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RESUME

Le travail porte sur I’optimisation de la production des huiles essentielles a travers 1’étude des variations inter
et intraspécifiques des rendements et des compositions chimiques de 432 échantillons d’huiles essentielles issues de
deux familles (Myrtacées et Chenopodiacées), de trois genres (Eucalyptus, Melaleuca et Chenopodium) et de sept
espéces (camaldulensis, citriodora, globulus, tereticornis, torelliana, quinquenervia et ambrosioides) botaniquement
controlées et sur la détermination des effets biologiques de 7 de ces échantillons sur cinq microorganismes
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, et Candida albicans).

*- Les rendements en huiles extraites dépendent plus du site que de la période de récolte pour E. citriodora,
alors que pour E. camaldulensis, les deux facteurs, lieu et date de récolte doivent étre pris en considération.

Pour M. quinquenervia, on note qu’il y a une faible influence de la période de récolte sur le rendement, qu’il
n’y a pas de perte de volume aprés 60 jours de stockage et que 6 4 14 jours de séchage a ’'ombre du matériel végétal
parait étre le temps nécessaire pour un rendement optimal.

*- Du point de vue de la composition chimique, on distingue au scin de E. camaldulensis trois types
chimiques influencés par la période, le licu de récolte et I’dge des feuilles : - type a 1,8-cinéole, - type 4 paracymeéne,
- type 4 y-terpinéne .

Les essences de E. citriodora, ont des taux en citronellal supérieurs a 70%. Leurs compositions chimiques
sont plus influencées par le site que par la période de récolte.

L’huile essentielle d ’Eucalyptus globulus a un taux de 1,8-cinéole supérieur ou égal a 70%.

L’analyse de I’huile essentielle de E. tereticornis du Bénin indique 1’existence de deux chémotypes : - type &
1,8~inéole, - type a farnésole (84% tout isomére compris)

L’étude de M. quinquenervia révéle I’existence de trois chémotypes :- type 4 1,8~cinéole, - type 4 taux égal de
1,8—inéole et de viridiflorol, - type a viridiflorol et une homogénéité de la composition chimique tout au long de
I’année et ne subissant aucune influence saisonniére.

Quant aux huiles essentielles de Chenopodium ambrosioides analysées, le taux en ascaridol varie entre 6,4 et
26,45%. L’oxyde d’ascaridol, un nouveau produit, isol¢, est caractérisé avec un pourcentage allant de 14,40 3 50,7%.
Un échantillon, riche en a-terpinéne (44,4%) et pauvre en ascaridol (8,32%) devient, aprés vieillisssment par
autoxydation, trés riche en ascaridol (52,28%) et trés pauvre en o-terpinéne (0,05%).

*- En ce qui concerne I’activité biologique, Staphylococus aureus (Gram+) se révéle étre la bactérie la plus
sensible et Klebsiella pneumoniae (Gram-) la plus résistante. L’activité¢ antifongique observée pour Candida albicans
varie suivant les lots d’huiles essentielles testées.

L’huile essentielle de E. citriodora est la plus active suivie de celle de M. quiquenervia. L’huile essentielle de
Chenopodium ambrosioides se classe, aprés autoxydation, en premiére position devant celle de E. citriodora. Le
vieillissement des huiles améliore leurs propriétés biologiques.

L’activité d’une essence semble étre influencée par la présence de composés comportant une fonction

oxygénée.
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INTRODUCTION GENERALE




Le Bénin, pays de I’Afrique Occidentale, situé dans le Golfe de Guinée entre 6°30° et
12°30” latitude Nord, 1° et 3°40° longitude Est a une superficie de 112622 km’ et plus de 5

millions d’habitants.

Il compte deux zones écologiques principales. Dans la partie septentrionale, nous
avons un climat de type soudanien avec une grande saison pluvieuse (Mai a Octobre) et une
grande saison séche (Novembre a Avril). La pluviométrie y excéde difficilement 1200 mm par
an . Dans la partie méridionale, nous avons le climat tropical de type guinéen avec deux
saisons pluvieuses et deux saisons seches. La grande saison pluvieuse (GSP) dure du 15 Mars
au 15 Juillet tandis que la petite saison des pluies (PSP) s’étend du 15 Septembre au 15
Novembre. Elles alternent avec les deux saisons séches : une grande saison séche (GSS) de
15 Novembre au 15 Mars et une petite saison séche (PSS) du 15 Juillet au 15 Septembre. La

pluviométrie dépasse souvent 1500 mm par an.

Dans son ensemble, La zone tropicale est caractérisée par une forét claire et séche,
qui se dégrade progressivement pour faire place a la savane a mesure que 1’on se dirige vers
le Nord. La zone septentrionale quant a elle est caractérisée par une végétation de savane

arborée, de forét galerie.

Les sols halomorphes, ferralitiques, les vertisols et les sols hydromorphes caractérisent
la région méridionale. La région septentrionale est caractérisée par des sols ferrugineux

minéraux, caillouteux et hydromorphes.

La population active est constituée a plus de 80% de paysans qui pratiquent une
agriculture essentiellement de subsistance et une culture de produits de rentes : le coton et le
palmier a huile.

La dégradation continue de la situation économique dans nos pays, accentuée par la
dévaluation du franc CFA et la baisse des prix des produits agricoles, exigent une
diversification de la production afin de remédier a cette baisse de revenus de nos populations
les plus défavorisées.

Il est donc nécessaire de trouver pour ces populations des alternances nouvelles issues
de leur milieu naturel. Dans ce contexte, la valorisation des ressources végétales locales, en
particulier les plantes aromatiques, pourrait constituer I’élément d’un nouvel essor

économique.




En effet, les plantes aromatiques, les épices et les plantes médicinales, considérées par
la FAO comme des cultures d’exportation secondaire, présentent de grands avantages pour
les paysans pratiquant une agriculture de subsistance. Les plantes & parfums, aromatiques et
médicinales constituent alors une richesse naturelle pouvant jouer un réle important dans le
développement socioéconomique de certaines régions économiquement défavorisées comme
le Bénin. On assiste, sur les marchés mondiaux, a une augmentation de la demande de
produits naturels d’origine végétale issus de plantes aromatiques de régions intertropicales.
Certains pays du Tiers Monde comme le Maroc, I’ Algérie, la Tunisie, la Bolivie et le Brésil
ont connu certains succés dans ce domaine. Des recherches pourraient favoriser la
diversification des cultures et susciter la création de petites unités de transformation

génératrices d’emplois et de revenus.

Le Bénin dispose d’une flore riche et variée. 1l est possible d’entreprendre sa mise en
valeur avec des moyens relativement limités et une technologie simple, utilisable par les
populations paysannes. L’accés des paysans a cette technologie nouvelle amorcerait de petites
indystries nationales de parfumeries, de savonneries de cosmétiques...etc. lls distilleront des
huiles essentielles (H E) de meilleures qualités pour la commercialisation. Les plantes
aromatiques constituent ainsi pour les paysans une source de revenus non négligeables et la

création locale de valeurs ajoutées empéchant ainsi I’exode rural.

Pour y arriver, il est nécessaire de connaitre cette richesse et les conditions optimales
de sa mise en valeur. C’est cette tiche que nous voulons accomplir en choisissant comme
théme de recherche répondant aux préoccupations nationales : 1’étude et la valorisation des

huiles essentielles de Myrtacées et de Chenopodiacées du Bénin.

Grande famille botanique, les Myrtacées sont représentés au Bénin par plusieurs

especes d’Eucalyptus et de Melaleuca.

Il existe au Bénin plusieurs plantations d’Eucalyptus (comportant les espéces
camaldulensis, citriodora, globulus, tereticornis et torelliana) dans le projet dit "plantation
bois de feu" occupées principalement par I’espéce camaldulensis dont la plus importante
couvre une superficie de plus de 16034 ha.

Pour le Melaleuca, il existe une vieille plantation qui, constituée exclusivement de

’espéce quinquenervia, couvrait plus de 20 ha. Ces arbres qui font actuellement 1’objet de




destruction massive sont essentiellement utilisés comme bois de chauffe et aucune autre
utilisation n’est faite de ces plantes a  part la pharmacoopée qui les connait sous le nom
"d’arbre contre la toux".

Chenopodium ambrosioides est le Chénopodiacée qui a fait I’objet de notre étude.

Au Bénin, on le rencontre dans les concessions et dans les jardins.

Dans un travail antérieur, nous avons cherché a optimiser les paramétres qualités
d’extraction (séchage, stockage, durée de distillation) des espéces camaldulensis et
citriodora afin d’apprécier leur influence sur les rendements en huiles essentielles et sur leur

composition chimique et obtenir ainsi le meilleur compromis possible qualité / rentabilité.

Dans le présent travail, nous dressons un inventaire des espéces étudiées et les sites
les plus importants pour déterminer leur homogénéité et sélectionner les plus intéressants et
les plus perfomants. Nous avons cherché également a optimiser les conditions d’extraction de
Melaleuca quinquenervia et a tester les propriétés pharmacodynamiques de certaines huiles

essentielles.
Pour ce fait, le travail compte trois grandes parties.

La premiére partie, intitulée: Etude des huiles essentielles d’origine béninoise, est
divisée en cinq chapitres.

Le premier chapitre traite des généralités sur les huiles essentielles.
Les huiles essentielles d’ Fucalyptus d’origine béninoise font I’objet du second chapitre. Dans le
troisiéme chapitre, Melaleuca quinquenervia a été étudié.
Le quatriéme chapitre de cette premiére partie traite du Chenopodium ambrosioides beaucoup
utilisé dans le milieu rural béninois.

Des activités antimicrobiennes de sept échantillons d’huile essentielle testées sur cinq

microorganismes ont fait I’objet de la deuxiéme partie.

La troisiéme partie est consacrée a 1’expérimentation. Elle fait état, d’une part, du

matériel végétal et de ’extraction et d’autre part, de I’analyse chimique et spectrale




Notons que pour chaque espéce et pour chaque théme étudiés, tout en essayant de

classer rationnellement les différents types rencontrés dans la littérature, une analyse des

travaux antérieurs est décrite.

Enfin, une conclusion générale, comprenant quelques suggestions pour des recherches

futures suivies d’une liste de références bibliographiques cl6turent le travail.




PREMIERE PARTIE

ETUDE DES HUILES
ESSENTIELLES D’ORIGINE
"~ BENINOISE



CHAPITRE 1

GENERALITES SUR LES HUILES
ESSENTIELLLES

I-1- DEFINITION DE L’HUILE ESSENTiELLE

11 est bien difficile de donner une définition standard.

Selon P. DUQUENOIS, (1) "La notion d’huile essentielle peut varier avec le point
de vue auquel se placent des personnes de formations professionnelles aussi dissemblables
que des botanistes, des physico-chimistes, des industriels, des parfumeurs ou des
pharmacologues".

Des organismes de Normalisation: I’A. F. NOR. (Association Frangaise de
Normalisation) et I’L.S.O. (International Standard Organisation) ont donné une définition qui
s’applique au mode d’obtention des huiles essentielles (2) :

Ce sont des mélanges huileux, généralement odorants et volatils obtenus soit par
entrainement a la vapeur d’eau de végétaux ou de parties de ceux-ci, soit par expression du

péricarpe frais de certains citrus.

Pour G. LEGRAND (3), si les définitions des huiles essentielles sont nombreuses, la
terminologie qui les désigne ne 1’est pas moins.

On rencontre les termes : essence de plante, essence aromatique, huile essentielle,
oléat, oléule (4).

En un moment donné, les huiles essentielles ont été appelées «esprits» puis "essences”
(codex 1965). La dénomination "essence” a été abandonnée pour un souci de normalisation ;

actuellement seul le terme huile essentielle est utilisé (codex 1972)(4).



En somme, retenons que I'huile essentielle est ’ensemble des composés volatils,
odorants, contenus dans les végétaux et extraits selon des techniques appropriées.
Les huiles essentielles se retrouvent dans plusieurs organes de la plante et dans divers

appareils sécréteurs.

I-2- LOCALISATION DES HUILES ESSENTIELLES
DANS LES PLANTES

Les huiles essentielles se rencontrent presque exclusivement dans I'embranchement
des spermatophytes. Tous les organes peuvent en renfermer : les sommités fleuries, les fruits,

les graines, les feuilles, les tiges, les racines, les rhizomes, les résines, les bois et les écorces.

L’huile essentielle est contenue dans divers types d’appareils producteurs, variables

selon la partie de la plante considérée.

Pour P. MAIHEBIAU (5) et G. DEYSSON (6) on distingue : les cellules sécrétrices,

les poches sécrétrices et les canaux sécréteurs.

I-2-1- LES CELLULES SECRETRICES
Dans ces cellules on rencontre :
I-2-1-1- LES CELLULES EPIDERMIQUES

Certaines d’entre elles sont productrices d’huiles essentielles ou de résines. Ces
cellules différent des autres par leur taille plus petite et plus fine. Leur paroi externe peut étre

dépourvue de cuticules ou bien ces cellules font sallie en forme de papilles.



1-2-1-2- LES POILS SECRETEURS

Ils sont situés a la périphérie de divers organes tels que les calices, les feuilles et les
tiges. Ce sont des émergences de 1’épiderme dont les cellules terminales sécrétent essences ou

résines. Leurs formes sont variables et souvent caractéristiques d’une famille.

1-2-1-3- LES CELLULES SECRETRICES

Elles se localisent au sein des tissus végétaux comme les tiges, les écorces, les racines,
les graines et les feuilles, plus précisement au niveau des tissus internes : parenchyme cortical,
phloéme, xyléme. Ces cellules se distinguent des cellules voisines par le contenu, une taille
plus grande et une paroi plus épaisse. Leur présence constante dans certains tissus végétaux

est souvent caractéristique d’une famille.

I-2-2- LES POCHES SECRETRICES

Modifiées en poches sécrétrices, certaines cellules se présentent comme :

I-2-2-1- LES POCHES SCHIZOGENES

Elles proviennent d’une cellule parenchymateuse (juste sous I’épiderme foliaire) qui se
divise en quatre cellules par deux cloisonnements successifs perpendiculaires 1’un a I’autre.
Le méat central, limité par ces cellules néoformées, constituera la poche. Il s’agrandit tandis
que les quatre cellules qui le bordent se divisent par des cloisons radiales, le méat devient
ainsi une poche limitée par une rangée de cellules "de bordure" qui sécrétent I’essence. On en

rencontre dans les Myrtacées.
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1-2-2-2- LA POCHE LYSIGENE

Plusieurs cellules groupées forment une poche par lyse de leur paroi.

I-2-2-3- LA POCHE SCHIZOLYSIGENE

Cette poche est formée de I’association des caractéristiques des poches schizogénes et
lysigénes. Le début de sa formation est identique au mode de formation des poches
schizogenes. Mais lorsque la poche schizogéne est ainsi formée, les cellules de bordure se
divisent par cloisons tangentielles, le méat collecteur est bordé par plusieurs assises de
cellules superposées. Les plus internes de ces cellules se lysent, ce qui explique la présence de

débris de paroi mélés aux produits sécrétés.

I-2-3- LES CANNAUX SECRETEURS

Ce sont des poches sécrétrices tres allongées qui se forment par le mode schyzogéne,
on les appelle encore des bandelettes sécrétrices.

En coupe transversale, le canal apparait comme une poche de faible diamétre.

En coupe longitudinale, on reconnait deux files de cellules de bordures (ou cellules

bordantes) limitant la cavité centrale.

I-2-4- CONSEQUENCES

De tout ce qui précéde, il apparait alors nécessaire et important, du point de vue
pratique, de connaitre la nature et la localisation des éléments producteurs d’huiles
essentielles car elles déterminent les conditions et les méthodes d’extraction.

Ainsi, les méthodes varient suivant la localisation et la nature des cellules ou poches
qui les renferment :

On procéde par entrainement a la vapeur d’eau, si elles sont localisées dans les
éléments superficiels facilement accessibles.

On les extrait par expression, si elles sont contenues dans les poches sécrétrices

superficielles comme les essences de fruits de citrus.
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I-3- FONCTION DES HUILES ESSENTIELLES
DANS LA PLANTE

Le role des huiles essentielles dans la plante est mal connu, il pourrait s’agir de
produits de déchets du métabolisme. Certains auteurs comme P. MAIHEBIAU (5) et M.
PARIS (7) pensent qu’elles auraient un role :

- attractif, vis a vis des insectes afin de favoriser la pollinisation,

- de barriére contre 1’évaporation,

- de protecteur par action antiseptique vis a vis de certains micro-organismes comme

les champignons.

I-4- METHODES D’EXTRACTION

Plusieurs méthodes sont utilisées dans ’extraction des huiles essentielles en fonction

du matériel a traiter. Chaque méthode peut avoir diverses variantes.

I-4-1- L’HYDRODISTILLATION

Méthode la plus ancienne et la plus répandue, simple dans son principe,
L’hydrodistillation est efficace et ne nécessite pas d’appareillage coiiteux, ni de produits
chimiques dangereux a manipuler.

L’hydrodistillation connait trois techniques qui lui conférent plusieurs variantes :

- la distillation a la vapeur (le végétal en contact direct avec I’eau bouillante)

- la distillation & la vapeur saturée (le végétal en contact avec la vapeur d’eau saturée,
mais pas avec I’eau bouillante qui est en dessous dans I’alambic)

- la distillation a la vapeur directe saturée ou surchauffée (entrainement a la vapeur),
sans eau dans le fond de I’alambic, la vapeur étant introduite au-dessous de la charge végétale
(hydrodistillation) ou en dessus (hydrodiffusion). Cette troisiéme variante est la plus utilisée
actuellement, car elle évite le contact prolongé d’un végétal avec I’eau en ébullition et la

formation de certains artéfacts.
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I-4-2- EXTRACTION PAR EXPRESSION A FROID

Elle consiste a presser le matériel végétal a froid manuellement ou a I’aide d’une
machine, ce qui permet d’obtenir du jus de fruits a partir de la pulpe et I'huile essentielle a
partir des zestes. Ce procédé est utilisé pour obtenir les huiles essentielles d’agrumes (citron,
orange, etc.) qui, facilement péroxydables, ne supporteraient pas une extraction a chaud. 1
permet 1’obtention de substances sans modification chimique.

C’est une technique simple, pratique, peu couteuse mais d’emploi limité.

Parmi les différents procédés utilisés pour extraire les huiles essentielles, la
pharmacopée n’en retient que deux : ’entrainement a la vapeur d’eau et ’expression qui
permettent de conserver toutes les propriétés physiques, chimiques et organoleptiques des

huiles essentielles (8).

D’autres techniques existent mais ne conduisent pas aux huiles essentielles ; nous

avons

I-4-3- EXTRACTION PAR SOLVANT VOLATIL

C’est un procédé qui consiste a épuiser le matériel végétal par un solvant a bas point
d’ébullition (pentane, dichlorométhane, hexane,...) qui sera ensuite éliminé par évaporation
sous pression réduite. On n’obtient pas une huile essentielle mais une concréte, mélange
odorant de consistance pateuse ou solide due a la présence de cires extraites par le solvant.

Aprés extraction a froid a 1’alcool (95°), et filtration des cires précipitées, la concréte
devient ’absolue.

Cette méthode, plus élaborée que I’hydrodistillation, est plus coiiteuse mais moins
"brutal". En effet, la température de travail est moins élevée et les réactions d’hydrolyse sont
évitées, I’extrait volatil obtenu est en général trés représentatif des caractéristiques de la

plante.
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1-4-4- EXTRACTION PAR INCISION OU
EXSUDATION

Le végétal est incisé et le liquide s’écoulant de I’incision est recueilli. Cet extrait
obtenu est, en général, soumis a un entrainement a la vapeur pour en extraire ’huile

essentielle.

1-4-5- EXTRACTION PAR ENFLEURAGE

Ce procédé est utilisé dans le cas d’organes végétaux fragiles comme les fleurs
aromatiques. Ces fleurs sont mises au contact de corps gras (axonges) qui se saturent
d’huiles essentielles. Le corps gras est ensuite épuisé par un solvant puis évaporé sous vide.

Cette méthode délicate et coliteuse est remplacée par I’extraction aux solvants.

On a récemment mis au point de nouvelles méthodes d’extraction plus élaborées de

produits naturels conduisant en général a des extraits de 'meilleure qualité™*. On peut citer :

I-4-6- EXTRACTION ASSISTEE PAR MICRO-
ONDES (¢9)

Le procédé assisté par micro-ondes est utilisé pour 1’extraction de produits naturels en
présence de solvant. L’obtention d’huile essentielle ou d’extrait par micro-ondes est effectuée
en soumettant la matiére végétale a une irradiation par micro-ondes en [’absence ou en

présence de solvant aqueux ou organique.

Ce procédé présente I’avantage d’étre bien plus rapide que tous les autres connus a

ce jour.
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I-4-7- EXTRACTION PAR FLUIDES SUPER
CRITIQUES

L’extraction par fluides supercritiques connait depuis quelques années un grand
intérét compte tenu de son potentiel & remplacer les méthodes d’extraction conventionnelles
(exemple : soxhlet, ultrasons...). C’est une méthode d’extraction utilisant comme solvant
d’extraction un fluide porté a I’état supercritique et ceci par un contrdle adéquat de la
température et de la pression. La région supercritique sur un diagramme de phase est donc
définie au-dela d’un point appelé point critique, auquel correspond une température et une
pression critiques (Tc et Pc).

Le fluide le plus fréquemment utilisé en extraction supercritique est le dioxyde de
carbone car :

- il présente une facilité de manipulation compte tenu de ses paramétres critiques (Tc
=31 °C et Pc = 73,8 bars).

- il est non toxique, ininflammable et sans odeur.

- il est bon marché et disponible avec une trés grande pureté.

La pression et la température imposées au fluide supercritique vont générer une
certaine masse volumique caractéristique du pouvoir solvatant du fluide.

L’extraction par fluide supercritique est une méthode trés rapide de préparation
d’échantillon. Elle permet, par simple changement des conditions de pression et de

température, d’optimiser I’obtention d’extraits de grande qualité (10).

I-5- METHODES D’ANALYSE

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes, constituées de plusieurs dizaines,
voire d’une centaine de composés, principalement des mono et des sesquiterpénes. Parfois on
rencontre également des composés aliphatiques ou possédant un noyau benzénique.

L’identification et la quantification des différents constituants d’une huile essentielle
sont des opérations extrémement importantes, tant d’un point de vue économique
qu’académique, et délicates d’un point de vue technique.

Les analyses des huiles essentielles peuvent étre regroupées en deux grands types :
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I-5-1- METHODES D’ANALYSES PHYSIQUES
ET CHIMIQUES

Ces méthodes permettent de définir les caractéristiques physiques et chimiques
propres a chaque huile essentielle. 11 s’agit de la densité, du pouvoir rotatoire, de I’indice de

réfraction, de la solubilité dans I’éthanol et de I’indice d’acide, d’ester et de carbonyle (11).

De nos jours, ces indices physico-chimiques commencent a étre abandonnés au profit
des caractéristiques chromatographiques beaucoup plus précises. Méme sur le marché des
huiles essentielles, le profil chromatographique est devenu une notion nouvelle qui permet

d’obtenir une véritable carte d’identité de I’huile essentielle pour une assurance de sa qualité.

