capacités antioxydantes. Par conséquence, la présence de ces 

composés contribuent de manière significative à leur potentiel antioxydant (Dudonne et al., 

2009). 

En outre, cette corrélation modérée entre ces deux tests peut être le résultat de la 

présence des composés qui ont une activité antioxydante mais ne sont pas des composés 

phénoliques ou bien la présence de ces derniers avec une plus grande capacité antioxydante 

que d’autres, mais également peut être dû à des effets antagonistes ou synergiques entre 

ces composés présents dans la matrice (Nattela et al., 1999 ; Giovanelli et al., 2009). 

  Cependant une forte corrélation existe entre la capacité à réduire le fer et l’activité 

antioxydante totale, ce qui s’accorde avec celle de Beretta et al (2005) qui ont trouvé une 

corrélation fortement significative avec un coefficient égale à 0,90. Cette corrélation a été , 

expliquée par la puissance de réduction des entités phénoliques / polyphénoliques qui 

peuvent ramener le Fe+3 en Fe+2 de même Mo+6 en Mo+5.  

Par contre les résultats ont montré une faible corrélation significative positive (p < 

0,05), d’une part entre l’activité scavenging du radical ABTS et le pouvoir réducteur des 

ions de fer et, d’autre part, entre ABTS et l’activité antioxydante totale avec un coefficient 

de corrélation de r = 0,05 et r = 0,02, respectivement. 

Nos résultats s’accordent avec ceux des travaux effectués par Co et Prior (1998). En 

effet, leurs résultats montrent une faible corrélation entre le pouvoir réducteur et l’ABTS et 

entre ce dernier et le phosphomolybdate, mais contraire, à celle trouvée par Katlinic et al 

(2005). Cela peut être justifié par la différence des échantillons étudiés et leurs 

conservations.  

Selon Garcia-Aguilar et al (2007), qui ont constaté lorsque l’analyse de la capacité 

antioxydante de poudre de riz, qui a une très faible corrélation entre l’ABTS et le pouvoir 

réducteur, probablement dû aux composants principaux des antioxydants de l’échantillon.  

Cependant, cette faible corrélation est expliquée par le fait que le pouvoir réducteur 

est sensible au transfert d’électron, tandis que l’ABTS en plus de sa sensibilité au transfert 

d’électron, elle est aussi sensible au transfert d’atome d’hydrogène (Hung et al., 2005).  

D’autre part cette analyse a montré une corrélation significativement négative (p < 

0,05) entre le test de pouvoir réducteur et DPPH, mais également entre le DPPH et le 

phosphomolybdate avec des coefficients de corrélation r = - 0,11, r = -0,14 respectivement.  
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Selon Clark et al (2013), il existe une corrélation négative entre ces trois tests, cela 

peut être expliqué par l’existence d’une différence entre ces derniers, le DPPH qui est le 

piégeage des radicaux libres. Par contre, le pouvoir réducteur et le phosphomolybdate c’est 

la réduction des ions, en plus de ça chaque analyse reflète un aspect différent du comportement 

antioxydant d'un échantillon. 
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Conclusion  

L’objectif de la présente étude est double. Le premier objectif étant l’extraction et 

l’estimation de rendement des plantes médicinales, Calamintha officinalis et Abies numidica 

qui appartiennent, respectivement, à la famille des Lamiacées et Piniaceae et qui sont 

importantes dans la flore algérienne. Le second objectif est l’évaluation de l’activité 

antioxydante de ces dernières et les trois standards : thymol, carvone et géraniol en utilisant 

quatre méthodes tel que DPPH•, ABTS•+, pouvoir réducteur et phosphomolybdate. 

 La détermination de rendement de ces deux espèces a montré la richesse de C. 

officinalis en huiles essentielles (0,37%) par apport à A. numidica (0,29%).   

 Les conditions expérimentales nous a permis le calcul des IC50 pour chaque 

échantillon et pour les différents tests afin d’exprimer ces résultats. 

 L’étude de l’activité antioxydante par la méthode de piégeage de radical libre DPPH 

des huiles essentielles a montré que nos échantillons qui possèdent des valeurs des IC50 

modérées sont classés dans l’ordre suivant : thymol (0,7 ± 0,02), C. officinalis (1,63 ± 1,38), 

carvone (8 ,35 ± 0,17), géraniol (8,50 ± 0,33) en fin A. numidica (26,37 ± 9,6).  

 L’évaluation de l’activité antioxydante par la méthode d’ABTS nous a permis de 

mettre en évidence les valeurs des IC50 de nos échantillons qui sont respectivement, C. 

officnalis (0,21 ± 0,04), carvone (0,46 ± 0,04) et A. numidica (0,79 ± 0,01) mais par manque 

d’extraits, nous n’avons pas pu déterminer les valeurs de thymol et géraniol. 