I-5-2- METHODES D’ANALYSES
CHROMATOGRAPHIQUES ET SPECTRALES

Elles ont pour but d’identifier la structure et la qualité des différents constituants de
I’huile essentielle afin d’en connaitre la composition chimique. Dans ce type d’analyse, on
distingue les techniques de chromatographie en phase gazeuse (CPG), de couplage de la CPG
a la Spectrométrie de Masse (CPG / SM), du couplage du CGP a la spectrométrie Infra
Rouge a Transformée de Fourier (CPG / IRTF), de la Résonance Magnétique Nucléaire du
carbone-13 (RMN-"C), de Chromatographie en Phase Liquide 4 Haute Performance
(HPLC), et de I’'Infra-Rouge (IR).
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I-5-2-1- LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE
GAZEUSE (CPG)

La CPG étant la méthode d’analyse utilisée dans ce travail pour déterminer la
composition chimique des huiles essentielles, il nous a paru important de rappeler quelques
notions concernant cette technique analytique.

La CPG est une méthode qui permet de séparer les constituants de mélanges
complexes vaporisés par chauffage par une suite continue d’équilibres s’établissant entre une
phase stationnaire qui peut étre liquide (chromatographie gaz-liquide) ou solide
(chromatographie gaz-solide) (12).

Les différents constituants d’un mélange, préalablement vaporisés au niveau de
I’injecteur, sont élués dans la colonne par un gaz vecteur a des vitesses différentes selon leur
solubilité dans la phase stationnaire et leur volatilité. L’enrégistreur signale une succession de
pics caractérisés chacun par un temps de rétention et une aire, et correspondant aux différents
composés présents dans I’huile essentielle. La CPG permet a la fois une analyse qualitative et

quantitative.
*- Identification par les indices de rétention

Pour identifier chaque pic, donc chaque composé, il faut calculer I’indice de rétention
correspondant. Or, pour un méme composé, I’indice de rétention qui est une grandeur
caractéristique du composé est différent suivant le type de colonne. En effet, dans une
colonne polaire, les composés sont retenus plus longtemps sur la phase stationnaire, ils auront
donc un temps de rétention beaucoup plus grand ; tandis que dans une colonne apolaire,
I’élution est approximativement fonction de la température d’ébullition du composé.

Les renseignements sur les deux colonnes sont complémentaires parce qu’il peut
arriver que sur une méme colonne deux composés différents aient le méme indice de
rétention.

Les indices de rétention des différents constituants sont calculés aprés coinjection de

’huile essentielle avec un mélange d’alcanes linéaires sur les deux colonnes.
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Dans le cas d’une analyse en programmation de température, I’indice de rétention
linéaire ou indice de Van Den Doole (dérivé de I'indice de Kovats défini pour une analyse

réalisée dans les conditions isothermes) est donné par la formule :

TR(X)-TR(Cy)
100n  + x 100
TR(Cn+ 1)'TR(Cn)

LK

TR(X) est le temps de rétention du composé inconnu,
TR(C,) est le temps de rétention de I’hydrocarbure a n atomes de carbone,
TR(C.+1) est le temps de rétention de I’hydrocarbure a n +1 atomes de carbone,

X est le composé inconnu étant élué entre C, et Cy.1.

Les indices expérimentaux sont comparés a ceux de la littérature : ouvrages de
JENNINGS (13) et ADAMS (14), monographies d’huiles essentielles diverses (15-22) ainsi
qu’a ceux de la banque de données du laboratoire.

L’analyse chromatographique donne d’excellents résultats au niveau de
I’individualisation des composés dans un mélange, mais certaines difficultés peuvent
apparaitre en ce qui concerne l’identification. C’est pourquoi la CPG est généralement
associée a une autre technique, telle que la spectrométric de masse et la spectrométrie
infrarouge & transformée de Fourrier. De tels couplages permettent d’individualiser chacun
des constituants et de comparer leurs données spectrales avec celles de composés de
référence. 1l est par conséquent nécessaire de pouvoir disposer d’une banque de spectres
riche et adaptée.

Ces couplages donnent d’excellents résultats, méme les composés en trés faibles

proportions peuvent étre détectés et identifiés.

I-5-2-2- IDENTIFICATION PAR COUPLAGE CPG/SM

La spectrométrie de masse (SM) permet de recueillir des informations sur la nature, la
composition et la structure des espéces présentes dans 1’échantillon. Elle est devenue

progressivement un moyen d’investigation irremplagable des composés organiques.
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Elle est aussi utilisée pour I’étude des mélanges moléculaires, a condition de placer en
amont du spectrométre de masse un chromatographe pour séparer les composés. Dans ce cas,
le couplage en ligne CPG / SM constitue ’'une des meilleures méthodes d’analyse des
mélanges au départ d’infimes quantités.

Les spectres de masse sont obtenus pour chaque composé, dépouillés et comparés aux

données de la littérature (14,16,18,19).

I-5-2-3- LE COUPLAGE CPG/IRFT

La spectrométrie infrarouge permet de provoquer et d’observer des transitions entre
différents niveaux de vibration dans les molécules. Elle permet en conséquence de mettre en
évidence la présence ou 1’absence des groupements fonctionnels.

Si le principe d’identification reste le méme, a savoir que le spectre de chaque
composé est comparé aux spectres d’une banque de données, les informations obtenues par
IRFT sont de nature différente.

L’apport de 'IRFT est surtout manifesté quand les molécules sont fonctionnalisées.

Ainsi les quatre menthols ou les quatre farnésols isoméres peuvent étre identifiés sur la base
de leurs spectres IR.

Toutefois le couplage CPG / IRFT, appliqué a la séparation de composés volatils
d’un mélange comme I’huile essentielle, a ses limites avec le risque couru pour les composés
thermosensibles et les réarrangements thermiques possibles. Pour remédier a cet
inconvénient, on assiste de plus en plus a I’utilisation du couplage de la chromatographie en
phase dioxyde de carbone supercritique (CPS) avec ’IRFT pour I’analyse des composés
thermosensibles ou peu volatils comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques et
certains hydrocarbures sesquiterpéniques.

L’efficacité de la complémentarité des deux méthodes de couplage décrites plus haut,
conduira certainement dans les années a venir a une technique conjointe et en ligne des deux
techniques (CPG / SM / IRFT), mais elle pourra se heurter pendant longtemps encore au

coiit élevé de ’appareillage.
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I-5-2-4- LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE DU
CARBONE-13

La RMN est une technique d’analyse qui donne des informations extrémement
précieuses quant a la structure des molécules, mais la quantité de produit nécessaire pour une
analyse est importante, comparée a celle qui est nécessaire pour les méthodes précédentes.

Cette technique consiste a provoquer la transition de certains noyaux ayant un spin
non nul, entre deux niveaux énergétiques sur lesquels ces noyaux sont répartis. Les
informations obtenues sont multiples et permettent d’identifier le nombre de noyaux
magnétiquement non équivalents, leur proportion relative, leur environnement magnétique et
parfois méme le nombre et la nature des noyaux environnants. La RMN est trés sensible aux
moindres modifications structurales. Si la RMN est une technique généralement utilisée pour
analyser un composé isolé et purifié, aujourd’hui elle permet d’analyser un mélange de
composés en I’occurrence les huiles essentielles.

La méthode d’analyse d’une huile essentielle par RMN du carbone-13 est basée sur
’identification, dans le spectre du mélange, des différentes raies de résonance d’un composé
en les comparant avec celles de spectres des produits purs contenus dans une banque de
données. Pour identifier avec certitude un composé présent dans une huile essentielle on
prend en compte :

- le nombre de pics observés par rapport au nombre de pics attendus pour chaque
composé,

- le nombre de superpositions de pics,

- les variations des déplacements chimiques des carbones dans le spectre de l'huile
essentielle par rapport aux valeurs de référence (Ad < 0,05 ppm ).

Les informations données par le spectre unique du mélange sont traitées par un
logiciel spécial d’aide a I’identification.

Cette méthode d’analyse des huiles essentielles permet d’identifier les constituants
présents jusqu’a une teneur de 0,5-1,0 %.

Complémentaire aux précédentes, la technique de RMN du carbone-13, appliquée a
I’analyse des huiles essentielles, est particuliérement bien adaptée a I’étude du polymorphisme
chimique, a I’identification des stéréoisoméres ou des composés difficilement séparables par

CPG et/ou ayant des spectres de masse semblables.
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Si tous les échantillons d’huiles essentielles étudiés au cours de notre travail ont été
analysés par les méthodes de CPG et de couplage CPG/SM, certains ont été également

soumis a I’analyse par RMN du carbone-13.

I-5-2- IDENTIFICATION D’UN CONSTITUANT PAR
CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE-SOLIDE SUR GEL

Lorsque les techniques précédentes ne permettent pas I’identification d’un constituant
d’une huile essentielle, on peut étre amené a I’isoler par chromatographie liquide-solide puis a
le soumettre a d’autres techniques d’analyses spectroscopiques telles que la RMN et

I’infrarouge.

I-6- COMPOSITION CHIMIQUE DES HUILES
ESSENTIELLES

Les huiles essentielles contiennent des constituants qui peuvent avoir des propriétés
physico-chimiques et des structures trés différentes : il s’agit des composés terpéniques,

aromatiques, aliphatiques, etc...

1-6-1- LES COMPOSES TERPENIQUES

La formation des carbures terpéniques obéit a une régle structurale isoprénique (régle
de RUZICHA) bien que I’isopréne n’ait pu étre isolé a I’état libre. Le tableau 1 donne une

classification des terpénes suivant leur nombre d’unités isopréniques.

N\

Unité isoprénique CsHg
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Tableau 1 :

Classification des terpénes

Unité isopréne | Atomes de carbone | Classification
1 5 Hémiterpenes
2 10 Monoterpénes
3 15 Sesquiterpénes
4 20 Diterpenes
5 25 Sesterpenes
6 30 Triterpénes
8 40 Tétraterpenes
<8 <40 Polyterpenes

Les terpénes peuvent étre acycliques, monocycliques, bicycliques ou tricycliques. Le

tableau 2 présente quelques molécules terpéniques de différentes structures.

Les dérivés fonctionnalisés des terpénes sont désignés sous le terme de "terpénoides”,
les monoterpénoides et les sesquiterpénoides oxygénés constituent souvent les principes
odoriférants des huiles essentielles (23) et sont utilisés comme produits de base en parfumerie
et en aromatisation alimentaire. On peut citer :

- les alcools, les aldéhydes, les cétones et les esters (ils sont acycliques,
monocycliques, et bicycliques )

- les éthers, les peroxydes

- les phénols.

Le tableau 3 donne quelques monoterpénoides et sesquiterpénoides oxygénés qui
représentent en général les constituants principaux des huiles essentielles et qui permettent

leur classification (24).



Tableau 2 : Molécules terpéniques
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TERPENES Acycliques

N

MYRCENE OCIMENE CITRONELLENE fameésene

TERPENES Monocycligues

B EE

LIMONENE « -TERPINENE p-CYMENE TERBINOLENE ﬂ—PHELLANDRENE :

TERPENES Bicycliques

® © ¢ :

o -PINENE ~ B-PINENE  camphéne [\ 3-CARENE (3-CARYOPHYLLENE

TERPENES Tricvcliques

A L G g

a~-cédréne p-cédréne thujdpsene longifoléne
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Tableau 3 : Monoterpénoides oxygénés
Acycliques
OH
CH,OH l
trans-trans-farnésol trans-nérolidol
OH
CHQOH
PHQOH CHO CHIOH
Linalol Citroneltal  Citroneliol
andes, Verveine, Geramol v X ;
g.;;amote Coriandre) (Rose, Géranium roset) (Oranger Rose)  (Mélisse.Citron.  (Melisse)
.Varveine)
; Cycliques
iZOH : GB/Q
Thymol
o{-Terpinéol (Thym, Serpolet bornéol
{Cajeput, Cumm) Qrigan,Sarriette) (Men(he poivrée) (aspic,romarin,muscade)
1.8 cinéole Ascaridol Carvone Pulegene
{eucalyptus, Niouli, (chenopoc}e vermifuge) {Menthe douce,Carvi) {menthe pouliot)

lavandin, romarin)

Thuyone Camphre. Carvacrol A"ebo,‘ﬁ‘ye,ge
(Absinthe,sauge {camphrigr, !avandin, {Thym, Serpolet, .
. . . (sapin)
thuya) romarin) ‘Origan,Sarriette)
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' 1-6-2- LES COMPOSES AROMATIQUES

On peut avoir des composés dérivés du phénylpropane (Cs—C;) qui sont
beaucoup moins fréquents que les précédents. On peut également rencontrer dans les
huiles essentielles des composés en C¢-C;.

Généralement, ces composés sont responsables des caracteres organoleptiques

traditionnels des huiles essentielles.

Figure1:

Exemple de composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

OH
OCH;,
ﬁH ?Hz
?H CH
CHO IC,!Hz
Aldéhyde cinnamique Eugénol
CH=CH-CH;,4 CHO CH,-CH=CH,
OCH;,
H;CO O
OCH;, OCH; O\/

Anéthole Aldéhyde anisique Safrole
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1-6-3- LES COMPOSES D’ORIGINES DIVERSES

Compte tenu de leur mode de préparation, les huiles essentielles peuvent renfermer
divers composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I’hydrodistillation : carbures (linéaires et ramifiés, saturés ou non, rarement spécifiques),
acides (C3 4 Cyo), alcools (exemple : cis-hex-3-én-1-0l de Robinia pseudacacia, 1-octén-3-ol
de ’huile essentielle de lavande, etc...), aldéhydes (octanal, décanal des citrus, trans-2-
hexénal, etc...) esters acycliques (principalement dans les fruits), lactones (y-décalactone...).

Dans les concrétes, il n’est pas rare de trouver des produits de masse moléculaire plus
importante, non entrainables a la vapeur d’eau : homologues des phénylpropanes, diterpénes,
coumarines (mais certaines d’entre elles sont également entrainables a la vapeur d’eau).

On a constaté une certaine réactivité de ces molécules. Elles se transforment plus ou
moins rapidement dans le temps, ce qui présente un inconvénient pour la stabilité de ’huile

essentielle. Exemple : figure 2.

Figure 2:
Oxydation du paracymeéne.

p-cymene

7NN

O )
N PN

p-cyménéne cuminal thymol carvacrol
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I-7- STABILITE DES HUILES ESSENTIELLES

Il faut différencier les huiles essentielles des huiles fixes et des graisses contenues dans
les végétaux. Les huiles essentielles sont volatiles et généralement trés sensibles au
phénoméne d’oxydation ; elles sont souvent associées i d’autres substances, telles que les
gommes et les résines et tendent méme a se résinifier par exposition a 1’air. Ces phénoménes
d’altération modifient fortement la composition chimique des huiles essentielles mais

améliorent ’activité antimicrobienne de certaines d’entre elles.

Les procédés conduisant a I’altération naturelle sont en général activés par la chaleur
et ’oxygeéne de I’air et sont catalysés par la lumiére et la présence de certains métaux. Ils

conduisent a une multitude de produits oxygénés souvent trées différents.

Ces processus sont d’ailleurs utilisés pour la valorisation des huiles essentielles.

I-8- VALORISATION DES HUILES
ESSENTIELLES

Les huiles essentielles, surtout celles qui sont riches en composés terpéniques sont
particuliérement défavorisées sur le marché international. Plusieurs solutions ont été
proposées pour pallier cette situation :

- extraction des molécules optiquement pures

- fonctionnalisation des terpénes par bioconversion

- autoxydation et photo-oxydation des terpenes
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I-8-1- PREPARATION DES PRODUITS
OPTIQUEMENT PURES A PARTIR DES HUILES
ESSENTIELLES

Les produits optiquement pures sont classés parmi les substances biologiquement
actives et sont les plus recherchés pour cette raison. Par exemple, les (+) et (-) limonénes
présentent en fonction de leur stéréochimie des odeurs orangée ou citronnée (25). Dans le
méme ordre d’idée le (-) menthol posséde seul les propriétés rafraichissantes utilisées dans les
cigarettes, les produits cosmétiques, les chewingums, les dentifrices et les médicaments.

Les huiles essentielles constituent une véritable source de ces molécules. Deux

techniques ont été développées pour leur obtention :

I-8-1-1- DECOLORATION ET FRACTIONNEMENT DE
L’HUILE ESSENTIELLE

Les huiles essentielles utilisées pour la préparation du d-bornéol et du I-camphre sont

trés colorées. Leur décoloration est réalisée par entrainement a la vapeur.
I-8-1-2- CRISTALLISATION

L’huile essentielle décolorée est ensuite placée dans une chambre froide (-18°C) afin
de faire cristalliser le bornéol ou le camphre, qui ensuite, sont séparés par filtration sous vide.

Les huiles essenticlles de thym (7hymus salarioides) et d’armoise blanche
(Artemisia herba alba Asso) sont ainsi séparées respectivement du d-bornéol 1-camphre avec

une pureté chromatographique de 99% (26).
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I-8-2- FONCTIONNALISATION DES TERPENES PAR
BIOCONVERSION

Les terpénes et les terpénoides, composés dérivés des terpénes ont fait 1’objet de
nombreux travaux de bioconversion par des souches variées. De nombreuses substances
monoterpéniques conduisent a des produits fonctionnalisés, notamment des alcools, des diols,
des époxydes, etc... Ce mode de transformation a I’avantage de donner lieu a I’attaque de
positions non activées conduisant a un degré élevé de sélectivité.

Les bioconversions peuvent permettre d’obtenir des molécules aromatisantes et
parfumantes de stéréochimie bien déterminée.

De telles transformations ont été réalisées a partir des pinénes, du myrcéne, des
terpinenes, du terpinoléne et du limonéne.

Par exemple a partir du R-(+)-limonéne, quatre voies principales de dégradations
microbiennes ont été proposées par DHAVALIKAR (27), KRAIDMAN (28) et KIESLICH
(29).

Ainsi sous I’action de divers micro-organismes, il a été possible d’orienter la réaction,
stéréospécifique, selon la voie 1, vers le trans carvéol et par une double oxydation vers la (+)-
carvone. Dans ces conditions, le S-(-)-limonéne peut donner la  (-)- carvone a ’aréme de
menthe verte.

La 2°™ voie donne, avec des rendements trés faibles, des alcools et des acides
périlliques (figure 3).

La 3™ voie a été découverte par KRAIDMAN (28) qui, utilisant 1’espéce
cladosporium a obtenu le (+)-a-terpinéol avec une excellente pureté a partir du R-(+)-
limoneéne et sans sous produit

La dermniére voie se fait via I’époxyde-1,2 du limonéne. Elle permet d’obtenir le diol-
1,2 correspondant (27, 30-32) a I’aide de divers champignons. Toujours selon cette voie, une
hydrolyse stéréosélective du mélange racémique des époxydes du limonéne a été réalisée par
Diplodia gossypina ou Penicillium digitatum ; elle conduit sélectivement a un seul diol de

configuration (18, 2S ) (figure 4) (29) .
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Figure 3:

Bioconversion du limonéne.

(}l “e
—_p
/i\ /.\ \ (+)-Carvone
R-(+)-Limonene trans-Carvéol OH . .
2]
/\
CH20H CUOH CH20d

! f % p-Menth-1-¢ne-6,9-diol

Alcool, Aldéhyde et Acide Pénlhques—(+)

S-(-)-Limonénc (-) Carvone
(aréme de menthe verte)
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Figure 4:
Schéma réactionnel
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I-8-3- AUTOXYDATION ET PHOTO-OXYDATION
DES TERPENES

I-8-3-1- AUTOXYDATION

L’autoxydation (33) est une oxydation spontanée dont sont I’objet certains solides ou
liquides par I’oxygéne moléculaire dans son état fondamental triplet, a8 la température

ambiante ou a son voisinage et a la pression atmosphérique.

Le mécanisme de la réaction est de type radicalaire, sensible aux effets stériques et
stéréoélectroniques, souvent accompagnés d’une racémisation partielle ou totale et résultant
de la superposition de trois groupes de réaction :

- formation de peroxydes et d’hydroperoxydes par des réactions en chaines,

- évolution de ces composés vers des produits d’oxydation stables,

- décomposition de ces composés en radicaux libres qui initient d’autres chaines

d’oxydation et des chaines de polymérisation.

Il a été montré (34) que les corps ne sont pas auto-oxydables a 1’état gazeux mais en
phase liquide homogéne par I’oxygene dissout dans le substrat ou a la surface de séparation
oxygeéne / substrat. La réaction peut se faire avec ou sans amorgeurs.

Dans le premier cas, les amorgeurs sont naturellement ceux qui subissent facilement la
dissociation thermique ou photochimique comme les peroxydes, les hydroperoxydes et les
composés azo (35).

Dans le deuxiéme cas la réaction est lente mais est accélérée par la lumiére et surtout

par la température.

Le limonéne, autoxydé a 70°C pendant 10 heures (36) conduit seulement a la
formation de carvéol et de carvone. Mais a des températures moins élevées (37,38), des
produits d’oxydations peu stables ont été obtenus.

Le A3-caréne (39) conduit bien & deux alcools principaux dont le rapport de

concentration dépend de la méthode utilisée.
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1-8-3-2- PHOTOOXYDATION

La photo-oxydation est une action conjuguée de I’oxygéne et de la lumiére en
présence de sensibilisateurs efficaces, qui sont soit colorés (bleu de méthyléne, rose de

bengale), soit pauvres en électrons (dicyanoanthracéne, oxyde de titane ).

De nombreux travaux de photooxydation ont été réalisés sur les monoterpénes.

Citons PFAU (40) qui admet la formation d’un perépoxyde intermédiaire dans la
formation de I’hydroperoxyde de pinocarvényle a partir de o-pinéne. Plus tard, JEFFORD,
BOSHUNG et MORIARTY (41) démontrent I’existence d’un mécanisme de concertation
allylique en solvant protique et l’influence des effets stériques et stéréoélectroniques
favorisant [’attaque exoectoclinal de ’a-pinéne pour former majoritairement le
transpinocarvéyle. Une réduction des hydroperoxydes permet d’obtenir des alcools

optiquement actifs.

La photooxydation conserve I’activité optique alors qu’en autoxydation il y a
racémisation par passage a un intermédiaire radical symétrique. C’est la conclusion de
nombreux travaux en particulier ceux de SCHENCK (42) sur la photooxydation du (+)-

limonéne lorsqu’il compare ses résultats a ceux des autoxydations.

1-9- LES CHEMOTYPES

En effet, les composantes aromatiques d’une plante varient en fonction des divers
facteurs comme I’ensoleillement, la nature et la composition du sol, la situation géographique
(altitude et latitude) et les saisons etc. Une méme plante issue de deux sites différents peut
sécréter des essences dont les différences sont plus ou moins importantes. Le terme de

chémotype est alors utilisé pour différencier les huiles essentielles extraites (43).

Par exemple les chémotypes suivants ont été signalés, suite a I’analyse des huiles
essentielles du Lippia multiflora : le camphre comme produit majeur au Ghana (44), le
carvone et le linalol en Ethiopie (45), le linalol (>80% ) au Nigéria (46) et deux types au

Congo, paracymeéne-thymol et les tagétones (47). Selon les travaux effectués récemment
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dans notre Laboratoire et a I’Université du Bénin au Togo, la méme plante donne des huiles
essentielles avec comme produits majeurs le 1,8- cinéole ou le myrténol ou encore le couple

géraniol-limonéne (48) etc....

En qui concerne I'influence de la luminosité, il a été montré que le basilic cultivé a
Madagascar en pleine lumiére conduit & un taux de chavicol de 57% alors que la méme plante

cultivée a ’abri en contient jusqu’a 74% (47).

Ces différences qui peuvent étre extrémement importantes influent sur les propriétés

(biologiques) de ’huile essentielle.

Il est nécessaire de connaitre le chémotype avant son utilisation afin d’éviter les

échecs thérapeutiques, voire des accidents graves.

1-10- PROPRIETES DES HUILES
ESSENTIELLES

1-10-1- PROPRIETES PHYSIQUES DES HUILES
ESSENTIELLES

1-10-1-1- DENSITE

Les huiles essentielles sont généralement plus légéres que I’eau et non miscibles, ce
qui permet leur séparation dans I’essencier couplé a I’alambic. Cependant, quelques unes ont

une densité supérieure ou voisine de celle de I’eau (Sassafras, clous de girofle etc...).
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1-10-1-2- POUVOIR ROTATOIRE ( [a] %®°p)

Les huiles essentielles sont actives a la lumiére polarisée. Quelques exemples du

Melaleuca quinquénervia du Bénin : -0,35 4 -6,11° ; +0,69 a +5,01° a 22°C.

1-10-1-3- INDICE DE REFRACTION

Il est souvent élevé ; par exemple, on observe pour I’huile essentielle des feuilles de
Clausena un indice de réfraction (49) n*" = 1,5613 et de n®p = 1,4563 pour |'Eucalyptus

citriodora de Kansounpka Bénin.
I-10-1-4- SOLUBILITE

Les huiles essentielles sont naturellement non ou trés peu solubles dans I’eau ; certains
composants sont néanmoins plus solubles que d’autres.

Quelques unes ont des constituants particulierement solubles, qui entrainent
I’obtention d’émulsions pendant les distillations.

Par contre, elles sont totalement solubles dans les huiles grasses, les alcools a titre

élevé et les solvants organiques.
I-10-1-5- VOLATILITE

Cette propriété les oppose aux huiles grasses (huiles fixes). Elle est a 1’origine de leur
caractére odorant et permet leur entrainement a la vapeur d’eau.
Elles sont a la température ambiante, liquides rarement visqueuses ou cristallines.

Rares sont celles qui se solidifient a froid (Tanacetum annuum-chamazulténe).
I-10-1-6- COLORATION

Les huiles essentielles sont diversement colorées. Tout I’arc-en-ciel est représenté
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Exemples : le rouge de certaines sarriettes, le jaune claire du Clausena anisata de
Kétou Ewé Bénin et du Melaleuca quinquenervia et le jaune fort de I’Eucalyptus

camalduleusis de Banikoara Bénin.

L’analyse chromatographique permet d’apprécier leurs compositions.

I-10-2- PROPRIETES BIOLOGIQUES ET CHAMPS
D’ACTION (50,51)

Enumérons les propriétés des huiles essentielles en général. On distingue :

- Les propriétés anti-infecteuse, insectifuge et insecticide, anti-inflammatoire et
antihistaminique et les propriétés immunorégulatrices.

- Les propriétés anticatarrhale, neurotrope, endocrinorégularitrice, vasculotrope et
hémotrope.

- Enfin, les propriétés antitumorale et antileucémique, digestive, cicatrisante et

antihématome, analeptique, et thermorégulatrice.

1-10-3- QUELQUES TRAVAUX EFFECTUES SUR
LES PROPRIETES DES HUILES ESSENTIELLES

Beaucoup de travaux ont été effectués par de nombreux chercheurs quant aux

propriétés des huiles essentielles en vue de leurs usages.

En effet, les mélanges d’huiles essentielles se sont révélés trés bactéricoles et
fongicides (52). Par contre leurs propriétés antivirales ont été peu étudiées (53).

Des effets thérapeutiques intéressants sont obtenus par inhalation sur des souris
infectées par pneumococus (54).

Certains auteurs recommandérent I’huile de Cochlearia armoracia pour le traitement

des infections du tractus urinaire par les bactéries gram positif et gram négatif (55)
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En 1962 il a été remarqué que le plus souvent, les essences végétales ont un plus
grand pouvoir germicide que leurs vapeurs (56).

D’autres auteurs ont suggéré leurs applications pratiques dans la cosmétique, la
fabrication des désinfectants et dans la guérison des maladies microbiennes (57).

Les huiles essentielles de Romarin Sariette, Thym et Lavande ont des propriétés anti-
bactériennes et antifongiques (58).

Par ailleurs, des huiles essentielles notamment celles extraites de I’ail, de 1’oignon, de
I’origan et du thym ont des effets inhibiteurs sur treize types de levures (59).

La plupart des huiles essentielles de quarante plantes aromatiques Egyptiennes sont

fongicides et faiblement bactéricides (60).

1l existe un seuil d’efficacité des huiles essentielles en fonction des doses administrées.

Ce seuil dépend a la fois de la molécule et du but dans lequel elle est employée.

Outre le seuil d’efficacité, la loi d’inversion des effets, bien connue en physiologie,

s’applique a I’ensemble des composants des huiles essentielles.

1-10-4- PROPRIETES INDESIRABLES ET TOXICITE
DES COMPOSES AROMATIQUES

Les huiles essentielles sont des substances trés actives. Pour cela, ’'usage doit étre fait
avec vigilance et sur la base des connaissances fiables et suffisantes. On reconnait plusieurs
types de toxicité :

- la toxicité aigueé,

- la toxicité a court terme,

- la toxicité a long terme.

D’une maniére générale, la toxicité des molécules aromatiques est liée a la présence de
certains sites fonctionnels oxygénés. Quelques unes des propriétés indésirables sont :

- Propriétés vésicantes et nécrosantes, allergisantes.

- Propriétés photosensibilisantes, neurotoxiques, néphrotoxiques.

- Propriétés hépatotoxiques et carcinogéniques.
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I-11- USAGES DES HUILES ESSENTIELLES

Les huiles essentielles sont utilisées depuis ’antiquité. Les progrés de la chimie ont
permis d’en déterminer la composition chimique et d’ouvrir une nouvelle voie de

recherche vers ’étude de leurs principaux constituants, les molécules terpéniques.

Avant I'utilisation a des fins préventives, curatives ou de bien étre, la qualité des

huiles essentielles est a rechercher et ses propriétés biologiques sont & déterminer.

I-11-1- RECHERCHE DE LA QUALITE @3)

En effet, pour un bon usage, I’utilisateur doit avoir :

- des garanties sur la plante elle-méme, son mode de culture, sa zone de récolte, a
savoir : espéce botanique certifiée, race chimique définie, le choix des plantes (de culture
écologique ), la récolte des plantes aromatiques.

- des garanties sur ’huile essentielle elle-méme : bonnes conditions de stockage. Elle
doit étre 100 % naturelle, 100 % pure et 100 % totale.

- des pgaranties sur I’extraction: mode d’extraction, température et pression

d’extraction, durée d’extraction, solvant utilisé.

Le controle de la qualité des huiles essenticlles se fait au laboratoire par
I’échantillonthéque, les controles organoleptiques, ’étude des constantes physiques et les

analyses chromatographiques.

Ainsi, elles présentent a cause de leurs diverses propriétés un intérét pour les

industries pharmaceutiques cosmétologiques, chimiques, miniéres, etc.



38

I-11-2- INDUSTRIE PHARMACEUTIQUE

L’homme a toujours recherché la plante, non seulement a des fins domestiques et
alimentaires, mais encore dans un but thérapeutique évident.
Confronté a la maladie, c’est dans son environnement immédiat et le plus accessible

que ’homme a cherché le reméde & ses maux. C’est alors qu’est née la phytothérapie au
XIX*™ siécle.

Etymologiquement, la phytothérapie est la thérapeutique par les plantes considérées

comme possédant une activité pharmacologique (61).

Deux définitions de la phytothérapie sont maintenant distinguées :

au sens strict, c’est ’emploi des plantes médicinales naturelles ou sous formes de
préparations galéniques €lémentaires (poudres, nébulisants, teintures...).

au sens large, elle regroupe toutes les thérapeutiques a base végétale, cependant
réservées au seul usage allopathique.

Les utilisations des plantes médicinales et les recherches dont elles sont 1’objet n’ont
pourtant jamais cessé; actuellement, plus de 50% des spécialités pharmaceutiques
commercialisées comportent une ou plusieurs fractions directement issues du régne végétal
(62).

Les huiles essentielles jadis utilisées dans le traitement des affections d’origine

bactérienne, ont fait I’objet de nombreuses études.

La thérapeutique par les huiles essentielles est I’aromathérapie ; partie intégrante de la
phytothérapie, elle est au départ définie comme I’emploi des arOmes et aromates dans la

thérapeutique (1).

En déclin depuis 1948, ’aromathérapie a suscité un sursaut d’intérét en 1964 et
connait a I’heure actuelle un succés grandissant grace aux travaux modernes qui ont suivi
ceux du "Pére de I’aromathérapie" le Lyonnais GATTEFOSSE (63) qui, dés 1936, a la

lumiére de trente années d’expérimentation, affirmait :
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" Médecins et chimistes seront surpris de la multitude de corps odorants utilisables
en médecine et de la grande variété de leurs fonctions chimiques. En dehors des propriétés
microbicides et antiseptiques, les huiles essentielle, des aromates et des épices possédent des
propriétés antitoxiques, antivirales, une action énergétique puissante et un pouvoir

cicatrisant incontesté. L’avenir leur réserve un réle encore beaucoup plus important”.

Selon S. INOUYE et al (64) les huiles essentielles sont utilisées avec succés, grace a
leur caractére volatil, pour lutter contre les contaminations des surfaces et de I’air. Le
"paragerm", solution volatile a activité bactéricide et fongistatique, fabriqué a base d’huiles
essentielles naturelles (citron, lilas) (65), s’est révélée sans aucune toxicité pour I’homme aux
doses utilisées. Les huiles essentielles entrent ainssi dans la fabrication des produits de

nettoyage et des désinfectants.

Sur le plan antimicrobien, les huiles essentielles sont des sources possibles de
principes actifs d’origine naturelle susceptibles d’entrer dans la grande classe thérapeutique
des antiseptiques. Dans 1’dpre lutte contre les germes pathogénes, les huiles essentielles
représenteraient peut-étre un moyen d’éviter les problémes de résistance trop souvent
observés avec les sulfamides et les antibiotiques (66). Ce constat est issu de 1’étude
systématique des huiles essentielles, tant sur le plan chimique qu’au point de vue de leurs

activités, effectuée par de nombreux auteurs (66-72).

Ainsi, J. VALNET et coll. (66) montraient en 1978 que les huiles essentielles sont
efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques, qu’elles ont un spectre d’action trés large
puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celles des levures et
moisissures. Outre leur composition complexe, le principal inconvénient de ces produits

demeure leur instabilité.
En effet, il est connu et rapporté par tous les auteurs que les huiles essentielles
vieillissent (73-77) mais peu de travaux ont été menés sur leur évolution en fonction du

temps.

C’est donc un nouvel axe de recherche sur les huiles essentielles.
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I-11-3- INDUSTRIE COSMETOLOGIQUE ET
PARFUMUMERIE

Un grand nombre d’huiles essentielles est utilisé dans I’élaboration de la majorité des
parfums, des produits de toilette et dermatologiques. Elles servent a préserver ces

cosmétiques grice a leur activité antiseptique tout en leur assurant leur odeur agréable (78).

De méme, certains constituants chimiques isolés par fractionnement des huiles
essentielles ont de bonnes qualités olfactives et interviennent comme fixateurs (79, 80). IIs
peuvent faire I’objet de transformations chimiques donnant naissance a de nouvelles odeurs.
Ainsi, a partir de I’eugénol tiré de I’huile essentielle de girofle, on aboutit a I’ isoeugénol qui a

une odeur d’ceillet (81).

I-11-4- INDUSTRIE ALIMENTAIRE

Les plantes aromatiques et leurs huiles essentielles sont beaucoup utilisées dans la
conservation des denrées alimentaires. Elles y sont rajoutées pour rehausser le goiit et pour

empécher le développement des contaminants alimentaires (82-84).

La thérapeutique par les huiles essentielles ou aromathérapie était définie au départ
comme ’emploi des ar6mes et des aromates dans la thérapeutique (1), deux termes qui

prétent souvent & confusion.

Les aromates sont des substances végétales qui répandent une odeur suave ou
pénétrante et qui peuvent également avoir une saveur agréable ; ajoutés aux aliments, les

aromates constituent alors les épices.

Les ar6mes sont des principes odorants qui émanent de certaines substances naturelles

ou de matiéres engendrées par un processus chimique ou enzymatique.
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I-11-5- INDUSTRIE MINIERE

Peu d’huiles sont utilisées dans ce domaine.

Certaines huiles essentielles sont utilisées comme tensio-actifs dans la séparation de
sulfure métallique (Zn, Pb ) et dans la technique de flottation (85-87).

D’autres le sont comme dégraissants de résines de caoutchouc et de piéces

métalliques dans I’industrie de vernis (88, 89).
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CHAPITRE 11

ETUDES DE QUELQUES ESPECES
D’EUCALYPTUS DU BENIN

INTRODUCTION

Introduits au Bénin vers les années 1960, les Eucalyptus ont été plantés a des fins

économiques mais aussi pour la conservation des sols et en particulier pour la production de

bois de feu et de charbon de bois pour les villes.

Leurs feuilles qui n’ont pas fait I’objet d’étude exhaustive ne sont destinées a aucune
exploitation industrielle. Seule une partie de la population indigéne les connait, dans la

pharmacopée, sous le nom «d’arbre contre la toux» (Kpen tin en langues nationales goun et

fon).

Parmi la dizaine d’espéces environ implantées au Bénin, cinq ont fait I’objet de notre
étude ; il s’agit des espéces

1- camaldulensis,

2- citriodora,

3- globulus,

4- tereticornis

5- et torelliana.
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II-1- GENERALITES SUR LE GENRE
EUCALYPTUS

II-1-1- ORIGINE

Originaire d’Australie, de la Tasmanie, de la Malaisie, de 1a Nouvelle Zélande et des
Tles de la Sonde (90), les Eucalyptus poussent, du point de vue du milieu naturel, dans divers
types de sols et sont résistants au froid. Les espéces spontanées se trouvent presque toujours

a I’est de la ligne de Wallace (figure 5)
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II-1-2- BOTANIQUE

Le genre Eucalyptus appartient a la famille des Myrtacées, a I’ordre des Mytrales dans

la tribu ou section des Leptospermeae (91) (figure 6).

La famille des Myrtacées regroupe environ 90 genres avec plus de 600 espéces et

variétés (92).

Certains Eucalyptus sont des arbres géants faisant partie du régne végétal et peuvent

atteindre 100 métres, d’autres sont des arbustes. Ce sont des plantes ligneuses de toutes

tailles.

Classement du genre Eucalyptus dans la famille des Myrtacées

Figure 6 :

Myrtacées
Sous-Famille Myrtoideae Leptospermoideae
I 1
Chamaelanciea | | Leptospermeae
Metrosiderinae Leptosperminae Eucalyptinae
Backhouslinae Baeckeinae Calothamniinae
Angophora | | Eucalyptus
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La distinction entre les diverses espéces d’Eucalyptus est difficile a4 cause de la
variation de leurs caractéres végétatifs en fonction de ’4ge (88).
Les Eucalyptus ont souvent une écorce gris-blanc qui, avec le temps s’exfolie en

grandes lames brunes.

Excepté quelques espéces, tous les Eucalyptus développent cinq différents types
morphologiques de feuilles : les cotylédons, les feuilles de semis, les feuilles de jeunesse, les
feuilles intermédiaires et les feuilles adultes. Elles sont associées a certaines phases de la vie
de I’arbre. Leurs formes et leurs longueurs varient au sein d’une méme espéce et également
pour un individu donné. L.’dge morphologique app‘roximatif des types de feuilles varie entre 1
et 18 mois. (PENFOLD et WILLIS 1961 ) (88).

- Feuilles Jeunes 1 mois
- Feuilles Matures 6 mois
- Feuilles Agées 12 a 18 mois

La durée de vie des Feuilles est en moyenne de 18 mois (93).

Les feuilles sont souvent persistantes. Les feuilles jeunes sont opposées, ovales,
cireuses et horizontales. Les feuilles adultes sont alternées, pétiolées et lancéolées, coriaces ;
elles sont souvent épaisses, raides fortement actimisées riches en sclérenchyme, parfois elles
sont pendantes en forme de faux. Les feuilles jeunes et les feuilles dgées sont les deux

principaux types de feuilles des Eucalyptus.

11 existe chez la plupart des espéces d’Eucalyptus, des glandes de sécrétions a huiles
essentielles. Ce sont des poches schizogénes sécrétrices d’huiles essentielles localisées sous
épiderme foliaire dans le parenchyme chlorophyllien pallisadique (94) leur nombre est variable
et se répartit différemment dans les feuilles selon les espéces. On note une corrélation étroite

entre la densité des glandes sécrétrices et le rendement en huiles essentielles (95).

Des coupes histologiques réalisées dans les feuilles de diverses espeéces d’Eucalyptus

montrent la distribution des glandes de sécrétion a huiles essentielles (planches 1, 2, ).
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Les arbres possédent des fruits en forme de capsule.

Les fleurs trés spécifiques, rarement solitaires, sont formées d’un réceptacle floral
ligneux, dur, d’aspect variable surmonté d’un opercule. Elles sont complétes, rarement
unisexuées nectariferes et pollinisées par les oiseaux. La partic voyante de la fleur est
représentée par la corolle, le calice ou les étamines.

Chaque fleur posséde 4-5 pétales, 4-5 sépales tous imbriqués ; souvent n étamines
centripéetes libres ou en 4 — 5 faisceaux, elles ont un connectif avec une glande apicale. Le
pollen est binucléé ou polycolpé. L’ovaire est formé de 2 a 5 carpelles et composé d’autant
de loges. Il y a 2 a n ovules.

Au moment de I’anthése, la multitude d’étamines contenues dans le réceptacle floral
se dressent et éjectent le couvercle.

Les Leptospermoideae a I’ovaire 2-5n loculaire sont surtout d”Australie (96).

La multiplication des Eucalyptus se pratique soit a partir des graines, soit aprés un

abattage a partir des rejets des souches.

II-1-3- USAGES

Les Eucalyptus présentent un intérét économique et scientifique. Ils sont des sources
de bois de chauffe et de charbon de bois, de pate a papier: les espéces camaldulensis,
grandis, botryoides, viminalis, et saligna sont les plus intéressantes pour une exploitation
dans ce domaine et dans celui de pate a dissoudre qui peut étre transformée en viscose et en
fibre d’acétate (97).

Les Eucalyptus permettent d’assainir les terres trop humdes, grace a leur grande
capacité d’absorption d’eau ou de pompage d’eau en profondeur et a I’intense évaporation
s’opérant au niveau des feuilles. De ce fait, ils permettent de lutter contre le paludisme.

Certaines variétés d’Eucalyptus contribuent au reboisement des sols dans le cadre de
la lutte contre la désertification ou servent d’omement au voisinage des maisons ou au bord

des routes ; d’autres sont utilisés dans la fabrication de poteaux électriques.
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Toutes les especes d’Eucalyptus ne sont pas aromatiques ; les espéces aromatiques
contiennent de I’huile essentielle surtout au niveau des feuilles, et sont exploitées pour en

extraire I’huile essentielle.

II-1-4- HUILES ESSENTIELLES DES EUCALYPTUS

Les huiles essentielles des Eucalyptus extraites des feuilles ont fait ’objet de
nombreuses études. En général, elles sont utilisées directement. Certaines feuilles peuvent

contenir des composés non volatils comme les tanins et les flavonoides (98).

1I-1-4-1- APERCU HISTORIQUE

Avec le développement de I’autossuffisance, un effort a été fait en 1788 en Australie
dans I’exploration des plantes pour leur valeur médicinale. Ainsi le premier échantillon d’huile
essentielle d’Eucalyptus (1/4 de gallon distillé par entrainement a la vapeur d’eau ) a été
collecté et distribué en Angleterre en 1789 (McKern 1968 ; SMALL 1977 ) (99, 100). Cette
huile avait I’odeur de menthe poivrée et avait été utilisée sans aucun doute pour le traitement
de P'indigestion. Les investigations ont montré que cette huile provenait de 1'Eucalyptus
piperita (McKern 1968 ) (99).

Malgré I’énorme potentiel dont disposait 1’Australie ’essor industriel pour
P’exploitation de I’huile d’Eucalyptus n’a réellement pris qu’entre 1852-1854, grice au
pharmacien Joseph BOSISTO par la construction de sa premiere distillerie (McKern 1968 ;
SHIEL 1985 ) (99, 101). Le premier Eucalyptus duquel BOSISTO avait extrait ’huile était
I’Eucalyptus amygdalina.

L’huile de BOSISTO avait un faible taux en 1,8-cinéole et un pourcentage moyen de
phellandréne (SHIEL 1985 ) (101).

Il vulgarisa sa technique et d’autres lui ont emboité le pas. Ainsi, en 1870, a partir de
leurs travaux sur I’huile d ‘Eucalyptus globulus, cette huile a été internationalement acceptée

comme huile médicinale.
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Progressivement ’huile d ’Eucalyptus amygdalina perdait son importance médicinale

et était seulement utilisée comme solvant vers la fin du 19°™sciécle.

En 1920, elle a été remplacée par I’huile provenant d’Eucalyptus radiata et
d’Eucalyptus polybractea et en 1930 par I’internationale huile médicinale d’Fucalyptus
globulus.

L’Australie connut son essor industriel au cours de la premiére guérre mondiale. La
mévente est survenue dans les années 1930-1935 a cause de la production des plantations

étrangeres.

A partir de 1970, avec le développement des plantations étrangeéres, la production des
huiles essentielles et la technique de rectification, la production de 1’Australie s’est
notoirement réduite. Les Fucalyptus amithii, divers et radiata ont été sélectionnés pour la
production d’huiles essentielles en Afrique du sud et au Zwaziland. Au Zimbabwe ce sont les

espéces cinerea et smithii.

Les grands producteurs d’huiles essentielles a 1, 8- cinéole sont la Chine, le Portugal,
I’Espagne, le Chili, I’ Afrique du sud et la Zwaziland (ABBOTT 1989 ) (102). Le Brésil et le

Congo ont emprunté la méme voie avec le développement de la technique du clonage.

Du point de vue chimique, I’identification des constituants de chacune des huiles et
leur classification suivant leur utilisation en médecine, en industrie et en parfumerie a
commencé avec CLOEZ en 1870. Il nomma le constituant principal de ’huile d ’Fucalyptus
globulus, Eucalyptol. Plus tard en 1884, JAHNS isola ce composé et I’identifia correctement

comme le 1,8- cinéole (92).