 En plus de ces tests, nous avons effectué le test de pouvoir réducteur qui nous a donné 

les résultats suivantes : thymol (0,09 ± 0,01), C. officinalis (0,12 ± 0,01), A. numidica (0,18 ± 

0,01), géraniol (0,37 ± 0,01) et la carvone (0,56 ± 0,01). 

 Enfin, ce travail a été complété par la détermination de l’activité antioxydante totale 

par le phosphomolybdate d’ammonium qui nous a donné les valeurs des IC50 comme suit : C. 

officinalis (0,0086 ± 0,0003), A. numidica (0,019 ± 0,0006), géraniol (0,03 ± 0,001) et la 

carvone (0,09 ± 0,01). 

 En s’appuyant sur ces différents résultats, ainsi que sur l’analyse statistiques, nous 

avons constaté que l’huile essentielle C. officinalis possède une meilleure activité 

antioxydante par apport à celle d’A numidica.   
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Afin de compléter cette étude, il serait intéressant de :   

v Etudier les différents facteurs influençant la variabilité de la composition en 

différents constituants.  

v Elargir l’étude sur d’autres organes des plantes étudiées afin de déterminer 

l’organe le plus riche en composés antioxydants. 

v Mesurer l’activité antioxydante en utilisant d’autres tests. 

v Identifier des composés antioxydants des deux plantes, par des techniques plus 

avancées tel que HPLC.  

v Orienter les chercheurs scientifiques vers la réalisation des études approfondies et 

complémentaires de l’activité antioxydante. 

v Effectuer d’autres dosages comme le dosage des polyphénols. 

v Etudier d’autres propriétés biologiques de ces plantes à savoir les propriétés 

antifongiques, anti-inflammatoire, antimicrobienne et d’autres. 
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Annexe I : Matériels et réactifs utilisés 

1. Matériels 

§ Bain-Marie (TRADE RAYPA, MEMMERT). 

§ Balance de précision. 

§ Balance (RADWAG) 

§ Cuve.  

§ Micropipette (Smart).  

§ Plaque magnétique agitateur (VELP Scientifica) 

§ Réfrigérateur (LG)  

§ Spectrophotomètre (SHIMADZU UV-VIS SPECTROPHOTOMETER). 

§ Vortex (VELP Scientifica). 

§ pH mètre (HANNA INSTRUMENTS). 

 

2. Réactifs utilisés 

 

§ DPPH (2,2 – DIPHENYL –1- picrylhydrazyl) :C18 H12 N5 O6, M = 394,32 g/mol (SIGMA- 

ALORICH). 

§ Ethanol C2 H5 OH à 96% (BIOCHEM Chemopharma). 

§ Acide sulfurique : H2 SO4 à 96-98%, M = 98,07 g/mol (BIOCHEM Chemopharma) 

§ Phosphate de sodium : Na H2 PO4, 2H2 O, M = 1561,01 g/mol (GPR Rectapur) 

§ Molybdate d’ammonium tetrahydrique : H24 Mo7 N6 O24, 4H2 O, M = 1235,86 g/mol 

(BIOCHEM Chemopharma) 

§ ABTS, M = 514,62 g/mol. 

§ Persulfate de potassium, M = 270,31 mg/mol (BIOCHEM Chemopharma).  

§ Na H2 PO4, M = 156, 01 g/mol (RECTAPUR). 

§ Na2 HPO4, M = 177, 99 g/mol (Ried-de Haen). 

§ Ferrocyanure de potassium (BIOCHEM Chemopharma) 

§ Trichloroacetic acid (BIOCHEM Chemopharma)? 

§ Chlorure ferrique (Fe Cl3) (BIOCHEM Chemopharma). 
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Annexe II : Les courbes d’étalonnage anti-radicalaire DPPH 

1. Courbes d’étalonnage anti-radicalaire DPPH d’Abies numidica 

     

 

 

2. Courbes d’étalonnage anti-radicalaire DPPH de Calamintha  

officinalis 

      

 

3.  Courbes d’étalonnage anti-radicalaire DPPH de CARVONE 
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4. Courbes d’étalonnage anti-radicalaire DPPH de THYMOL 

           

 

5. Courbes d’étalonnage anti-radicalaire DPPH de GERANIOL 

           

 

Annexe III : Les courbes d’étalonnage anti-radicalaire ABTS 

1. Courbes d’étalonnage anti-radicalaire ABTS d’Abies numidica 
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2. Courbes d’étalonnage anti-radicalaire ABTS de Calamintha 

officinalis 

       

 

3. Courbes d’étalonnage anti-radicalaire ABTS de CARVONE 

       