Les deux grands premiers chercheurs sur la composition chimique des huiles
essentielles des Eucalyptus furent : R. T. BAKER et H. G. SMITH (McKern 1968) (99).
Apreés leur retraite en 1920, plusieurs chercheurs australiens les ont suivis surtout dans

les années 1945.
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11-1-4-2- USAGE DES HUILES ESSENTIELLES
D’EUCALYPTUS

Des 600 espéces d’Eucalyptus, environ une vingtaine seulement sont
commercialement exploitées. Elles sont regroupées dans trois grandes catégories selon
’usage de leurs huiles essentielles : en médecine, en parfumerie et cosmétique et en industrie.

Le tableau 4 (LASSAK 1988 ) (103) nous en donne une idée.

Beaucoup de travaux ont été effectués sur 'usage des huiles essentielles y compris

ceux de BAKER et SMITH (1920) (104) et ceux de PENFOLD et WILLIS (1961) (88).

1I-1-4-2-1- LES HUILES ESSENTIELLES MEDICINALES

L’agent thérapeutique actif et le principal constituant des huiles médicinales est le 1,8-
cinéole. Selon les normes AFNOR, les huiles essentielles d’Eucalyptus a usage médicinal
doivent contenir au moins 70% de 1,8-cinéole, le phellandréne ne devant étre qu’a I’état de

trace (< 0,3) (105).

En effet, le 1,8-cinéole intervient dans les médicaments utilisés pour le traitement des

infections pulmonaires et la décongestion des voies respiratoires (106-108).

Une des applications majeures de 1,8-cinéole dans le futur pourrait étre un agent

d’homogénéisation du mélange combustible pétrole-éthanol (AMMON et all. 1986 ) (109).

Comme autres applications (85,86) citons les embrocations, les savons et les

antiseptiques.

S. DARLET (51) a constaté que I’huile essentielle d 'Eucalyptus citriodora montre
une inhibition de I’effet cytopathogéne des polyvirus type 3 a un taux de protection de
91,6%.
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A la dose de 25%, ’huile essentielle d 'Eucalyptus citriodora peut étre associée a

I’huile de ricin et le chloroforme pour détruire les vers intestinaux (87).

D’aprés V. LASSAK (110 ) seules les especes viridis, smithii et globulus seraient

directement exploitables.

L’essence d’Eucalyptus camaldulensis est, avant utilisation, rectifiée pour élever le
taux en 1,8-cinéole de méme que celle d 'Eucalyptus tereticornis, et pour les débarrasser de

certains produits irritants comme 1’aldéhyde isovalérique et le cuminal (110)

II-1-4-2-2- LES HUILES ESSENTIELLES DE PARFUMERIE

On utilise surtout 1’Eucalyptus citriodora riche en citronellal (65-85%), 1’Fucalyptus
macarthurii, riche en eudesmol et en acétate de géranyle (60-70%). D’autres especes,
V'Eucalyptus staigeriana et 1'Eucalyptus olida riches en cinnamate de méthyle (95%) et en

citral (géranial et néral) (10-40%), sont aussi utilisées.

Chacun de ces composés présente un intérét particulier dans la parfumerie. Ils ont de
bonnes qualités olfactives et interviennent comme fixateurs (79, 80). IIs entrent dans la
fabrication des produits de nettoyage et de désinfectants : savons de toilette, dentifrices,

lotions, déodorants domestiques (111-113).

Le citral permet d’obtenir le citronellal, un produit de base pour la synthése du

citronellol et surtout de I’hydroxy citronellal, produits trés recherchés en parfumerie (16, 17).




Tableau 4 :

Les especes d’Eucalyptus aux huiles commerciales (103)

E. radiata subsp. Radiata
(phellandreéne variant )

ESPECES Composé principal et Rendement en
pourcentage huile (% )
Huiles médicales
E. camaldulensis cméole, 10-90 0,3-2,0
E. cineorifolia cinéole, 40-90 ca.2,0
E. dives (cinéole variant ) cinéole, 60-75 3,0-6,0
E. dumosa cinéole, 33-70 1,0-2,0
E. elacophora (goniocalyx ) cméole, 60-80 1,5-2,5
E. globulus cinéole, 60-85 0,7-2,4
E. leucoxylon cinéole, 65-75 0,8-2,5
E. oleosa cinéole, 45-52 1,0-2,1
E. polybracta cinéole, 60-93 0,7-5,0
E. radiata subsp radiata(cinéole variant) cinéole, 65-75 2,5-3,5
E. sideroxylon cinéole, 60-75 0,5-2,5
E. smithii cméole, 70-80 1,0-22
E. tereticornis cinéole, 45 0,9-1,0
E. viridis cinéole, 70-80 1,0-1,5
Parfumerie et cosmétique
E. citriodora citronellal, 65-80 0,5-2,0
E. macarthurii (feuilles ) acétate de géranyle, 60-70 0,2-1,0
E. macarthurii (racines ) acétate de géranyle, 60-68 0,1-0,4
E. staigeriana citral (a+b ), 1640 1,2-1,5
E. olida ( syn. E. aff. E menthyl cinamate, 95 1,6-6,1
Campanulata )
Huiles industrielles
E. dives (phellandréne variant ) phellandrene, 60-80 1,5-5,0
E. dives (pipéritone variant ) pipéritone, 40-56 3,0-6,5
E. elata (pipéritone variant ) pipéritone, 40-55 2,5-5,0

33
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11-1-4-2-3- LES HUILES ESSENTIELLES INDUSTRIELLES

Peu d’espéces sont utilisées ; ce sont les espéces a phellandréne 35-40 % et 60-80 %,
a pipéritone 40-50 %. 11 s’agit d’Eucalyptus dives, d’Eucalyptus elata et d’Eucalyptus radiata

ssp radiata.

Les huiles essentielles riches & a-phellandréne sont utilisées comme tensioactifs dans
la séparation de sulfure métallique (Zn, Pb ) et dans la technique de flottation (85-87). Elles le
sont également comme dégraissants de résines de caoutchouc et de piéces métalliques dans
I’industrie des vernis (88, 89).

La pipéritone a été beaucoup utilisée pour la préparation du thymol et du menthol et

comme additif dans les préparations médicinales (LASSAK 1988 ) (110).

11-1-4-3- COMPOSITION CHIMIQUE DES HUILES
ESSENTIELLES D’EUCALYPTUS

Les huiles essentielles d’Eucalyptus sont constituées de mélanges complexes de
composés organiques volatils dont le nombre peut atteindre cinquante ou parfois cent ou
plus. Ces composés chimiques appartiennent a différentes classes hydrocarbonées et/ou
fonctionnalisées comme les hydrocarbures, les alcools, les aldéhydes, les cétones, les acides et

esters.

Les huiles essentielles des Eucalyptus sont principalement composées de mono et de
sesquiterpénes. Le terme générique, terpénes, doit son origine a la classe du premier produit
naturel isolé de I’huile de "Turpentine”. Ce sont des composés constitués d’une séquence de
deux ou plusieurs unités isopréniques (CsHs ) condensées téte a queue ou téte a téte. Ils sont

tous biosynthétisés a partir de I’acide mévalonique.

Le schéma général de la biosynthese des terpénes est représenté sur la figure 7
(ERMAN 1985 ) (92). La figure 8, quant a elle, montre les terpénes communément retrouvés

dans les huiles essentielles des Eucalyptus et regroupés suivant le type chimique et leur nom.
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Figure 7 : Schéma général de la biosynthése des terpénes (92)
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II-1-4-4- CAUSES DE VARIATION DE LA COMPOSITION ET DU
RENDEMENT DES HUILES ESSENTIELLES D’)EUCALYPTUS

La chromatographie en phase gazeuse sur colonne(s) capillaire(s) permet une analyse

plus fine des huiles essentielles.

Leurs rendements et leurs compositions chimiques dépendent de plusieurs facteurs
naturels tels que 1’age des feuilles, la durée de stockage, la saison, le mode et la durée de

I’extraction.

II-1-4-4-1- LES TYPES DE FEUILLES ET LEUR AGE

Les rendements et les compositions chimiques des huiles essentielles sont influencés
par le type de feuille et leur age.

Des études ont montré que les compositions chimiques des huiles essentielles des
Eucalyptus citriodora de Kenya et de I’Australie varient en fonction de I’dge des feuilles
(114, 115).

Au sein d’une méme espéce le rendement varie selon 1’age de ’arbre (116). Plus I’age
est élevé plus le rendement est important.

Des travaux ont prouvé qu’il n’y a pas (PENFORD et WILLIS 1961) (88) de
variation qualitative ou simplement insignifiante (WESTON 1984) (117) entre les stades
adulte et jeune.

BOLAND et al. (1982) ont montré que le rendement en huile des feuilles de semis est
beaucoup plus faible que celui des autres stades (118).

Pour BROOKE et al. (1988), un rendement élevé pour les feuilles dgées et sans
différence qualitative est souvent fréquent pour les mémes arbres d 'Eucalyptus. polybracta
(119).

On a constaté (88) que les feuilles matures d’un jeune arbre d’Eucabyptus dives
donnent des rendements similaires aux feuilles matures d’un arbre adulte (PENFOLD et
WILLIS 1961) (88).

Le pourcentage en 1,8-cinéole croit nettement pour atteindre sa valeur maximale a 3
ans (TTANDRA 1986 ) (120). Un résultat similaire est obtenu en citronellal pour I’Eucalyptus
citrodora par MASCARENHAS et al. (1987) (121).
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Le contraste dans les rendements en huile essentielle entre feuilles jeunes et feuilles
matures est souvent marqué. Quoi qu’il en soit, les rendements apparaissent comme le facteur
déterminant de la variabilité non seulement entre espéces, mais encore entre individus d’une
méme espéce au sein d’'un méme peuplement. En cela, BRYANT, depuis 1950 (122), attira
notre attention sur I’inévitable mais possible influence de la position de la feuille sur I’arbre et

celle de I’intensité lumineuse sur la composition de I’huile essentielle.

Le rendement en huile essentielle a différents ages apparait déterminant pour la
complexité des échantillons dans le changement quantitatif individuel ou collectif des
composés. Certains restent constants, d’autres croissent ou décroissent avec age. Les
échantillons peuvent varier entre individus d’une méme espéce sur un méme site, ceci dépend

de la constitution génétique de chaque arbre (SIMMONS et PARSONS 1987 ) (123).

D’autres travaux ont montré que la composition de Ihuile essentielle peut changer
avec I’dge de la feuille. Ceci peut €tre une importante source d’erreur dans I’étude de

P’échantillonnage (LEACH et WHIFFIN 1989 ) (124).

Peu de travaux ont été effectués sur P’influence de I’dge des feuilles, sur la
composition chimique des huiles essentielles d’Eucalyptus.
La comparaison entre phases de jeunesse, intermédiaire et adulte n’est pas (aussi)

évidente et dépend des espéces (92).

I1-1-4-4-2- EFFET DE STOCKAGE

Ainsi dans le cas d 'Eucalyptus citriodora (125), le rendement en huiles essentielles et
son contenu en citronellal sont affectés, de fagon importante, par ’exposition des feuilles au
soleil. On note, quant aux feuilles séchées a I’ombre ou stockées dans des conditions

adéquates, qu’il se produit une diminution marquée aprés un délai de cinq mois.

D’autre part, il a été constaté que le séchage préalable & 'ombre des feuilles
d’Eucalyptus camaldulensis du Maroc améliore le rendement et que la teneur en 1,8-cinéole

de I'huile essentielle obtenue varie (126).
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Une étude réalisée sur des feuilles d 'Eucalyptus citriodora acclimaté aux Seychelles
montre, qu’au dela de 16 jours de conservation des feuilles, il y a une diminution progressive

du rendement en huiles essentielles (127).

Le tableau 5 montre I’effet du stockage sur la quantité des huiles essentielles des
feuilles d’un Eucalyptus hybride (128).

Aprés une amélioration du rendement par rapport aux feuilles fraiches, pour un
stockage de cinq jours, la teneur en huile essentielle diminue réguliérement pour chuter de

fagon importante aprés 55 jours de stockage.

Tableau 5:
Effet de stockage sur la quantité d’huiles essentielle des feuilles d’un Eucalyptus hybride.

Date de Distillation Période de stockage des | Teneur en huile % (v/m)
feuilles (jours)
-15.6.83 Frais 0.86
16.6.83-20.6.83 1-5 1.24
21.6.83-25.6.83 6-10 1.12
26.6.83-30.6.83 11-15 1.02
1.7.83-5.7.83 16-20 1.05
6.7.83-10.7.83 21-25 1.00
1.7.83-15.7.83 26-30 1.03
16.7.83-20.7.83 31-35 0.96
21.7.83-25.7.83 36-40 0.95
6.7.83-30.7.83 41-45 0.82
31.7.83-4.8.83 46-50 0.81
5.8.83-9.8.83 51-55 0.44
10.8.83-14.8.83 56-60 043
15.8.83- 0.31
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11-1-4-4-3- INFLUENCE DE LA PERIODE DE RECOLTE SUR LE
RENDEMENT ET LA COMPOSITION CHIMIQUE

De nombreuses études ont été réalisées par plusieurs auteurs sur la variation de la
composition et du rendement en fonction de la période de récolte.

Des observations (129) ont montré, aprés une étude sur 1’Eucalyptus citriodora de
Cuba que, d’une part, le rendement en huiles essentielles environ de 2% en avril et juillet
atteint en mai et novembre un taux maximum de 3,5%, parallélement, suivant la période de
récolte le taux de citronellal varie entre 50 et 80%.

ABOU-DAHAB et coll. en 1976 (130) observent pour I’ Eucalyptus camaldulensis et
I’ Eucalyptus polyanthenios cultivés en Egypte que, le rendement en huiles essentielles décroit
pendant I’hiver et commence a croitre au printemps pour atteindre son maximum en été.

Par contre F. G. SANDRET (105) remarque que 1’époque de la récolte n’influence ni
le rendement en huile essentielle ni la teneur en 1,8-cinéole dans I’huile essentielle des feuilles
adultes d Eucalyptus globulus du Maroc.

Des travaux réalisés sur les variétés de Madagascar permettent d’observer deux
maxima pour les rendements en huiles essentielles des Fucalyptus eugenoides et obstusiflora
décalés de six mois, le premier entre janvier et février correspond a I’été austral ; le second,
se situe en aoiit, a la fin de I’hiver austral (131).

Pour les espéces, Eucalyptus elata, Fucalyptus maculata et Fucalyptus rudis, un seul
maximum a été observé entre les mois de novembre et janvier. Cette période correspond a la
fin du printemps et au début de I’été austral.

En outre, il a été¢ démontré, en utilisant la méthode de GAUSSEN (132), que le
rendement de ces espéces était davantage li€ a la pluviométrie qu’a la température

L. P. TEMOFEEY a constaté que le rendement en huiles essentielles d’une vingtaine
d’Eucalyptus du Caucase augmente pendant les mois d’Eté et diminue en Hiver, la teneur en
1,8-cinéole évoluant en sens inverse (133).

Les mémes variations ont été observées par BERRY et coll. (134) sur les feuilles
jeunes d 'Eucalyptus cineorifolia cultivé au Caucase

Les travaux de V. N. VASHIST et C. K. ATAL (135) réalisés sur Eucalyptus
citriodora de I'Inde résument ’ensemble des influences (maturité des feuilles, période de

récolte) précédemment décrites sur les rendements et compositions des huiles essentielles. Ils

R i,
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ont étudié la variation du rendement en huiles essentielles et du taux de citronellal a divers
stades de maturité du matériel végétal en fonction de la saison sur cinq arbres différents.

Les résultats montrent que, d’une part, les optimums des rendements sont atteints
quand les feuilles ont 6 mois d’age et d’autre part, les rendements minima sont atteints
pendant les mois d’Eté (juin, juillet ), et les valeurs maximales, en saisons plus froides
(décembre-février ).

Le tableau 6 résume les travaux de certains auteurs dans ce domaine.

Tableau 6 :

Evolution du rendement en fonction de la saison de 13 espéces d’Eucalyptus.

Auteurs et références Espéces Pays d’origine Hiver Eté

E. GUENTHER (49) E. globulus Australie - +
BERRY et coll. (134) E. cineorifolia Caucase - +
I.P. TINMOFEEYV et coll. (133) | Vingtaine d’Eucalyptus | Caucase - +
M. MIRANDA et coll. (129) E. citriodora Cuba + -
ABOU- DAHAB (130) E. camaldulensis Egypte - +
E. polyanthemes - +

K. K. KAPUR,

V. N. VACHIT et coll. (135) E. citriodora Inde + -
B.S.RAZAFINDRAKOTO (131) | E. eugenioides Madagascar + +()
E. obtusiflora + +(-)

E. elata - +

E. crebra - +

E. rudis - +

E. maculata . +

E. ABS. 22 - +

SANDRET (105) E. globulus Maroc +- +-
SQUIB E. citriodora Seychelles + -

* Les pays sont classés par ordre alphabétique.

Lexique : + = croit,

- = décroit,

+(-) = croit légérement et +- = constant
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11-1-4-4-4- INFLUENCE DE LA DUREE D’EXTRACTION

Au cours d’une extraction de longue durée des feuilles d’Eucalyptus globulus, la
variation du rendement et de la composition chimique tout au long d’une distillation
prolongée a été étudiée. On a constaté que la variation du volume en huile essentielle est
maximale a 20 min et qu’apres S5 min, le pourcentage en 1,8-cinéole diminue rapidement, ce
qui correspond a la chute de rendement observée au bout de ce temps et rend possible une

distillation industrielle (136).

II-1-4-4-5- INFLUENCE DU LIEU DE RECOLTE

Pour BRYANT (1950 ) (122), avec un méme arbre a différents moments et entre
arbres de différentes conditions écologiques, il est important de savoir que plusieurs facteurs
environnementaux peuvent affecter le rendement et la composition chimique des huiles
essentielles.

Des comparaisons doivent étre faites entre les arbres et peuplements poussant sous

différentes conditions.

Ces différents résultats nous apportent un nouvel éclairage pour aborder I’étude des

Eucalyptus acclimatés au Bénin.
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I-2- EUCALYPTUS CAMALDULENSIS DEHN
SYN. EUCALYPTUS ROSTRATA SCHLECHT

II-2-1- DESCRIPTION BOTANIQUE

Eucalyptus camaldulensis est un arbre de 15 a 20 m de haut, a fiit généralement
trapu, branchu pres de la base, cylindrique et élevé avec seulement de petites ramilles a faible
hauteur. Il posséde beaucoup de branches aux extrémités retombantes formant une large

couronne ouverte.

Les feuilles alternes sont lancéolées, falciformes, vert glauque et glabres. Les
inflorescences en nombreuses petites ombelles de fleurs blanches d’environ 1 cm de diamétre
avec des boutons trés apiculés au sommet. Les capsules d’environ 5 mm de diamétre

s’ouvrant par quatre fentes a la partie supérieure.

Eucalyptus camaldulensis se distingue de I’espéce voisine, tereticornis, par I’opercule

de ses boutons, le pédicelle de ses fruits généralement plus fin et son feuillage terne.

De tous les Eucalyptus expérimentés, |’Eucalyptus camaldulensis est 1’espéce la
mieux adaptée au Bénin. Cet arbre fait partie des espéces qui prospérent sur les sols
médiocres et supportent plusieurs mois de sécheresse (8 mois environ) mais aussi de courtes

inondations.

1l existe plusieurs variétés d 'Fucalyptus camaldulensis Dehn. Ces variétés ont été
distinguées surtout d’apres les caractéres des boutons : Eucalyptus camaldulensis Dehn.
var. acuminata (Hook), var brevirostris (F. Muell . ex Mid), var. obtusa Blakely, var.

pendula, var. subcinera, var. camaldulensis (138).
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I1-2-2- EMPLOIS

Le premier but des plantations d 'Eucalyptus camaldulensis est la production de bois
de feu et de charbon de bois. Il est également utilisé comme bois d’ceuvre sous forme de

perches pour les maisons, pour des outils, etc... (138).

A coté de la production de bois, 1’Eucalyptus camaldulensis joue un rdle protecteur
contre le vent. Il a, de plus, une fonction ormementale et on le trouve souvent le long des

routes et des artéres.

A cause de la forte concurrence racinaire, il est contre indiqué pour les jardins et les
champs. La plante consomme beaucoup d’éléments nutritifs et ne convient pas pour la
réhabilitation des sols dégradés. II a un effet allélopathique sur I’inhibition de la germination

et de la croissance (DEL MORAL 1969 et AL NAIB 1975 ) (139, 140).

Les extraits éthérés de feuilles sont utilisés dans la parfumerie et la médecine.

Les plantations d’Eucalyptus sont également trés prisées des abeilles.

Les feuilles de camaldulensis sont aussi utilisées en décocté sucré pour les maux de

ventre, la toux et les dysménorrhées.

Les huiles essentielles extraites des feuilles sont utilisées (141) en pneumologie pour
traiter la bronchite (catarrhale bactérienne) et en O.R L. pour les pharyngites, les rhinites, les
rhinopharyngites et les toux. Elles sont administrées, seules ou combinées a d’autres huiles,
par voie respiratoire ou orale pour la toux. L’huile essentielle de camaldulensis est souvent

rectifiée avant usage.
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I1-2-3- HUILE ESSENTIELLE D’EUCALYPTUS
CAMALDULENSIS : TRAVAUX ANTERIEURS

Les différents travaux réalisés sur les huiles essentielles ont permis de les regrouper

par chémotypes. On distingue 3 types suivants :
1I-2-3-1- TYPE A 1,8-CINEOLE (>28% )

Certaines huiles sont trés riches en 1,8-cinéole (>60%), d’autres ont des taux
intermédiaires en 1,8-cinéole (40 a 60%) et enfin des taux moyens en 1,8-cinéole (28 a 39%).

Ce type est accompagné d’a-pinéne (1 a 15%) sauf pour ’huile marocaine (142a), le
limonéne inférieur & 7% (exceptée ’huile burundaise 24% ) et le p-cymeéne souvent inférieur a
13% [mis a part quelques unes (143a) 34%, (143b) 35% et (144) 20,5% ].

En 1983, SENANAYAKE et coll. (145) ont mis en évidence le 1,8-cinéole
(28,6%) comme constituant majoritaire a taux moyen dans I’huile de Sri Lanka accompagné
d’a-pinéne (14,4%), du limonéne (6%) et du p-cyméne (13%).

En 1991, dans ’espéce camaldulensis de Népal, S. R. ADHIKARY et al. (146)
isolent le 1,8-cinéole a un taux élevé variant de 60 a 65%

Dans la méme année (1991), BOLAND et al. (92) indiquent, quant a eux, que le 1,8-
cinéole est a un taux élevé de 83,75% suivi de globulol (4,40%) et du limonéne
(3,63%).

Egalement en 1991, S.S. ZRIRA et coll. (143), en étudiant les huiles de I’espéce
camaldulensis cultivé au Maroc, trouvent selon I’état des feuilles les résultats suivants :
feuilles fraiches (143a), 1,8-cinéole (45,0%), p-cyméne (33,90%), limonéne (3,2%) et I’a-
pinéne (1,3%) ; feuilles seches (143b), 1,8-cinéole (49,90%), p-cyméne (34, 80%) et le
limonéne (3,20%).

Un an plus tard, en 1992, toujours dans trois échantillons (142a, 142b, 142¢) du
Maroc, S.S. ZRIRA et coll. (142) trouvent deux composés majeurs, le 1,8-cinéole (52,4 et
72,4%) et ’a-pinéne (5,7 ; 7,8 et 25,7%). Un seul échantillon (142b) contient ’a-terpinéol a
un taux de 8,40%.

Deux ans aprés, M. DETHIER et coll. (147) signalent, en 1994, la présence de 1,8-
cinéole (43,3%), de limonéne (24,2%), de p-cyméne (12,8%) et I’a-pinéne (10,1%) comme

composés majoritaires de I’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis poussant au Burundi.
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Toujours en 1994, M. MOUDACHIROU et coll. (148) trouvent dans 2 échantillons
d’'Eucalyptus camaldulensis du Bénin, le 1,8-cinéole (47 a 71%), le limonéne (5 a 11%), I'a-
pinéne (5 a 8%) et le B-pinéne (2 a 8%) comme produits principaux.

M. A. AYEDOUN (149) montre, dans un échantillon du Bénin, la présence de 1,8-
cinéole avec un taux de 82,5% suivi de limonéne 4,5%, le $-pinéne étant faible (1,1%).

AZCAN et coll. (144) indiquent de leur c6té, en 1995, que le 1,8-cinéole (47%), le p-
cymeéne (20,53%), ’a-pinéne (6,9%) et le limonéne (3,71%) sont les composés majeurs de
’espéce camaldulensis acclimatée en Turquie.

En 1996, BIGNEL et al. (150) ont montré qu’un échantillon d’ Australie est composé
en majeure partie de 1,8-cinéole (61,9%), d’a-pinéne (14,72%) et de limonéne (3,64%)

Toujours dans la méme année de 1996, BIGNEL et son équipe (151) ont, sur quatre
clones cultivés en Australie, observé que le 1,8-cinéole a un taux variant de 29,73 a 66,2%,
I’o-pinéne varie entre 3,5 et 14,9% et le limonéne de 3,12 & 7,27%. Seul le clone (HN1)
contient 8,85% de p-cyméne, 8,5% de spathulénol et la cryptone (5,87%).

KOUMAGLO, MOUDACHIROU et coll. (152) ont, en 1997, dans un travail effectué
sur ’espéce camaldulensis du Togo, rapporté que le constituant majeur est le 1,8-cinéole

(66,6%), les autres composés comme le limonéne (3,5%) et I’a-pinéne (2,3%) sont mineurs.

Notons que la cryptone (0,10 et 5,87%) obtenue respectivement & partir de 2 colones
(AG1 et HN1) de camaldulensis d’Australie n’a été mise en évidence dans aucun autre

échantillon de ce type d’Eucalyptus par les auteurs précédemment cités.
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TABLEAU 7

Eucalyptus camaldulensis Dehn., chémotype a cinéole-1,8 (Travaux des auteurs : principaux composés)

Auteurs Senanayake | Boland Zrira Znira Menut |{ Moudac | Ayedoun | Azcan Bignel Bignel
(Référence) (145) (92) (143) (142) (147) hirou (149) (144) (150) Qs
Année 1983 1991 1991 1992 1994 (148) 1995 1995 1996 1996
1994
Origine Sri-Lanka | Australie Maroc Maroc Burund Bénin Turquie | Australie Australie " Australie
i 4
Partie distillée Feuilles Feuilles Feiulles Fguﬂles Feuilles Feuilles | Feuilles Feuilles Feuilles | Feuilles | Feuilles | Feuilles Feuilles
(chem, 1) | fTaiches | séches ECLA; | ECL P
D1 (43a) | (1436) | (1420) | (142b) ' A6l aG | HNy |
a-Pindne 14,4 1,56 1,30 0,70 25,7 5,7 10,1 5,69 1,1 690 | 1472 | 349 | 692 | 5.06 | 14.89
| B-Pinéne 0,4 0,05 - - 0,4 0,4 0,1 1,69 - - 0,2] 022 | 020 | 037 | 035
 Limonéne 6,1 3,63 3,20 3,50 - - 242 | 11,24 4,5 371 | 35 | 364 | 625 | 7,27 | 3,12
Cinéole-1,8 28,6 83,75 | 45,00 49,90 52,4 72,4 433 | 7,14 | 825 | 4699 | 61,89 | 47,85 | 54,98 | 66,19 | 29,73
p-Cyméne 12,9 0,18 33,90 34,80 - - 12,8 0,52 0,5 20,53 0,67 0,32 0,76 0,28 8.85
a-Terpinéol 23 1,36 - - 1,4 338 0,5 0,97 0,9 0,90b - 1,02 1,74 | 106 | 073
Terpinéne-4-ol 1,3 1,398 0,302 0,100 0,1 2,8 1,2 0,33 0,2 2,08 3,278 - 1,21 0,68 2,57
Cryptone - - - - - - - - - - - - - 0,10 5.87
Globulol 6,5 440 - - 0,4 0,7 0,2 1,23 5,2 0,17 - 5,03 327 | o057 359 |
Spathulénol - 0,27 0,10 0,10 - 1,8 0,1 - 0,9 0,85 - 0,16 0,20 0.07 8.52

a : et aromadendréne

b : et acétate de terpinyle
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11-2-3-2- TYPE A P-CYMENE

Ce type, décrit par plusieurs auteurs, se localise en different lieux. Ainsi :

En 1986, T. NDOU et R. VON WANDREUSZKA (153) ont signalé que, dans
I'Eucalyptus camaldulensis de I’ Afrique du sud, le p-cyméne (48,3%), I’a-pinéne (10,85%)
et ’aromadendrene (9,9%) sont les composés majoritaires.

Dans la méme espeéce cultivée en Urugay, E. DELLACASSA et coll. (154) trouvent,
en 1990, le p-cyméne (30,8%), le spathulénol (15,3%) et la cryptone (12,5%). Les autres
constituants ont chacun un taux inférieur a 5,0%.

M. DETHIER et coll. (147) signalent, en 1994, dans leur travail effectué sor
I’Eucalyptus camaldulensis du Burundi, la présence de p-cyméne (20% ) voisinant avec le
spathulénol (22% ).

Deux ans plus tard, en 1996, BIGNEL et coll. (150), sur ’espéce camaldulensis var
camaldulensis d’Australie, mettent en évidence le p-cyméne (21,88%) comme composé

dominant suivi du spathulénol (16,54%), de la cryptone (14%) et d’a-pinéne (4% ).

Tableau 8 :
Eucalyptus camaldulensis Dehnh., chémotype a p-cyméne

(Travaux des auteurs: principaux composés)

Auteurs Thiliohali Dellacassa Bignel
(Référence) (153) (154) (150)
Année 1985 1990 1996
Origine Afrique du Sud Uruguay Australie
c e . . Feuilles
Partie distiliée Feuilles Feuilles var
camaldulensis
a-Pinéne 8,9 1,5 399
B-Pindépe - - 0,15
Limongne - 1,2 0,80
Cinéole-1,8 - 1,5 -
p-Cyméne 48,3 30,8 21,88
a-Terpinéol - - 0,30
Terpinéne-4-ol - 4,1 3,792
Cryptone - - 14,06
Globulol - - 0,62
Spathulénol - 15,3 16,54

a : et aromadendréne
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[-2-3-3- TYPE A SPATHULENOL

Le spathulénol a été mis en évidence dans deux échantillons d’huiles essentielles
d’origine australienne (92, 151) avec un pourcentage de 18 a 29% par BOLAND (92) en
1991 et BIGNEL (151) en 1996.

A part ce constituant, ces deux échantillons sont, du point de vue chimique, différents.

BOLAND (92) a trouvé dans son échantillon Pa-pinéne (10,60%) et le
bicyclogermacrene (14,30% ) contre respectivement 0,07 et 1,20% trouvé par BIGNEL
(151). Ce dernier a déterminé dans son échantillon le p-cyméne (12,36% ) qui est de 0,02%
pour I’autre. Quant au cryptone, seul BIGNEL (151) I’a trouvé dans son échantillon 4 un
taux de 9,81%.

Tableau 9

Eucalyptus camaldulensis Dehn.., chémotype a spathulénol
(Travaux des auteurs: principaux composes)

Auteurs Boland Bignel
(Référence) 92) (151)
Année 1991 1996
Origine Australie Australie
Partie distiliée Feuilles Feuilles
(Chem. 2) Var camaldulensis SW1

o-Pingne 2,20 0,96
B-Pinéne 10,60 0,07
Limonéne 2,07 1,50
Cinéole-1,8 4,70 4,61
p-Cymene 0,02 12,36
o-Terpinéol 0,72 0,85
Terpinéne-4-ol 0,11 3,05
Cryptone - 9,81
Globulol 9,70 1,37
Spathulénol 18,30 28,97
Bicyclogermacréne 14,30 1,20
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1I-3-HUILES ESSENTIELLES D’EUCALYPTUS
CAMALDULENSIS DU BENIN : NOS TRAVAUX

C’est ’espéce la mieux adaptée au Bénin et représente la grande majorité des

plantations béninoises dans le projet dit «plantation bois de feu ».

II-3-1- TENEUR EN HUILES ESSENTIELLES

Pour cette huile, plusieurs plantations situées sur divers sites ont été étudiées. 1l s’agit
des sites de :

- Séme, Cotonou, Pahou, Calavi dans la région méridionale
- Bohicon dans la région centrale

- Parakou, Banikoara et Malanville dans la région septentrionale

Les rendements en huiles essentielles obtenus a partir des feuilles adultes séchées d '’E.

camaldulensis varient selon le site de 0,59 a 1,82% (tableau 10).

L’huile essentielle d ’E. camaldulensis peut étre obtenue tout au long de I’année avec un
rendement moyen de 1,07% sur le site de Sémé. Les sites de Calavi et de Pahou donnent des
rendements moyens respectifs de 1,03% et 0,88%. Les autres rendements sont de 0,62% pour

le plus faible a Banikoara et 0,95% pour le plus fort 4 Bohicon a ’intérieur du pays.

Ces variations de rendements dépendent de certains facteurs.
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Tableau 10:

Variation du rendement d’Eucalyptus camaldulensis du Bénin

Sites de récolte Nombre de Rendements en pourcentage
récoltes Minima Maxima Moyennes
Séme 12 0,76 1,63 1,07
Pahou 06 0,59 1,26 0,88
Calavi 12 0,66 1,82 1,03

II-3-2- INFLUENCE DE LA PERIODE ET DU LIEU
DE RECOLTE SUR LE RENDEMENT

Le tableau 11 présente les rendements en huiles essentielles, d’E. camaldulensis, sur

12 mois entre octobre 1995 et septembre 1996 et sur les sites de Séme et Calavi.

Nous obtenons des rendements minima de 0,62% (mai 1996) et 0,7% (aoiit 1996) et
maxima de 1,82% (mars 1996) et 1,63% (avril 1996) respectivement a Calavi et Sémé. Le
site de Calavi donne donc lieu a une huile essentielle avec un rendement élevé par rapport au

site de Séme.

De plus, une période de hauts rendements s’établit de janvier a mars pour le site de
Calavi, ce qui correspond a la grande saison séche. Par contre, c’est d’avril a juin, pendant la

grande saison des pluies, que I’on retrouve le méme phénoméne sur le site de Séme.

Cependant les résultats sur les deux sites concordent pendant la petite saison des
pluies (octobre et novembre) puisqu’ils donnent tous les deux des rendements plus ou moins
élevés différents (1,16 et 1,61% pour Calavi; 1,16 et 1,28%pour Sémeé) pendant cette
période (Graphe 2).




74

Sans étre affirmatif sur I’influence du sol, nous pouvons dire que les deux sites ne sont
pas identiques sur cet aspect. Le site de Sémé se trouve dans la zone cdtiére bordant le Golfe
de Guinée avec un sol sablonneux caractéristique. Ce sol est reconnu pour sa capacité de
rétention d’eau des précipitations. Par contre le site de Calavi a un sol latéritique. Des études
complémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre la part du sol dans la variation du

rendement en huile essentielle de cette plante.
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Evolution du rendement en huile essentielle d 'E. camaldulensis sur 12 mois entre

octobre 1995 et septembre 1996 a Calavi et Sémé

Sites

Mois de récolte

de
récolte

Jan

Fév

Mars

Avr

Mai | Juin | Juill | Aodit

Sept

Oct | Nov | Déc

Calavi

1,28

123

1,82

0,95

0,62 10,76 | 0,70 | 0,67

0,66

1,16 | 1,61 0,97

Séme

0,97

0,90

0,94

1,63

1,36 | 1,15 0,97 | 0,76

0,79

1,16 | 1,28 | 0,95

Graphe 2 :

Courbes de variation des rendements en huile essentielle d Eucalyptus camaldulensis du

Bénin : sites de Calavi et de Sémé.
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II-3-3- COMPOSITON CHIMIQUE DE L’HUILE
ESSENTIELLE D’EUCALYPTUS CAMALDULENSIS DU
BENIN

Nous avons étudié la composition chimique de I’huile essentielle de 40 échantillons de

parties aériennes d 'E. camaldulensis entre 1995 et 1996.

II-3-3-1- MATERIEL VEGETAL

Sur les 40 échantillons récoltés, 12 proviennent du site de Séme, 06 du site de
Cotonou, 06 du site de Pahou, 12 du site de Calavi et 1 échantillon par site pour Bohicon,

Parakou, Banikoara et Malanville.

Les détails sont donnés dans la partie experimentale.

II-3-3-2- RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les figures: 9, 10, 11 et 12 donnent les chromatogrammes et les impacts
électroniques des huiles essentielles d’E. camaldulensis du Bénin. 76 composés ont été

identifiés (tableau 12) tout échantillon et tout site confondus.

Les produits caractéristiques sont les suivants: 1,8-cinéole (9,24 a 72,5% ), y-
terpinéne (en trace jusqu’a 38,10% ), p-cymene (1,08 a 25,0% ), a-pinéne (0,6 a 12,97% ),
B-pinéne (0,09 a 28,11% ), limonéne (1,16 a 14,16% ).

Il existe d’autres constituants non négligeables comme terpinén-4-ol, a-terpinéol,

cryptone, globulol, spathulénol, phellandral et oxyde de trans humuléne.
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Figure 9 :
a- Chromatogramme de 1’huile essentielle d 'E camaldulendis de Calavi

b- Impact électronique de 1’huile essentielle de £ camaldulendis de Calavi obtenu par couplage CPG/SM
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Figure 10 :

Chromatogramme de I’huile essentielle d 'E,camaldulendis de Bohicon

3 P Z 2 £
k4 ! ES b4 @
2 5 13 21 23 25 30 34
+ 7 27
1 3
L v
1 4

o L

—

57

115

- B 3
m L s
i
+
20
Figure 11 :
Chromatogramme de I’huile essentielle d 'E.camaldulendis de Pahou
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Figure 12 :

Chromatogramme de ’huile essentielle d 'E.camaldulendis de Cotonou
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Tableau 12 :
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Composés chimiques (76) identifiés dans les huiles d ’E. camaldulensis du Bénin

- 3-méthylbutanol
- 2-méthylbutanal
- a-pinéne

- a-thujéne

— camphéne

- isobutirate d’isobutyle
- P-pintne

— sabinéne

- a-phellandréne
— myrcene
-a-terpinéne

- limonéne

- 1,8~cinéole

- (Z)-p -ociméne
- y-terpinéne

- (E)-B -ocimeéne
— paracymene

~ terpinoléne

— isovalérate d’isoamyle
— paracyménéne
— camphre

— carvénone

— pinocavone

— linalol

— fenchol

~ trans-p-menth-2-¢n-1-ol

— P-caryophylliéne

— aromadendréne

— terpinén—4-ol

— alloaramadendrene

— cryptone

— carvotanacétone

— trans-pinocarvéol

— a-humuléne

— y-cardinéne

— 8- cardin¢ne

- bornéol

— cardin-1,4-diéne

~ a-terpinéol

— germacréne-D

— myrténol

— trans-p-menth-1(7),8-dié¢n-2-0l
- oxyde de phellandréne
— phellandral

— bicyclogermacréne

— trans-carvéol

— cuminaldéhyde

— acétate de sabinyle

— paracymén- 8-ol

— cis-carvéol
— cis-p-menth-1(7), 8-di¢n-2-ol

— oxyde de trans-humuléne

— oxyde de trans- caryophylléne
— para-mentha-1, 5-dién-7-o0l
— oxyde d’humuléne

— longipinanol

- cubénol

—1édol

— élémol

— épicubénol

— épiglobulol

- globulol

— cuminol

— viridiflorol

— a~eudesmol

— y-eudsmol

— spathulénol

— trans-cardinol

~ thymol

— cavacrol

— trans-muurolol

— isospathulénol

— B-eudesmol

— acardinol

— isobicyclogermacrénal

— 1épidozénal
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La composition chimique des huiles essentielles d 'E.camaldulensis varie d’un site a
un autre. Il ressort que plusieurs chémotypes peuvent €tre distingués au sein de cette espece

acclimatée au Bénin.

I1-3-3-2-1- CHEMOTYPE A 1,8-CINEOLE

Les sites de Sémé et Calavi sont caractérisés par une dominance en 1,8-cinéole

(tableaux 13a et 14a).

A Calavi, son taux varie entre 32,02% en aoiit a 71,43% en mars. Les autres
composés étant I’a et le B-pinéne (10,71 et 10,16%) dans le premier cas et le limonéne

(5,72%) suivi du globulol (3,3%) dans le deuxiéme cas (tableau 13b, graphe 3).

A Sémé le taux en 1,8-cinéole est plus homogéne sur les 12 mois puisqu’il se
maintient autour de 70%. Les composés secondaires sont encore le limonéne avec un taux
allant ici jusqu’a 11%, les o et B-pinénes (5,6 et 2,55%) et le globulol (2%) en moyenne.
(tableau 14b, graphe 4).

Les baisses des taux de 1,8-cinéole semblent se compenser par une augmentation des
taux en limonéne et a- terpinéol, ce qui confirme la transformation déja signalée (156) du

1,8-cinéole a ces deux composés.

II-3-3-2-2- CHEMOTYPE A P-CYMENE

Nous avons relevé ce chémotype sur les sites de Bohicon, Parakou, Banikoara et
Malanville, c’est-a-dire de la région centrale a la région septentrionale. Les taux de composé
varient de 19,5% a 25%. Il est suivi du 1,8-cinéole (10 a 16,3%) de 'oxyde de trans-
humuléne (7,6 & 13,6%), du phellandral (4 a 6%), de la cryptone (6 & 7%), du terpinén-4-ol
(4 4 6%) et du spathulénol (4 a 8%). A ces composés s’ajoutent I’a-phellandréne, le myrcéne

ou le B-caryophyliéne selon le site.
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38 constituants chimiques ont été identifiés dans I’ensemble de ces échantillons. On
remarque une homogénéité dans la composition chimique des huiles essentielles de ces

localités (tableaux 15a et 15b, graphe 5).

I1-3-3-2-3- CHEMOTYPE A y-TERPINENE

Le site de Pahou donne lieu a une huile essentielle d 'E. camaldulensis se caractérisant
sur les six mois d’études par le taux le plus élevé de y-terpinéne (26 a 38% ). Sur les 6
échantillons analysés, 40 constituants chimiques ont été identifiés ; il est a remarquer qu’il
existe trés peu de fluctuation dans les pourcentages des composés majoritaires de ce

chémotype (tableaux 16a et 16b, graphe 6).

En effet si le taux le plus bas de y-terpinéne est de 26%, les autres chiffres sont
autours de 34%. Les autres composés majoritaires sont : o-pinéne (~12%), a-phellandréne (2

4 6,5%), 1,8-cinéole (9,2 a 12,6%), p-cyméne (11,3 a 15,2%) et terpinén-4-ol (3 a 4,4%).