 

Annexe IV : Les courbes d’étalonnage de pouvoir réducteur 

1. Courbes d’étalonnage de Pouvoir Réducteur d’Abies numidica 
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2. Courbes d’étalonnage de Pouvoir Réducteur de Calamintha 

officinalis 

         

 

3. Courbes d’étalonnage de Pouvoir Réducteur de CARVONE  

         

 

4. Courbes d’étalonnage de Pouvoir Réducteur de THYMOL 
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5. Courbes d’étalonnage de Pouvoir Réducteur de GERANIOL 

       

 

 

Annexe V : Les courbes d’étalonnage de l’activité antioxydante totale 

1. Courbes d’étalonnage de l’activité antioxydante totale d ’Abies 

numidica 

         

 

2. Courbes d’étalonnage de l’activité antioxydante totale de 

Calamintha officinalis 
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3. Courbes d’étalonnage de l’activité antioxydante totale de 

CARVONE 

 

         

 

4. Courbes d’étalonnage de l’activité antioxydante totale de 

GERANIOL 
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Annexe VI : les résultats entre les échantillon et le DPPH 

                                

 

Annexe VII : Les résultats entre les échantillons et l’ABTS 

 

 

Annexe VIII : Les résultats entre les échantillons et le pouvoir 

réducteur 

 1        2        3 

Thymol 1  xxxx   

Calamintha officinalis  xxxx   

Carvone    xxxx  

Géraniol   xxxx  

Abies numidica       xxxx 

 1        2        3        4        5        

Thymol 1  xxxx     

Géraniol   xxxx    

Calamintha 

officinalis  

  xxxx   

Carvone     xxxx  

Abies numidica      xxxx 

 1      2        3        4        5        

Thymol xxxx     

Calamintha 
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Abies numidica      xxxx   

Géraniol     xxxx  
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Annexe IX : Les résultats entre les échantillons et l’activité 

antioxydante totale 

 

       

            

           Annexe X : Corrélation entre les différents paramètres           

                  

      

 

 1        2        3        4        5 

Thymol 1  xxxx     

Calamintha 

officinalis  

 xxxx    

Abies numidica       xxxx   

Géraniol     xxxx  

Carvone      xxxx 

DPPH DPPH     ABTS       PR       AT 

DPPH 1,00 0,93 -0,11 -0,14 

ABTS 0,93 1,00 0,05 0,02 

PR -0,11 0,05 1,00 1,00 

AT -0,14 0,02 1,00 1,00 



Résumé  

         Les huiles essentielles obtenues de deux plantes médicinales de la flore algérienne, 

notamment Abies numidica (Pinaceae) et Calamintha officinalis (Lamiacée), sont 

extraites par la méthode d’Hydrodistillation. L’étude de leurs activités antioxydantes est 

testée par le pouvoir anti-radicalaire au DPPH, activité scavenging du radical ABTS•+, 

l’essai du pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium et enfin, avec l’activité 

antioxydante totale (test au phosphomolybdate). Les résultats indiquent que l’activité 

antioxydante, la plus efficace, in vitro, a été observée par l’huile essentielle de 

Calamintha officinalis. Les molécules de références utilisées sont : le thymol, la carvone 

et le géraniol. 

        L’analyse statistique des résultats indique l’existence d’une corrélation significative 

(p<0.05) d’une part entre le pouvoir anti-radicalaire au DPPH et l’activité scavenging du 

radical ABTS•+, d’autre part, entre le pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium et 

l’activité antioxydante totale (test au phosphomolybdate). 

Mots clés : Activité antioxydante, huiles essentielles, corrélation, DPPH, ABTS•+, 

pouvoir réducteur, activité antioxydante totale. 

Abstract 

        Essential oil obtained by the hydrodistillation, from two medicinal plants of the 

Algerian flora including Abies numidica (pinaceae) and Calamintha officinalis 

(lamiaceae), are tested for their antioxidant capacity by the anti-radical power DPPH, the 

radical scavenging activity ABTS•+, reducing power of potassium ferricyanide and total 

antioxidant activity. 

Results showed that the most effective antioxidant activity, in vitro, was observed by the 

essential oil of Calamintha officinalis. However, the molecules of references used in this 

study are Thymol, Carvone and Geraniol. 

 Statistical analysis indicates the existence of significant correlation (p < 0.05), firstly 

between the anti-radical power DPPH and the radical scavenging activity ABTS•+, and 

secondly between the iron reducing power and total antioxidant capacity. 

Keys word: Abies numidica, Calamintha officinalis, antioxidant activity, essential oil, 

correlation, DPPH, ABTS•+ , reducing power of potassium ferricyanide and total 

antioxidant capacity. 