Tableau 13a:

composition chimique de I’huile essentielle d 'Eucalyptus camaldulensis : site de Calavi

33

COMPOSES MOIS DE RECOLTE

IDENTIFIES  |Janv |Fév |Mars|Avri [Mai [Juin [Juill |Aodt]Sept [Oct [Nov [Déc
1-a-pinéne 2831253223 |883|129}687 482|108 |118|235|555} 5,0
2-camphéne 0,11 | 0,2, | 0,03 | 0,38 | 0,28 | 0,20 | 0,10 | 0,26 | 0,27 | 0,1 | 0,29 | 0,20
3-B-pinéne 051 07 (035|761 |165]6,10|4,60]|102 133|053 4,0 {535
4-a-phellandréne 0,35]0,53]0,17 | 1,18 | 3,61 | 1,75 [ 231 | 6,8 | 521 | 0,44 | 0,85 | 1,85
5 limonéne 538|507 |572|592|4,73|5,10 | 4,27 | 6,74 | 5,74 | 5,18 | 5,81 | 595
6-1,8-cinéole 70,4 | 69,3 | 71,4 | 53,7 | 32,5 | 50,8 | 48 | 31,0 | 31,3 | 70,8 | 62,5 | 50,9
T-y-terpinéne 0,26 [ 0,32 (0,22 {0,85{2,1812,491281{4923,62|0,29]0,58]247
8-p-cyméne 037| 04 |035|042|865|812| 7,6 |8,93(875]|0,36]| 0,41 | 821
9-fenchol 0,16 { 0,08 { 0,25 |1 0,42 | 0,66 { 0,42 | 0,26 { 0,55 | 0,60 | 0,20 { 0,25 | 0,41
10-aromadendréne 2,61 (307215 1,24 1,66 (0,92 (022 1,05/ 1,35]2,36]2,15] 1,08
11-terpinén-4-ol 0,51 10,62 0410991128122} 1,17}1,18|1,23|0,57|0,76 | 1,07
12.alloaromadendréne 0,53 10,63 | 0,44 | 0,24 | 0,2 | 0,17 0,14 | 0,45} 0320,59|0,43| 1,9
13-trans-pinocarvéol 0,12{0,07410,16 { 0,26 { 0,3 | 0,3 | 0,3110,50)0,40| 0,1 | 0,17 (0,28
14-a-terpinéol 2,34 1,6 (3,084,553 (6,12 4,08 | 1,9 | 3,36 | 4,75 | 2,01 | 3,10 | 4,30
15-¢lémol 0,15} 0,20 0,10} 0,01 ; 0,12} 0,1 | 0,06 | 0,34 | 0,23 | 0,17 | 0,15 | 0,06
16-épiglogulol 0,94 | 1,01 | 0,86 | 0,48 | 0,51 | 0,25 | tr | 0,22 0,36 | 1,05 | 0,75 | 0,35
17-globulel 4,84 |1 5,40 | 4,28 | 2,83 | 3,17 | 8,53 | 13,9 | 1,07 | 2,12 | 5,16 | 4,12 | 6,74
18-viridiflorol 0,82 1 0,74 { 0,17 | 0,48 1 0,32 | 0,17 | 0,96 | 0,63 | 0,91 [ 0,58 { 0,24
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Tableau 14a:
composition chimique de I’huile essentielle d 'Eucalyptus camaldulensis -
site de Sémé

COMPOSES MOIS DE RECOLTE

IDENTIFIES Janv |Fév |Mar | Avri {Mai {Juin |Juill |Aod |Sep |Oct |Nov |Déc
1-a-pinéne 5,53 17,24 | 6,15 | 430 | 5,38 | 4,6 | 5,35 | 4,82 | 5,20 | 5,53 | 5,27 | 5,72
2-camphéne 0,11 0,15 (0,13 [ 0,09 | 0,06 | 0,07 | 0,09 | tr | 0,10 | 0,8 tr 0,1
3-B-pinéne 4,11 | 5,24 | 3,1 (1,61 )|098 (1,02 (1,15|0,89| 09 | 1,51 2,51 (5,25

A-a-phellandréne | 0,22 [ 0,24 | 0,2 | 0,26 [ 0,39 | 0,38 | 0,40 | 0,21 | 0,30 | 0,39 | 0,26 | 0,23

bl

5_limonéne 7,31 | 5,14 | 5,41 | 7,56 | 11,5 | 12,8 | 13,8 | 12,7 | 11,4 | 9,61 | 9,71 | 8,52
6-1,8-cinéole 698 | 69 | 69,2 |72,572,0|71,8|71,6|70,0 | 704 | 71,7 | 70,4 | 70,0
7-y-terpinéne 0,32 10,34 0,3 [0,37]0,38|0,39 | 044 { 0,38 [ 0,41 | 0,42 | 0,40 | 0,39
8-p-cyméne 0,64 | 0,68 | 0,6 [0,72 0,55 |0,65|0,76 | 0,70 [ 0,73 | 0,70 | 0,71 | 0,69
9-fenchol 025|021 0,3 |0,27]0,08]0,07 | 0,06]0,15]|0,10 | 0,070,112 | 0,14

10-aromadendréne | 1:63 | 0,89 | 0,75 | 1,43 | 0,40 | 0,36 [ 0,32 [ 0,63 | 1,24 | 1,33 | 1,42 | 1,57

b b b b

1l4empinin-dol | 0:38 | 0.4 0,36 0,41 0,56 | 0,45 | 0,34 | 0,36 | 0,35 | 0,39 | 0,37 | 0,40

12-alloaromadendrene | 0,85 | 0,89 | 0,75 | 0,35 1 0,19 | 0,16 | 0,13 [ 0,17 | 0,15 | 0,15 | 0,18 | 0,16

2 2

13-trans-pinocarvéol | 0,55 | 0,59 | 0,64 | 0,45 { 0,38 | 0,30 | 0,22 | 0,36 | 0,28 | 0,26 | 0,32 | 0,35

b 2 2 > 2

14-a-terpinéol 1,170,731 044 {190 | 1,73 {1,25{ 0,80 | 1,3 | 1,40 { 1,93 | 1,32 | 1,37
15-€lémol 0,09 | 0,1 | 0,10 0,08 {0,00| tr |0,00]0,04}006]| tr |0,07]0,05
16-épiglogulol 0,45 0,45 | 0,44 | 0,46 | 0,19 | 0,47 | 0,74 | 0,60 | 0,67 | 0,55 | 0,63 | 0,58
17-globulol 243 25| 2,6 [2,29(099{0,68 032 25 |2,60]2,57]|2,18] 2,81

18-viridiflorol 0,43 | 0,44 | 0,45 | 0,42 | 0,06 | 0,08 | 0,07 | 0,25 | 0,16 | 0,09 | 0,20 | 0,26

2 2 > k4 b b







Tableau 15a :
Composition chimique des huiles essentielles d 'E. camaldulensis des localités de

Bohicon, Parakou, Banikoara et Malanville (décembre 199)

COMPOSES CHIMIQUES LIEUX DE RECOLTE
Bohicon Parakou Banikoara | Malanville

1-a-pinéne 0,6 1,7 2,2 3,04
2-a-thujene 1,8 - - -
3-B-pinéne 0,1 00,8 0,09 0,09
4-sabinéne 0,9 0,6 0,5 0,8
5-a-phellandréne 3,7 - - 6,2
6-myrcéne 0,9 2.5 6,8 0.8
7-a~terpinéne 0,8 04 0,9 -
8-limonéne 14 1,16 1.5 1.5
9-1,8-cinéole 13,1 10,1 16,7 16,3
10+(Z)-B-ocimeéne tr 0,09 0,12 0,08
11-y-terpinéne - 0,8 1,4 1,2
12+(E)-B-ocimeéne tr 0,1 0,1 0,09
13-p-cyméne 25,0 19,5 238 249
14-terpinoléne 0.4 0,25 0,5 0,4
15-p-cyménéne 0,6 0,3 0,9 0,6
16-camphre tr 0,05 tr tr
17-carvénone 04 0,15 0,3 0,26
18-fenchol 0,1 0,6 tr 0,5
19-trans-p-menth-2-¢n-1-ol 0,6 0,5 0,4 0,3
20-B-caryophylléne 1,9 3,3 1.8 2,04
21-terpinén-4-ol 3,6 4,5 4,9 4,03
22-alloaromadendréne 0,38 0,9 0,7 0,7
23-cryptone 6,6 6,1 7.3 58
24-carvotanacétone 0,1 2.4 1,9 1,1
25-phellandral 5,7 4,5 5,2 4,1
26-bicyclogermacréne 0,2 0,1 tr 0,05




27-Cuminaldéhyde 2,6 2,6 2,6 23
28acétate de sabinyle 0,4 0,17 0.4 0,2
29-p-cymén-8-0l 0.4 0,5 0,5 0,4
30-oxyde de trans-humuléne 88 13,75 5,6 7,6
31-p-mentha-1,5-di¢n-ol 0,2 0,25 0,2 0,2
32-oxyde d’humuléne 0,8 1,2 0,5 0,7
33-cuminol 0,7 0,7 0,6 0,5
34-spathulénol 55 79 38 4,6
35-thymol 0,2 0,3 0,4 0,3
36-carvacrol - 0,5 0,5 03
37-isobicyclogermacrénal 0,5 0,4 0,3 0,3
38-1épidozénal 04 0,4 0,2 0,27
RENDEMENTS (%) 0,95 0,70 0,62 0,66
Spectre de masse de lepidozénal
Abundance Scan 3374 (51.448 min): ECA-2.D (-)
ah
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Tableaun 16a:
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Composition chimique des huiles essentielles d *E. camaldulensis a differentes saisons sur le

site de Pahou
CONSTITUANTS PERIODES DE RECOLTE
IDENTIFIES
GSS GSP PSS PSP
Janvier | Mars Mai Juillet | Septembre | Novembre

1-3-méthyl butanol 3,85 2,20 2,46 2,22 1,96 2,15
2-0-pinéne 11,26 11,52 12,29 12,25 12,10 11,75
3-camphéne 0,11 0,10 0,11 0,12 0,12 0,12
4-B-pinéne 1,27 1,09 1,13 0,99 0,83 0,74
5-sabinéne 0,05 0,05 0,05 0,04 0,06 0,05
6-a-phellandréne 0,52 4,69 5,00 3,16 2,35 2,10
7-o-terpinéne 0,21 0,23 0,25 0,21 0,24 0,27
8-limonéne 2,06 2,23 2,28 2,29 2,32 2,30
9-1,8-cinéole 12,54 10,36 9,82 9,72 9,95 9,24
10-(Z)-B-ociméne 0,79 0,60 0,53 0,73 0,89 0,87
11-y-terpinéne 29,59 37,28 35,10 33,28 36,64 38,10
12-(E)-B-ociméne 0,10 0,09 0,08 0,07 0,10 0,06
13-p-cyméne 14,50 11,33 11,78 13,02 15,14 13,02
14-terpinoléne 1,16 1,05 0,11 0,87 1,22 1,20
15-linalol 0,60 0,41 0,35 0,35 0,36 0,33
16-B-caryophylléne 1,79 2,81 3,59 4,34 2,82 3,11
17-aromadendrene 0,06 0,14 0,15 0,14 0,06 0,09
18-terpinén-4-ol 4,35 3,66 3,08 321 3,16 3,28
19-alloaromadendréne 0,06 0,13 0,17 0,28 0,20 0,17
20-o.-humuléne 0,38 0,43 0,58 0,69 0,51 0,58
21-a-terpinéol 2,46 243 2,05 2,42 2,08 2,17
22-germacréne-D 0,35 1,06 1,57 1,24 0,44 0,75
23-y2-cadinéne 0,09 0,08 0,16 0,17 0,09 0,12
24-3-cadinéne 0,46 0,32 0,63 0,65 0,53 0,59




25-Cadina-1,4-di¢ne tr 0,04 0,08 0,09 0,06 0,07
26-Oxyde de caryophylléne 0,26 0,27 0,33 0,45 0,65 0,81
27-Oxyde d’humulene tr tr 0,02 0,03 tr tr

28-longipininol 0,05 0,11 0,12 0,16 0,12 0,16
29-cubénol 0,10 0,10 0,20 00,17 0,18 0,20
30-épi~cubénol 0,18 0,30 0,31 0,38 0,24 0,29
32-globulol 0,29 0,63 0,54 0,70 0,39 0,45
33-ac.-eudesmol 0,03 0,08 0,05 0,09 0,04 0,05
34-y-cudesmol 0,04 0,10 0,07 0,12 0,04 0,07
35-spathulénol 0,83 1,07 1,09 1,52 1,45 1,70
36-T-cardinol 0,09 0,14 0,13 0,18 0,10 0,15
37-Carvacrol 0,22 0,12 0,10 0,14 0,09 tr

38-T-muurolol 0,14 tr tr tr 0,02 0,09
38-Iso-spathulénol tr 0,04 0,01 0,05 0,01 0,02
39-B- eudesmol 0,12 0, 26 0,26 0,46 0,16 0,10
40-o.-cardinol tr tr tr 0,04 0,14 0,10
RENDEMENTS 1,26 1, 16 0,59 0,66 0,95 0,70

GSS = grande saison s¢che

GSP = grande saison des pluies

PSS = petite saison séche

PSP = petite saison des pluies
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II-3-4- INFLUENCE DU LIEU ET DE LA PERIODE DE
RECOLTE SUR LA COMPOSITION CHIMIQUE

On constate (graphe 7), d’avril a juillet, que les teneurs en 1,8-cinéole dans 1’huile
d’origine de Sémé restent approximativement au voisinage de 72%, (celles d’a-
phellandréne demeurent inférieures a 0,5%), celles de limonéne augmentent de 7 a 14% et

celles d’a-terpinéol diminuent, dans la méme période, de 1,9 4 0,8%.

Quant aux huiles provenant de Calavi, leurs teneurs en 1,8-cinéole ne sont
maximales (=70%) que de janvier & mars et en octobre alors que celles de limonéne restent

constantes (=5%) tandis que celles d’a-terpinéol sont maximales d’avril 4 juin.

D’autre part, sur le site de Sémé, les teneurs en 1,8-cinéole et en a-terpinéol
évoluent dans le méme sens, tandis que celles de limonéne évoluent en certaines périodes en
sens inverse avec les deux premies. Le site de Calavi donne des taux d'a et de B-pinéne qui
augmentent chaque fois que ceux de 1,8-cinéole diminuent. Ces constats s’expliquent par

les transformations déja signalées par les auteurs (157, 158).

1,8-cinéole
o-pinéne ——» limonéne

a-~terpinéol

On constate également, sur le site de Calavi, que les teneurs de certains constituants
comme o-pinéne, B-pinéne, y-terpinéne, p-cyméne et a-phellandréne augmentent chaque
fois que celles 1,8-cinéole baissent. Il existe a Calavi un parallélisme entre teneur en huile et
proportion en 1,8-cinéole; le pourcentage en masse de 1,8-cinéole en mars (1,3%) fait 6 fois

celui du mois d'aotit (0,20%).

Par ailleurs, les 2 huiles se distinguent I’'une de ’autre par leurs teneurs élevées en
globulol (2 & 14%) et pinénes (2,6 a 29,5%) pour le site de Calavi, en limonéne (5 a 17%)

pour le site de Sémeé.
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Ces résultats montrent qu’une huile de qualité, correspondant aux profils normés
(NFT 75-113) fixant pour une huile & usage médicinal le taux en 1,8-cinéole > 70%) peut
étre obtenue 3 partir du site de Sémé avec un rendement de 0,8 a 1,6% au cours de tout le
cycle végétatif, alors que mars, indiqué par les auteurs (125, 129, 159) comme étant la
période la plus favorable, correspond effectivement a celle permettant 1’obtention d’une

huile de qualité d’origine de Calavi en tout point comparable a celle de Sémeé.

Tableau 17:

Variation des pourcentages des composés majoritaires des huiles essentielles de E.

camaldulensis des sites de Calavi et Séme en fonction de la période de récolte

POURCENTAGES DES COMPOSKES MAJORITAIRES

PERIODE a-pinéne p-pinéne Limonéne 1,8-cinéole | a-terpinéol globulol

calavi| séme | calavi| sémeé | Calavi | séme | calavi | Sémé | calavi| séme | calavi | sémé

Janvier | 2.83 | 553 | 051 [ 4,11 | 538 [731] 704 | 698 | 234 | 1,17 | 484 | 2,43

Février 253 17241 0,7 1524 507 51416931690} 16 | 0735401} 25

k]

Mars 223 1 6,151 035 ] 3,1 572 1541 714 | 69,2 | 308 1 044 | 428 | 26
Avril 883 | 430 | 761 | 161 | 592 (756 53,7 1725 | 453 | 1,90 | 2,83 | 229

Mai 129 | 538 | 165 | 098 | 473 [115] 325 720 | 6,12 | 1,73 | 317 | 0,99

>

Juin 482 | 460 | 6,10 | 1,02 | 510 |128] 508 | 71,8 | 408 | 125 | 853 | 0,68

>

Juillet 482 [ 5351460 | 1,15 | 427 136 48 | 71,6 { 1,96 | 0,80 | 139 | 0,32

Aoiit 10,8 | 4,82 | 102 { 089 | 6,74 [12,71 31,0 | 70,0 { 336 | 1,3 | 1,07 | 25

?

Septembre | 11,8 | 520 | 133 { 0,9 574 [118{ 313 | 704 | 475 | 1,40 | 2,12 | 2,60

2 E

Octobre | 2,35 | 553 10,53 | 1,51 | 5,18 (961 70,8 | 71,7 | 2,01 | 193 | 516 | 2,57

>

>

Novembre | 555 | 527 | 4,0 | 2,51 | 581 |971{ 625 | 70,4 { 3,10 | 1,32 | 4,12 | 2,18

Décembre | 50 | 572 | 535 | 525 | 595 852 50,9 | 700 | 43 { 1,37 | 6,74 | 2381

>

B OS aeErP— ce—
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11-3-5- INFLUENCE DE L’AGE DE LA PLANTE SUR LA
COMPOSITION CHIMIQUE

Les feuilles d’une plantation d’Eucalyptus camaldulensis située sur le campus de la
faculté des sciences de la santé ont été récoltées puis extraites selon une périodicité de 2
mois. La premiére récolte a été effectuée sur des arbustes ayant 3 mois d’dge aprés la mise
sous terre. Six prélévements ont été réalisés. Le tableau 18a donne la composition chimique

des produits obtenus.

On constate une augmentation réguliére du taux en 1,8-cinéole qui, a I’origine était
de 15% et passe aprés 13 mois & 71%. Il en est de méme dans une certaine mesure du
limonéne. Par contre le taux des composés comme 1’a-pinéne, le B-pinéne et le globulol
baisse. Les autres composés a savoir ’a-terpinéol et le p-cyméne ont leurs taux qui

augmentent ou diminuent de fagon différente pendant la période des 10 mois (graphe 8).

Les rendements évoluent aussi de fagon réguliére passant de 0,62 a 1,53% (graphe
9). 1l existe alors une étroite corrélation entre 1’age des feuilles et le nombre de glandes
sécrétrices d’une part et d’autre part entre le rendement et la densité des glandes

sécrétrices.



Tableau 18a:
Variation en fonction du cycle végétatif de la compositon chimique de

I’huile essentielle d ’E. camaldulensis du site de Cotonou

CONSTITUANTS AGE A LA RECOLTE (EN NOMBRE DE
IDENTIFIES MOIS)

3 5 7 9 11 13
1-2-méthyl butanal tr - - 0,05
2-a-pinéne 1297 | 571 | 6,65 | 6,40 | 355 | 5,02
3-camphéne 0,13 0,03 0,03 0,07 0,02 0,30
4-isobutyle d’isobutyrate 0,36 0,12 0,08 0,17 0,05 0,09
5-B-pinéne 28,11 | 0,11 009 | 261 | 141 | 009
6-sabinéne 0,05 0,06 tr tr 0,05 0,04
7-a-phellandréne 0,35 2,10 8,41 0,03 - 0,02
8-myrcéne 0,43 0,10 0,41 - 0,51 0,37
9-a-terpinéne 0,07 0,04 0,31 0,16 - 0,07
10-limonéne 6,34 3,10 8,75 10,80 | 13,68 8,63
11-1,8-cinéole 15,07 | 34,16 39,7 68,95 | 69,76 | 71,04
12-y-terpinéne 0,77 1,03 7,39 0,72 tr 0,48
13-p-cyméne 7,74 | 35,57 | 20,02 1,60 1,97 1,08
14-terpinoléne 0,25 0,19 0,44 0,01 tr 1,03
15-isamyl d’isovalérate 0,09 0,22 0,17 0,02 tr 0,02
16-p-cyménéne 0,08 0,12 0,11 0,12 0,05 0,14
17-camphre 0,28 0,05 - 0,06 0,03 -
18-pinocarvone 0,26 0,13 0,09 0,05 0,09 -
19-fenchol 1,08 0,05 tr 0,88 0,07 0,25
20-f-~caryophyliéne 3,79 0,56 0,16 0,78 0,91 0,51
21-terpinén-4-ol 1,09 1,63 1,40 0,54 0,63 0,75
22-alloaromadendréne 0,67 0,49 - - 0,24 0,13
23-pinocarvéol 0,96 0,22 0,38 0,35 0,06 0,49
24-y-cadinéne 0,17 0,33 0,34 0,46 0,46 0,64
25-bornéol 0,93 0,25 0,10 0,30 0,12 0,30




26-a-terpinéol 3,33 0,94 0,93 1,93 2,17 2,40
27-myrténol 1,18 0,43 0,16 0,12 0,05 0,13
28-trans-p-menth-1(7),8-dién-2-ol - tr 0,21 0,37 0,12 0,29
29-oxyde de phellandréne - 0,11 0,05 - - -

29-trans carvéol - 0,21 0,03 - - 0,09
30-pcymen-8ol - - 0,09 0,08 0,22 0,21
31-cis-carvéol - - 0,10 - tr 0,04
32-cis-p-menth-1(7),8-dién-2-o0l - - 0,11 0,29 0,08 0,24
33-trans-oxyde de caryophylléne 0,38 - - - tr -

34-1édol 0,92 0,08 tr 0,10 0,29 0,12
35-globulol 5,38 0,77 0,21 0,75 1,63 0,62
36-viridiflorol 0,85 0,53 0,11 0,13 0,32 0,32
37-spathulénol 0,56 0,10 0,21 - - 0,08
38-thymol 0,05 - 0,09 0,02 - -

39-Carvacrol 0,05 0,89 0,30 0,04 0,04 0,02
40-f3- eudesmol 0,22 - 0,05 tr - 0,04
RENDEMENTS 0,62 0,67 1,16 1,23 1,28 1,55
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Graphe 9

Courbe de variation des rendements en huile eesentielle d’E. camaldulensis de

Cotonou.

Valeurs (%)

5 7 9 " 13
Age & {a récolte (en mois}

11-3-6- COMPARAISON DE NOS RESULTATS AVEC
CEUX DE LA LITTERATURE

Une comparaison des huiles essentielles d’E. camaldulensis du Bénin avec celle de la
littérature fait apparaitre ce qui suit :

1°- Le taux en 1,8-cinéole dans les échantillons des sites de Calavi et Sémé cumule a
70% et est comparable en ce sens aux échantillons du Maroc (142, 143 ). Ils en sont
différents par la présence d’a-terpinéol. Ce composé qui est quelques fois sous forme de
trace, augmente souvent pour atteindre 6% alors qu’un seul échantillon du Maroc le
contient 4 un taux de 8,4% (142b). Le p-cyméne est sous forme de trace dans ces

échantillons.
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2°- Les échantillons provenant de la région septentrionale sont comparables a ceux
d’Australie (149), de ’'Urugay (153), du Burundi (147) et du Mali (155) pour leur teneur en
p-cyméne qui est d’environ 20 a 25%. Ils en différent :

* par leurs teneurs particuliérement faibles en 1,8-cinéole (10 a 16% ), alors que les
huiles essentielles en provenance du Burundi et du Mali en contiennent respectivement

43,3% et 60%.

* par la présence de composés a taux relativement élevé comme le spathulénol (8% a
Parakou ), la cryptone (7% a Banikoara ), le trans-humuléne oxyde (14% a Parakou) et
enfin le phellandral (6% a Bohicon ).

I1-3-7- CONCLUSION

L’étude de la composition des huiles essentielles d’E. camaldulensis d’origine

béninoise a permis de mettre en évidence :

1°- 3 chémotypes dont un a y-terpinéne jamais cité dans la littérature (site de
Pahou).

2°- Une localisation de chacun des chémotypes pouvant étre décrite de la fagon

suivante :

* Région méridionale :

- sites de Séme, Cotonou et Calavi : 1,8-cinéole
- site de Pahou : y-terpinéne

* Régions centrale et septentrionale :

- sites de Bohicon, Parakou, Banikoara et Malanville : p-cyméne

3°- Une influence du lieu et de la période de récolte sur le rendement et la
composition chimique de 'huile essentielle, et que I’huile essentielle d 'E.camaldulensis en

provenance de Séme réponde aux normes NFF 75-113 durant tout le cycle végétatif,
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4°- Une augmentation réguliére de la teneur en 1,8-cinéole et du rendement en
huiles essentielles pendant la maturation de la plante. Il découle de cette derniére
constatation que ’exploitation commerciale dans le but de production de I’eucalyptol ne

peut se faire qu’a partir du 9™ mois au moins aprés la mise en terre des jeunes plants
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II-4- EUCALYPTUS CITRIODORA HOOK : -
SYN. E. MACULATA VAR. CITRIODORA BALEY

11-4-1- BOTANIQUE

L 'Eucalyptus citriodora est un bel arbre de 25 a 40 m de haut a ’écorce unie blanc-

rosé et tachetée, les branches forment une couronne éparse.

1l se distingue des autres espéces par ’odeur de citronnelle de ses feuilles qui sont
souvent alternes au moins a I’état adulte. Les feuilles agées sont lancéolées.
Les fleurs sont axillaires en panicules et les fruits sont ovoides (154).

C’est une espece fragile mal adaptée au Bénin.

11-4-2- EMPLOIS

L’Eucalyptus citriodora sert aussi comme plante ormementale au voisinage des
maisons et au bord des routes ; son bois est recherché par les fabriquants de bois d’ceuvre
(154).

L 'Eucalyptus citriodora est aussi appelé gommier a odeur de citron. Car les feuilles
dégagent une délicieuse odeur de citron comparée aussi a I’odeur de la citronnelle.

Les feuilles séches de cet arbre, placées dans les tissus ou dans le papier, leur
communiquent leur odeur particuliére.

En médecine traditionnelle, les feuilles sont utilisées en inhalation contre les

affections des voies respiratoires (155).

L’huile essentielle extraite des feuilles d’Eucalyptus. citriodora est utilisée en
parfumerie et en cosmétique. Elle intervient seule ou combinée dans plusieurs domaines
d’applications et emprunte plusieurs voies d’utilisation dont le résumé est consigné dans le

tableau 7 (141).







Tableau 19:

Eucalyptus citriodora, propriétés et champs d’action de ’huile essentielle
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Domaines Champs d’action Voies
d’intervention
Médecine générale Piqiires d’insecte Cutanée
Moustiques (répulsif)
Infectiologie Paludisme (préventif et Cutanée
curatif )
Fibrome Cutanée (a visée
circulatoire )
Gynécologie Congestion Ovarienne et Voie vaginale
Utérine
«Cellulite»(rétention Cutanée (a visée
hydrolipidique ) activatrice dexlérosante )
Dermatologie Eczéma variqueux Cutanée
Arthrite Cutanée visée anti-
inflammatoire
Rhumatologie Tennis-elbow Cutanée

Angéio-phlébo-
cardiologie

Phlébite Orale cutanée
Hémorroides interne et Rectale
externe

Pédiatrie Cutanée

Endocrinologie et
métabolisme

Diabéte (adjuvant obésité )

Orale cutanée

1I-4-3- HUILE ESENTIELLE D’E. CITRIODORA :

TRAVAUX ANTERIEURS

De nombreux travaux ont été effectués sur I’espéce citriodora qui fournit une huile

essentielle considérée comme la meilleure source naturelle de citronellal.

Une étude bibliographique effectuée par BOLAND et coll. (92), PENFOLD et coll.

(162) et SINGH et coll. (163) a mis en évidence quatre variétés chimiques avec des taux

variables de citronellal.
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I1-3-4-1- TYPE A CITRONELLAL ( >65%)

Ce type, riche en citronellal, a été identifié depuis 1920 par BAKER et SMITH.
(104)

En 1960, dans I’espéce zairoise, S. ARCTANDER (164) a trouvé ce composé a une
teneur de 80%.

BARUA et al. (165) I’ont trouvé, en 1972, dans les feuilles indiennes & une teneur
de 81,2% suivi de citronellol (8,6% )et d’isopulégol (6,3% ).

Dans P’essence de citriodora de Kenya, J. W. MWANGI et al. (160) identifient en
1981 le citronellal a des taux variant de 29,7 a 88,1%.

Deux ans apreés, en 1983, CHEN et coll. (166) isolent 72,80% de ce composé dans
la méme espéce cultivée en Chine et 14,51% de citronellol.

Dans la méme année, MIRANDA et coll. (167) trouvent dans I’huile essentielle
d’Eucalyptus citriodora de Cuba, des composés oxygénés qui représentent 90% du
mélange avec un taux de 70,0% de citronellal.

Toujours au cours de la méme année 1983, et dans un autre échantillon en
provenance de la Chine, S. SUGIMOTO (168) a trouvé ce composé a une teneur de 66,7%

LAWRENCE et REYNOLDS (169) isolent, en 1988, 76,1% de citronellal dans
celle du Brésil.

61-71,5% du méme composé, 16,6-18% d’isopulégol et 5,6-8,1% de citronellol ont
été identifiés, en 1988, par B. S. RAZAFINDRAKOTO (131) dans I’essence de I’espéce
malgache.

Le méme composé est trouvé a une teneur de 80,10%, par D. J. BOLAND et al.
(92) en 1991 dans un échantillon poussant en Australie.

Dans deux échantillons de l'espéce béninoise, MOUDACHIROU et coll. (170) ont
trouvé en 1994 le citronellal & des taux supérieurs a 75%, lisopulégol (2 4 15%) et le
citronellol (2 a 13%)).

Un an plus tard, toujours dans un troisi¢éme échantillon béninois, M. A. AYEDOUN

(149) le trouve a une teneur de 71,3%, le citronellol a 10,5% et I'isopulégol a 5,1%.



o~
(=
e

TABLEAU 20

Principaux composés chimiques des huiles essentielles d' Eucalyptus citriodora (Travaux des auteurs)

Barua Chen | Lamaty,M | Razafindrak | Dellacassa| Boland Zrira Menut | Moudachi | Ayedoun !
Auteurs (165) (166) | enut, oto (154) (92) (143) | Dethier | rou(170) | (149) Garry | Gamem
(Référence) 1972 1983 | Kiyabou | (131) 1990 1991 1991 (147) 1994 1995) | Chalchat | (171)
Année (176) 1988 1994 (179) 1996)
1987 1996
Origine Inde Chine Congo | Madagascar | Uruguay | Australie | Maroc | Burundi Bénin Rwanda , Bénin
Partie distillée Feuilles Feuilles | Feuilles Feuilles Feuilles | Feuilles | Feuilles | Feuilles Feuilles Feuilles | Feuilles
o-Pinéne 0,1 022 | 0508 0-0,4 - 0,14 1,5 0,6 0,07 0,1 13 0.10
-Pinéne 0,6 0,29 ; 0,3-1,0 ] 0,36 1,7 1,7 0,30 0,3 1,4 0,42
Limonéne - tr - - - 0,00 0,8 0,5 0,08 0,1 5,7 -
Cinéole-1,8 0,2 2,11 2-3,3 0,2-0,3 - 0,00 2,0 49 0,47 0,3 55,4 0,52
Isopulégol 6,3 0,34 15,7-18,3 16,6-18 22,9 3,41 - 6,2 4,90 5,1 0,6 10,33
| Citronelial 81,2 72,80 40,3-57 61-71,8 59,2 80,10 56,3 46,9 79,72 71,3 7,2 65,45
iso-Isopulégol - - 5,8-74 0,5-3 - 8,51 - 0,7 1,50 - 0,2 -
Citronellol 8,6 14,51 9,4-18,3 5,6-8,1 5,6 4,18 7,8 20,4 7,65 10,5 8,9 13,05
Acétate de citronellyle 04 3,10 | 1,238 1-1,5 1,4 0,02 11,4 10,3 1,99 5,4 0,3 2,05
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F. X. GARNEAU et coll. (171) quant a eux, trouvent en 1996, dans un quatriéme
échantillon béninois, le citronellal 4 un pourcentage de 65,45%, I’isopulégol et le citronellol
étant respectivement de 10,33 et 13%.

Dans l'espéce togolaise, KOUMAGLO, MOUDACHIROU et coll. ont trouvé a une
teneur de 85% (152).

Quant a l'acétate de citronellyle, sa proportion ne dépasse pas 6% dans l'ensemble

des échantillons de ce type.

11-4-3-2- TYPE INTERMEDIAIRE

Cette variété est caractérisée par une teneur moyenne en citronellal allant de 20 a

50% et plus et du guaiacol (172-175).

Au Congo, LAMATY, MENUT, KIYABOU (176) ont trouvé dans les feuilles de
P’espéce congolaise 40,3 a 57% de citronellal, 15,7 a 18,3% d’isopulégol et 9,4-18,3% de
citronellol.

Pour DELLACASSA (154) le citronellal est obtenu a un taux de 59,2%,
I'isopulégol a 22,9% et le citronellol & 5,6% dans I’échantillon provenant de I’Urugay.

Ce composé, a une teneur de 56,3% et le citronellol a 7,8%, sont identifiés dans
I’huile marocaine par ZRIRA et coll. (143).

En 1994, MENUT, DETHIER et coll. (147) trouvent, dans une espéce croissant au
Burundi, 46,9% de citronellal, le citronellol étant de 20,4% et I’isopulégol de 6,2%. Notons
que I’acétate de citronellyle se trouve dans les deux derniers échantillons respectivement a

un taux de 11,4% et 10,3%.

I1-4-3-3- TYPE "A"

Ce type contient du citronellol, de ’acétate de citronellyle et du citronellal,
composés entre 1 et 14%. Cette variété a été étudiée par PENFOLD et MORISON (1948),
PENFOLD et al. (1951) (177, 178).
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I1-4-3-4- TYPE HYDROCARBONE

Il contient un faible pourcentage de citronellal (<10%) aux cotés des composés

hydrocarbonés (69, 70).

Au Rwanda, la variété dont la teneur en citronellal est <10% mais avec un
pourcentage élevé (55,4% ) en 1,8-cinéole est récoltée par CHALCHAT et GARRY (179).

Elle a une teneur de 8,9% de citronellol, ’isopulégol étant de 0,6%

II-5- HUILES ESSETIELLES D’EUCALYPTUS
CITRIODORA DU BENIN : NOS TRAVAUX

Du sous genre corimbia, |'’Eucalyptus citriodora est une espéce qui n’est pas tres
répandue au Bénin. On la trouve disséminée dans les plantations d’Eucalyptus
camaldulensis avec des peuplements de faibles densités (quelques pieds); il existe

également quelques rares plantations privées

Quatre sites ont ét€ I'objet de nos études ; il s’agit des sites de Calavi et Kétou
(octobre 1995 a septembre 1996), de Tovo de mai 1996 a mars 1997 et Kansounkpa de
janvier 1995 a novembre 1996. Dans cette derniére localité, nous avions examiné

’évolution de I’huile essentielle en fonction de I’age de la plante

I1-5-1- TENEUR EN HUILES ESSENTIELLES

Les tableaux 21, 22 et 23 présentent la teneur en huiles essentielles des quatre

localités.
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On remarque que cette espéce se caractérise par un rendement souvent élevé (1,45 a
6%). La localité de Cavali posséde les plus forts rendements quel que soit la période de
I’année (4,35 en décembre a 5,90% en juin). Les rendements obtenus sur le site de Kétou
sont les plus constants et tournent autour de 2,5% avec une variation de 0,5%. Les

rendements sont plus faibles & Tovo (1,45% en janvier & 3,2% en juillet).

Les périodes de hauts rendements semblent coincider sur les sites de Calavi et de
Kétou avec celles des saisons de pluies : 4,75, 5,30, 5,90% pendant la grande saison des
pluies et 4,80 et 5,60% pendant la petite saisaon des pluies pour le site de Calavi et
respectivement 2,61, 2,72 et 2,83% puis 2,47 et 2,75% pour le site de Kétou.
Parallélement, les plus faibles rendements sont obtenus sur ces deux sites pendant la grande
saison séche (4,35 et 2,34%) (tableau 21, graphe 11). Il en est de méme du site de Tovo
(grande saison des pluies 3,2% et grande saison séche 1,45%) (tableau 22, graphe 12).

De ces observations, il découle que le lieu et la période de récolte ont une nette

influence sur le rendement en huiles essentielles d ’E. citriodora du Bénin.

Concernant I’influence de I’age de la plante, les rendements en huiles essentielles sont
un peu fluctuants et sont aussi influencés par la saison (tableau 23, graphe 13). On note deux
valeurs significatives (2,7% a 6 mois d’age et 3,86% a 27 mois d’4ge) avec un maximum a 10
mois (3,6%, grande saison des pluies ) et des rendements supérieurs a 3,24% a partie du

21°™ mois.



Tableau 21 :
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Rendements en huiles essentielles d°E. citriodora des sites de Calavi et de Kétou en

pourcentage (octobre 1995-novembre 1996).

Saison G.S.S. G.S.P. P.S.S. P.S.P. | GS.S. | Moyen
Mois |Janv|Fév {Mar |Avr |Mai | Juin |Juil | Aociit |Sept | Oct |Nov |Déc

Kétou 243 12,36 {233 {2,52 {261 {2,72 12,83 2,59 12,47 12,75 12,52 12,34 | 2,54
Calavi [4,57 {4,89 14,53 14,75 [5,29 15,90 |5,53 4,84 |4,80 |5,60 [4,97 1435 | 5,00

Graphe 11 :

Courbes de variation des rendements en huiles essentielles d 'E. citriodora

Valeurs (%)
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Juin
Juillet |

Mois de récolte

3
3
<
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Déc L
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Tableau 22:

Rendement saisonnier en huiles essentielles d’E. citriodora du site de Tovo (mai

1996-mars 1997)

Saison G.S.P. P.S.S. P.S.P. G.S. S Moyen

Mois Mai Juillet | Septembre | Novembre | Janvier | Mars

R%en% | 251 3,20 2,10 2,35 1,45 1,70 | 221
Graphe 12 :

Courbes de variation saisonniére des rendements en huiles essentielles

d’E. citriodora : site de Tovo

——————

N

Valeurs (%)

15

Mai Juitlet Septer. Novem. Jarvier Mars
Mols de récolte
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Tableau 23 : ,

Teneur en huiles essentielles d 'E. citriodora de Kansounkpa en fonction de ’age (en

nombre de mois) entre février 1995 et novembre 1996.

Mois | Fév | Avr | Juin | Aot} Oct | Déc | Janv | Mars| Mai | Juil | Sept | Nov

Age | 2 8 110 | 12 | 14 {16 | 17 | 19 ;| 21 {23 | 15 | 27

R™ 12,7012,90|3,60{3,10 (2,83]2,88|291{295]3,24|3,98]3,75]3,86

Graphe 13 :

Courbe de variation de la teneur en huiles essentielles d'E. citriodora de Kansounkpa en
fonction de 1I’dge (en nombre de mois) entre février 1995 et novembre 1996

Rendement

Valeursg en %

© 8 10 12 14 16 17 18 pal 3 % 27
Age a la récofte (nombre de mois)
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I1-5-2- COMPOSITION CHIMIQUE DES HUILES
ESSENTIELLES D’E. CITRIODORA DU BENIN

II-5-2-1- MATERIEL VEGETAL

Nous avons étudié la composition chimique de 42 échantillons de parties aériennes
séches d’E. citriodora dont : 24 échantillons entre octobre 1995 et septembre 1996
provenant de Calavi et de Kétou, 6 échantillons de mai 1996 & mars 1997 de Tovo et 12

échantillons de février 1995 a novembre 1996 provenant de Kansounkpa.

I1-5-2-2- RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les résultats des analyses ont été regroupés dans les tableaux 24 & 28. Nous avons
identifié 20 constituants chimiques illustrés par les figures 13 et 14 (sites de Tovo et

Kansounkpa).

Sur les quatre sites, le composé majoritaire est le citronellal (55 a 87%) ; a coté du
citronellal, on trouve I’isopulégol (3 a 13,8%), le néoisopulégol (1 a 4,70%), le citronellol,
’acétate de citronellyle et le méthyleugénol sont en proportion variable selon le site. 1l est
cependant important de souligner que le 1,8-cinéole qui se trouve en proportion trés élevée
(3 a 9,5%) dans les échantillons du site de Tovo, est sous forme de trace dans les
échantillons des autres sites. Il en est de méme du méthyleugénol et de I’acétate de
citronellyle qui se trouve en trace 4 Calavi, Kétou et Tovo mais a une proportion atteignant

4% dans ’huile essentielle de la plante adulte (27 mois d’4ge) & Kansounkpa.
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Figures 13 : a- Chromatogramme de I’huile esssentielle d’Z. citriodira de Tovo
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b- Impact électronique de I’huile esssentielle de E. citriodira de Tovo obtenu par couplage CPG/SM
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Figures 14 : a- Chromatogramme de I’huile esssentielle d . citriodira de Kansounkpa
b- Impact électronique de 1’huile esssentielle de E. citriodira de Kansounkpa obtenu par couplage CPG/SM
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Tableau 24a: Variation de la compositon chimique de I’huile essentielle d ’E. citriodora : site de

Calavi

COMPOSES PERIODES DE RECOLTE

IDENTIFIES Jan | Fév | Mar | Av | Mai | Juin | Juil | Ao | Sept | Oct | Nov | Déc
1-a-pinéne 03 | 0,2 tr {0141]013( 02 {020 | 0,20 { 0,20 | 0,40 | 0,80 | 0,10
2-B-pinéne 0,7 10,13 | 0,30 | 0,30 | 0,40 | 0,60 { 0,60 | 0,60 | 0,60 | 0,56 | 0,80 | 0,36
3-myrcéne 02 {044} 0,10 | tr tr tr [0l1610,15(016 tr {009 ] 0,10
4-limonéne tr 066 | tr | 009 | tr tr | 007 tr tr tr | 0,17 0,20
5-1,8-cinéole tr 0,5 | 0,30 ) 0,43 tr tr 0,08 tr tr tr 0,10 { 0,80
6-citronellal 80,5 | 81,7 | 78,0 | 79,04 | 85,9 | 87,03 | 85,9 | 81,10 81,70 | 84,80 | 82,0 | 76,40
7-néo-isopulégol 24 {19 | 1,70 | 1,60 | 2,00 | 1,80 | 1,50 | 2,70 | 1,10 | 2,20 | 1,80 | 1,90
8-linalol 1,7 1 0,80 { 0,60 { 1,90 { 1,60 | 1,30 | 1,46 | 1,30 | 1,30 | 1,00 | 1,10 | 0,80
9-isopulégol 6,5 | 4,90 | 4,30 | 580 | 5,60 | 4,60 | 4,30 | 6,20 | 3,20 | 5,00 | 4,60 | 4,80
10-trans-caryophylléne 0,98 | 0,50 | 0,05 | tr tr tr 1,00 | 0,70 | 0,50 | 0,45 | 0,80 | 0,80
10a-iso-isopulégol* 0,2 tr tr tr tr tr tr 0,60 tr r 0,10 tr
10b-néo-iso-isopulégol* 0,2 tr tr tr tr tr tr 0,40 | tr tr | 030 | tr
11-acétate de citronellyle tr 1,50 | 2,20 | 0,17 { 0,10 tr tr tr - tr tr 5,70
12-y-6léméne tr 0,20 tr - tr - tr 0,08 - - 0,10 | 0,09
13-acétate de géranyle - 1020 - tr | 020} tr tr tr - - - -
15-citronellol 35 {350 | 680 | 3,95 | 3,20 | 3,25 | 3,60 | 4,20 | 3,10 | 4,30 | 3,50 | 6,80
15-acétate de phénylethyle tr | 014} tr | 0,08 - tr tr | 0,10 | tr tr | 008 | tr
16-méthyleugénol tr 050001 tr tr tr tr - - tr tr tr
17-p-mentha-3, 8-diol** - 0,04 1 0,02 | - - tr - - - - 005 tr
18-p-mentha-3, 8-diol** - 0,1 r - tr - - - - - 1009} tr

* . Présents dans tous les échantillons d’huiles essentielles d’Eucalyptus citriodora

** : Jsoméres non identifiés
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Tableau 25a: Variation de la composition chimique de 'huile essentielle d ’E. citriodora : site de

Kétou

COMPOSES PERIODES DE RECOLTE

IDENTIFIES Jan | Fév | Mar | Av | Mai | Juin | Juil | Ao | Sept | Oct | Nov | Déc
l-a-pinéne 0,4 0,3 0,1 0,24 | 0,23 0.3 0,35 1030 1] 033 ] 030 ) 0,80 | 0,20
2-B-pinéne 081 | 021 | 042|033 ]| 051 (059|061 |071] 07 065] 089 | 047
3-myrcéne 0,3 0,54 | 020 | 0,03 { 006 | 0,04 { 0,25 | 0,26 | 0,24 | 0,02 | 0,09 | 0,10
4-limonéne 01 (076 | 016|019 009} 01 | 017008 01 | 0,13 {0727 | 0,30
5-1,8-cindole 0,11 | 059 | 0,41 | 053 | 012 | &« | 008 | 01 | 0,12 | 0,16 | 0,10 | 0,80
6-citronellal 63,62 | 61,63 | 62,14 | 64,02 | 74,44 | 82,19 | 80,88 | 77,03 | 76,12 | 80,22 | 77,59 | 65,52
7-néo-isopulégol 2,51 | 2,01 182 ¢ 1,77 | 2,158 { 1,93 | 1,62 | 2,81 1,22 | 233 | 1,92 | 2,03
8-linalol 1,81 | 0,89 | 0,72 | 2,09 { 1,73 | 143 | 1,5 | 1,40 | 1,41 | 1,11 | 1,12 | 0,92
9-isopulégol 12,79 | 1381 | 10,53 | 922 | 746 | 537 | 4,30 | 5,72 | 6,64 | 4,65 | 550 | 832
10-trans-caryophylléne 097 [ 0,53 ] 0,05 | r tr tr | 1,09 ] 0,78 | 05 | 055 ] 0,79 | 0,80
10a-iso-isopulégol* 0,2 0,09 { 0,13 tr 0,1 tr Ir 0,60 tr tr 0,10 | 0,13
10b-néo-iso-isopulégol* 0,31 tr 0,08 0,1 tr 0,07 tr 0,50 i 0,09 | 0,30 tr
11-acétate de citronellyle 0,1 1,56 { 4,43 | 0,27 | 0,21 T 0,15 tr 0,03 0,1 1,6 5,70
12-y-&1éméne 0051023]007] e« {013 | &« | 01 |008]| - |00 | 009
13-acétate de géranyle r |02 tr - o3| u - o1} wu - tr -
14-citronellol 12,03 | 12,78 | 12,91 { 10,90 | 854 | 4,64 | 4,11 | 537 | 589 | 4,35 | 540 | 9,67
15-acétate de phénylethyle | 0,05 | 0,19 | 0,08 tr tr - 0,10 tr 0,05 tr 0,11 r
16-méthyleugénol 0,26 | 0,49 | 0,01 tr - ir tr - - 0,06 tr tr
17-p-mentha-3, 8-diol** - 0,04 | 00,02 - - tr - tr 0,03 - 0,05 tr
18-p-mentha-3, 8-diol** tr 0,1 tr - tr - tr - tr - 0,8 tr
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Tableau 26a :Variation saisonniére de la composition chimique de I’huile essentielle d’E.

citriodora : site de Tovo (mai 1996-mars 1997)

COMPOSES PERIODES DE RECOLTE
IDENTIFES GSP PSS PSP GSS
Mai Juillet { Septembre | Novembre | Janvier { Mars
1-a-pinéne 0,20 0,20 0,40 0,20 0,85 0,63
2-B-pinéne 0,20 0,20 0,40 0,30 0,80 0,60
3-myrcéne 0,26 0,20 0,50 0,26 0,96 0,73
4-limonéne 0,40 0,37 0,80 0,40 1,30 1,05
5-1,8cinéole 2,90 2,90 5,80 3,80 9,50 7,80
6-citronellal 72,60 72,10 67,60 70,40 63,60 | 65,30
7-néo-isopulégol 2,80 3,10 4,70 3,70 3,90 4,30
8-linalol 0,15 0,10 0,17 0,10 0,25 0,22
9-isopulégol 6,80 8,10 10,30 9,30 7,50 8,90
10-trans-caryophylléne 2,10 1,50 1,10 1,10 0,57 0,84
10a-iso-isopulégol* 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
10b-néo-iso-isopnlégol* 0,50 0,50 0,60 0,50 0,40 0,70
11-acétate de citronellyle 0,40 0,37 0,26 0,35 0,09 0,15
12-y~<€1éméne 0,30 0,20 0,10 0,15 0,06 0,10
13-acétate de géranyle tr tr tr tr tr tr
14-citronellol 7,30 7,60 4,17 6,60 2,10 3,15
15-acétate de phénylethyle ir tr 0,05 0,06 tr tr
16-méthyleugénol tr tr 0,07 tr tr tr
17-p-mentha-3,8-diol** tr tr tr 0,02 tr tr
18-p-mentha-3,8-diol** tr tr 0,04 tr tr tr

* : Présents dans tous les échantillons d’huiles essentielles d’ Eucalyptus citriodora
** . Isomeres non identifiés
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I1-5-3- INFLUENCE DU LIEU ET DE LA PERIODE DE
RECOLTE SUR LA COMPOSITION CHIMIQUE

On remarque que ’huile essentielle d’E. citriodora en provenance de Calavi est plus
riche en citronellal (>76% ) que celle d’origine de Kétou (tableau 27, graphe 17). La
différence la plus importante, de 11 a 20%, couvre toute la grande saison séche et s’étend
jusqu’au début de la grande saison des pluies (décembre a avril ). De mai a novembre, leurs
teneurs sont presque voisines: A~5%, excepté le mois de mai. Elles varient mensuellement de
76 a 86%. Parallélement, les proportions d’isopulégol diminuent de 7,5 & 3,2% et de 13,8 a
4,3% sur les sites de Calavi et Kétou, de méme que celles du citronellol de 13,8 a 4,1%

uniquement sur le site de Kétou et tournent presque autour de 3,5% sur le site de Calavi.

Les baisses des taux de citronellal semblent se compenser par les hausses des taux en
isopulégol et en citronellol. La somme de ces composés tourne autour d’une moyenne de

91% pour le site de Calavi et de 88% pour le site de Kétou.

Tableau 27 :

Variation des composés majoritaires des huiles essentielles d 'E. citriodora sur les sites de
Calavi et de Kétou.

Constituants | Lieux de GSS GSP PSS PSP GSS

Majoritaires | récolte | Jan | Fév | Mar | Avr | Mai | Juin | Juil | Ao | Sept| Oct | Nov | Déc

Citronellal | Calavi |80,5(81,7|78,0/79,0|859(87,0(859(81,1|81,7|84,7|82,0]764

Kétou |63,6]61,6]62,1{64,0|74,482,2180,9177,0}76,1]80,2{77,6|65,5

> 2

Isopulégol | Calavi | 6,5 | 49|43 |58 5646|4362 (325046148

2

Kétou {12,8113,8110,5/9,2217,46]5,3714,30{5,72{6,64|4,65|5,5018,732

> b

Citronéllol | Calavi | 35 135|168 [395|321335/36|42]31]|43|35]68

2 2 2

Kétou 12 113,8112,91109[8,5414,63{4,1115,37} 5,9 {4,35{5,40|9,67

Total Calavi | 90,4 190,2 |89,18838/94,7| 95 |93,8|91,588,094,0]/90,1 /88,0

Kétou |88,4)883)85,5|84,190,4[92,2|89,388,1]88,6]89,2]88,5]83,5
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I1-5-4- INFLUENCE DE L’AGE DE LA PLANTE
SUR LA COMPOSITION CHIMIQUE DE
L’HUILE ESSENTIELLE

Douze prélévements de parties aériennes ont été effectués dans le jeune peuplement
d’E. citriodora de Kansounkpa a partir de 6 mois aprés la mise en terre jusqu’a 27 mois. Les
résultats analytiques des huiles essentielles révélent une faible augmentation des taux de
citronellal qui passe de 72% a ’dge de 6 mois 4 80% a I’dge de 27 mois avec des maxima
allant jusqu’a 85% (mois de juillet, grande saison des pluies). On remarque qu’a I’dge de 10

mois, le taux de citronellal atteint déja plus de 82% (mois de juin, grande saison des pluies).

Quant aux autres composés majoritaires, leurs pourcentages élevés au début,
diminuent pendant la croissance de la plante. Le méthyl eugénol (2 a 4,7%), absent dans les

échantillons d’huile provenant des feuilles adultes, se retrouve dans les jeunes plants.

Les résultats montrent que 1’E. citriodora du Bénin sur le site de Kansounkpa est
caractérisé par une huile essentielle suffisamment riche en citronellal (82,4% ) dés ’age del0

mois avec un rendement en huile de 3,6% et qu’il est influencé par la saison des pluies.
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Tableau 28a:
Variation en fonction de I’age de la compositon chimique de I'huile essentielle d 'E. citriodora du site

de Kansounkpa (février 1995-novembre 1996)

COMPOSES AGE (en monbre de mois), MOIS DE RECOLTE

IDENTIFES 6 8 10 12 14 16 17 19 21 23 25 | 27

Fev Avr | Juin { Aolt | Oct Déc | Janv | Mars | Mai Juil | Sept | Nov

1-0-pinéne 008 {023 | 0241 015] 010 010 v [001]013] @ rr | 0,25
2-B-pinéne 0,26 | 030 | 0,26 | 0,20 | 030 | 0,15 | 0,20 | 026 | 030 | tr | 040 | 0,60
3-myrcéne 0,10 | 020 | 020 | 0,20 | 0,10 | 005 [ & | 0,20 | 0,11 | 0,20 | 0,16 | 020
4-limonéne 0,03 | 020} 020 {030 ]005]013| tr | 005] 009|010 010 | 040
5-1,8~cinéole 0,10 | 0,30 | 0,26 | 030 | 0,13 | 0,20 | 0,10 | 0,10 | 0,17 | 0,50 | 0,40 | 0,30
6-citronellal 72,20 | 77,91 | 82,40 | 81,05 | 78,80 | 78,10 | 78,70 | 81,55 | 83,5 | 85,20 | 79,30 | 80,13
7-néo-isopulégol 380 | 285 | 1,50 | 1,40 | 2,50 | 1,20 | 2,00 | 2,05 | 1,90 | 1,30 | 2,70 | 3,60
8-linalol 025026 [ 020|030 | &« | 047|014 010 ] 0,17 | 025 ] 0,16 | 020
9-isopulégol 8,40 | 6,60 | 335 | 3,40 | 530 | 6,20 | 540 | 4,50 | 4,40 | 3,00 | 59 | 7,30

10-trans-caryophyliene | 0,50 | 0,45 | 0,74 | 0,60 | 0,80 | 0,30 | 0,60 | 0,72 | 0,50 | 0,90 | 0,50 | 0,50
10a-iso-isopulégol® 020 | tr u tr r (04| tr r | 010|010
10b-néo-iso-isopulégol* | 0,60 | tr tr r | 035{024 040|030} & |o0120]03 | 050
11-acétate de citronellyle | 1,40 | 1,30 | 1,30 | 1,33 | 1,20 | 1,50 | 1,60 | 1,50 | 1,10 | 030 | 2,30 | 1,60
12-y-¢lémene 040 | 0,50 | 0,50 | 030 | 060 | t | 050 | 063|025 & | 050 | 040

13-acétate de géranyle 030 | 0,14 | 0,30 | 0,30 | 030 tr 030 | 0,23 | 0,30 § 0,30 { 0,20 | 0,15

14-citronellol 3,30 | 2,50 | 2,01 | 2,10 | 2,80 | 2,70 | 3,10 | 2,90 | 1,85 | 2,20 | 2,40 | 2,20
15-acétate de phénylethyle | ¢ | 0,10 | 0,13 { 0,13 | &« | 010 | 0,10 | & | 011 | +tr tr tr
16-méthyleugénol 4,70 | 2,70 | 2,60 | 3,00 [ 3,70 | 3,90 | 3,50 | 3,10 | 2,20 | 2,00 | 3,40 | 2,30

17-p-mentha-3.8-diol* | 016 | « | 008 [ 005| « | 010 020 | 010 | 004 | - -

18-p-mentha-3,8-diol* | 020 | 0,09 | 0,10 | 0,04 | & | 010 | 020 | 0,10 | 0,08 - -
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Formation de l'isopulégol et de trois de ses isomeéres

L'isopulégol et ses isomeres peuvent étre obtenus a partir du (+)-citronellal
en milieu acide selon le schéma réactionnel suivant:

ou
H
/
(+)-Citronellal

|

+ +

+
HO : HOM HO HO""
N ZaN
(-)-isopulégol (+)-néoisopulégol (+)-néoisoisopulégol (+)-isoisopulégol

La préférence pour le (-)-isopulégol est en accord avec la structure de I'état

de transition que l'on peut représenter en l'assimilant a celui admis pour une
ene-réaction:

H
cuf
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II-5-5- COMPARAISON DE NOS RESULTATS AVEC
CEUX DE LA LITTERATURE

Dans le but de situer les huiles essentielles d’E. citriodora du Bénin que nous avons
étudiées par rapport aux essences étrangéres, nous avons comparé nos €chantillons a ceux

des auteurs.

Par leurs taux de citronellal d’environ 80% et d’isopulégol atteignant 7,5%, les
huiles essentielles de Calavi et de Kansounkpa ressemblent aux échantillons de I'Inde (165)
et d’Australie (92). Ils s’en différencient par leurs taux de citronellol généralement plus
faible, 2,2% a Kansounkpa et 3% a Calavi.

A Tovo, le taux de citronellal qui oscille entre 63,6 et 72,6% le rapproche de
I’échantillon de Madagascar (131) mais avec une teneur plus élevée en isopulégol (environ
7%), alors que cette teneur est entre 16,6 et 18% a Madagascar. Les échantillons en
provenance de Kétou ressemblent beaucoup plus a I’échantillon de Madagascar que celui de
la Chine (162).

II-5-6- CONCLUSION

L’étude de la composition chimique des huiles essentielles d’Eucalyptus citriodora
d’origine béninoise montre I’existence d’un taux élevé en citronellal (>80% ) sur le site de

Calavi.

Compte tenu d'une part, de l'influence du lieu et de la période de récolte et d'autre
part, de l'influence de I'dge de la plante sur la composition chimique de I'huile, une huile
essentielle de qualité de teneur élevée en citronellal peut étre obtenue de mai a juillet et avec
un rendement de 4 4 6% lorsque le végétal provient de Calavi. Les caractéristiques des huiles
obtenues correspondent a celles retenues par les normes AFNOR et ISO et peuvent permetire
d’atteindre des débouchés en parfumerie. Sa vulgarisation au Bénin mérite d’étre encouragée

car elle peut présenter pour le pays un intérét économique important.
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1I-6- EUCALYPTUS GLOBULUS LABILL

11-6-1- ASPECT BOTANIQUE

Eucalyptus globulus est un arbre qui se développe trés rapidement avec un port

général pyramidal dans le jeune dge et en vieillissant, ses ramifications sont mal équilibrées.

Son écorce s’exfolie en grandes plaques sur le tronc. En dessous de cette écorce
détachée, le tronc apparait lisse, de couleur gris ardoisée. C’est un arbre qui se brise

aisément sous I’action de vents un peu forts.

Les feuilles jeunes sont polymorphes selon qu’elles proviennent des jeunes plants ou
de rameaux plus agés. Les feuilles jeunes opposées, sont disposées horizontalement sur les
rameaux, ovales oblongues, a pétioles trés courts, pratiquement sessibles et embrassantes,

blanchatres et pruineuses. Elles sont portées par des tiges quadrangulaires ailées.

Les feuilles adultes sont persistantes, alternes, coriaces, en forme de faux trés
acuminées, non spitilées, pétiolées. Le limbe a faces semblables est entier, atténué et
oblique a la base. Elles sont disposées verticalement par rapport aux rameaux et sont

portées par des tiges cylindriques.

Les feuilles renferment de I’huile essentielle dont le constituant principal est le 1,8-
cinéole. Il est accompagné de carbures terpéniques (o et Spinéne, camphéne, p-cyméne. .. ),

de carbures sesquiterpéniques ( aromadendréne, alloaromadendréne ) et d’alcools (a-

terpinol, terpinéne 4-ol, globulol...)

Les feuilles jeunes fournissent une essence caractérisée par une abondance

d’hydrocarbures monoterpéniques et une légére augmentation du taux de 1,8-cinéole.
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Les feuilles agées donnent une essence ou le taux d’a- terpinéol, d’acétate d’a-
terpényle et de globulol augmente, ce qui confirme I’hypothése de la biosynthése tardive de

ces dérivés oxygénés.

11-6-2- EMPLOIS

L’huile essentielle extraite des feuilles est beaucoup utilisée en pharmacie, en

cosmeétique et autres, a cause de ses propriétés antiseptiques et bactéricides.

Le tableau 29 résume son utilisation dans le domaine de la santé.

Tableau 29:

Eucalyptus globulus ; champs d’action de I’huile essentielle

Domaine Champs d’action Voies
d’intervention
Pneumologie Bronchite (catarrhale bactérienne) | Cutanée a visée mucolytique

expectorante et anti infectieuse
respiratoire (facultative)

O.R.L. Pharyngite, rhinite rhinopharyngite | Respiratoire (facultative)
sinusite
Mycoses cutanées Cutanee (a visée antifongique)
Dermatologie ) )
Dermites bactériennes et | Cutanée, orale
candidosique
Ophtamologie Conjonctivite infectieuse Bain oculaire
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11-6-3- HUILES ESSENTIELLES D’E. GLOBULUS :
TRAVAUX ANTERIEURS

La plupart des travaux antérieurs donnent le 1,8-cinéole comme étant le composé
principal (47,0 a plus de 70,0%) de I’essence. Les alcools sesquiterpéniques représentatifs

sont les a-, - et y-eudesmols avec un taux total entre 1 et 13,0%.

En 1981, les travaux de S. FRAZAQO (180), sur l'huile essentielle d’Fucalyptus
globulus du Portugal ont montré qu’elle est essentiellement riche en 1,8-cinéole (78,4%),

surtout celle obtenue a partir des feuilles adultes.

AHMADOUCH et coll. (156) identifient, en 1985, le 1,8-cinéole (66%) et I'a-

pinéne (5,2%) comme produits majoritaires.

Le 1,8-cinéole et I’a-pinéne sont les deux constituants reconnus majoritaires dans
I’échantillon en provenance de I’ Afrique du Sud (48,7 et 28, 6%) (145), du Burundi (63,8
et 8,8%) (147) et d’Uruguay (64,5 et 23,9% ) (154).

En 1995, J. C. CHALCHAT et al. (179) annongent la présence de 1,8-cinéole
(71,2% ), du p-cyméne (8,2%) et d’a-pinéne (6,2% ) dans I’essence d’Eucalyptus globulus

de Rwanda.

D. J. BOLAND et coll. (92) trouvent dans ’espéce cultivée en Australie, le 1,8-

cinéole (69,3%) et I’a~-pinéne (10,7% ) comme composés principaux.

Dans un échantillon béninois, M. A. AYEDOUN (149) a identifié le 1,8-cinéole a un
pourcentage de 56,7%, le p-cymeéne a 10,5% et I’a-pinéne a 7,1% .

BAKER et SMITH (1920) (104) puis aprés GILDEMEISTER et HOFFMANN
(1961) (184) ont trouvé I’espéce globulus subsp. globulus (Syn. Fucalyptus gigantea)
caractérisée par les constituants comme 1,8-cinéole, a-pinéne, l-pinocarvéol, a-terpinéol,

aldéhyde isovalérique globulol et des sesquiterpénes.
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1,8-cinéole (38-65%), o-pinéne, a-, P-, y-eudesmols sont les constituants
caractéristiques mis en évidence par PENFOLD et MORRISON (1930) dans I’espéce
Eucalyptus globulus subsp bicostata (Syn. Eucalyptus bicostata) (182).

Dans les fruits de cette espéce, MISHIMURA et al. (1979) identifiérent
I’aromadendréne, le globulol, le 1,8-cinéole et I’alloaromadendréne comme constituants

majeurs (183).

Toujours dans les fruits, BASLAS et SAXENA (1984) caractérisent 1,8-cinéole
(73%) comme constituant majoritaire. Ils identifient 27 autres composés dont le méthyl

eugénol, et le carvacrol (184).

II-7- HUILES ESSENTIELLES D’EUCALYPTUS
GLOBULUS DU BENIN : NOS TRAVAUX

L E. globulus est une espéce trés peu représentative au Bénin. On la trouve souvent
disséminer dans les plantations d’E. camaldulensis et aux bords des routes comme arbres

ornementaux.

I1-7-1- COMPOSITION CHIMIQUE DES HUILES
ESSENTIELLES D’E. GLOBULUS DU BENIN

Nous avons étudié la composition chimique de deux échantillons provenant des sites

de Séme et Pahou. Les parties aériennes ont été récoltées en aolit 1996.

Les rendements en huiles essentielles obtenues par entrainement a la vapeur sont de

1,2% pour le site de Séme et 1,4% pour celui de Pahou.
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Tableau 30a: Composition chimique des huiles essentielles d ’E. globulus du Bénin

COMPOSES LIEUX DE RECOLTE
SEME PAHOU
a-pinéne 6,1 10,66
a-thujéne 0,20 tr
camphéne tr 0,03
B-pinéne 0,60 0,18
sabinéne 0,30 0,01
a-phellandréne r 0,09
myrcéne 4,0 tr
limonéne 1,33 33
1,8-cinéole 65,70 69,10
V- terpinéne 6,90 0,06
p-cyméne 5,10 0,43
terpinoléne 0,10 0,04
cryptone 2,20 tr
terpinen—4-ol 1,40 0,22
p-caryophylléne 0,10 0,03
o-terpinéol 0,80 0,70
aromadendréne 0.20 1,63
alloaromadendréne 0.10 0,74
bicyclogermacréne 0,17 ir
épiglobulo 0,10 0,80
globulol 0,20 533
viridiflorol 0,10 0,63
1-eudesmol 0,60 0,40
B-eudesmol 0,80 0,50
TOTAL 96,50 94,86
Composés non identifiés 3,10 514
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L’analyse chimique de ces deux huiles fait apparaitre le 1,8-cinéole comme composé
majoritaire avec des taux de 65,7 et 69%. Il est suivi d’a-pinéne (6 a 10,7%); ces
composés sont présents dans les deux échantillons. D’autres constituants comme le myrcéne
(4%), le y-terpinéne (7%), le paracyméne (5%) ont été trouvés dans I’échantillon provenant
du site de Sémé alors qu’ils sont sous formes de traces dans celui de Pahou. Par contre ce
dernier contient, comme second et exclusif composé, le globulol a 5,3% avec dans une

moindre mesure le limonéne (3,3%).

II-7-2 COMPARAISON DE NOS RESULTATS AVEC
CEUX DE LA LITTERATURE

L’huile d’origine de Pahou ressemble a s’y méprendre a celle d’Australie signalée
par D. J. BOLAND (92) qui a donné des pourcentages en 1,8-cinéole de 69,3% et d’a-
pinéne de 10,7%. Celle de Sémé se rapproche de I’échantillon du Burundi rapporté par M.
DETHIER et coll. en 1994 (147) avec 63,8% de 1,8-cinéole et 8,8% d’a-pinéne. Par
contre, la présence des composés secondaires comme le paracyméne, le y-terpinéne et le

myrcéne n’ont pas été signalés par cet auteur.

I1-7-3- CONCLUSION

Il ressort de I’étude de la composition chimique de I'huile essentielle d’E. globulus
d’origine béninoise prélevée sur deux sites et pour la période de récolte (aoiit 1996) que la
teneur en 1,8-cinéole est proche de celle de la norme NFT 75 113 (fixant pour une huile a
usage médicinal le taux de 1,8-cinéole > 70%) pour le site de Pahou (69%) mais demeure
en deca (65,7%) pour le site de Sémé. L’huile essentielle d ’E. globulus d’origine de Sémé
ne peut donc avoir un usage médical qu’aprés rectification. Des études doivent étre
effectuées sur toutes les autres périodes de I’année afin de tirer une conclusion plus générale

et définitive,
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II-8- EUCALYPTUS TERETICORNIS SMITH

I1-8-1- ASPECT BOTANIQUE

L 'Eucalyptus tereticornis est un arbre pouvant atteindre 30 a 45m de haut.

Cet arbre ressemble beaucoup a 1’Eucalyptus camaldulensis mais il s’en distingue
par I’opercule de ses boutons floraux, la pédicelle de ses fruits généralement plus robuste et

son feuillage un peu luisant.

Il résiste moins bien aux sécheresses que 1'Eucalyptus camaldulensis.

La multiplication est facile par semis et par les souches qu’il rejette aprés abattage. Il

a un enracinement profond et étendu.

11-8-2- EMPLOIS

L’Eucalyptus tereticornis est utilis€ en tant que bois de construction comme pilotis
ou dans la fabrication de la pate a papier. 11 peut servir comme plante ornementale ou brise-

vents.
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11-8-3- COMPOSITION DE L°’HUILE ESSENTIELLE :
TRAVAUX ANTERIEURS

Les différentes investigations bibliographiques des travaux effectués sur I’Eucalyptus

tereticornis montrent 1’existence de 3 types chimiques.

11-8-3-1- CHEMOTYPE A 1,8-CINEOLE

La teneur de ce composé est généralement supérieure a 20%. Il est souvent

accompagné d’a- et B-pinéne a taux généralement variables.

Pour les huiles essentielles du Congo (97a), de I’'Inde (185), du Maroc (142) et du
Rwanda (179), la teneur en 1,8-cinéole est comprise entre 20 et 30%. Celle d’a-pinéne et
de B-pinéne étant respectivement de 11,8 et 7,1% pour le Congo (97a), 20,69 et 21,24%
pour I'Inde (185), 13,0 et 1,0% pour le Maroc (142).

D’autres échantillons en provenance de I’Inde (186), du Cuba (187) et d’Australie
(103) ont un pourcentage en 1,8-cinéole supérieur a 30%. L’o-pinéne et le B-pinéne y sont

absents sauf dans I’échantillon de I’Inde (13,14 et 2%) (186).

Dans tous les échantillons de ce type, le taux de p-cyméne est inférieur a 6% sauf
dans I’échantillon du Rwanda (179) ou il atteint 17,16%. Dans ce méme échantillon, on y
retrouve la cryptone (10,77%) rencontrée en trés faible teneur (0,9%) dans un échantillon

d’origine congolaise.

L’échantillon du Mali (155) a une teneur élevée (62%) en 1,8-cinéole
comparativement aux échantillons précédemment cités suivi d’a-pinéne (16,0%), d’a-

terpinéol (9,0%) et de limonéne (5,0%).
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11-8-3-2- CHEMOTYPE A P-CYMENE

Ont été recensés pour cette variété:

Les travaux de De RISCALA en 1976 (188) qui mettent en évidence le p-cymeéne a
un taux de 75% suivi de la cryptone (5,5%).

Celui de DELLACASSA qui, en 1990, révéle la présence de p-cyméne a un
pourcentage de 28,8% et de cryptone (19,5%) (154).

Enfin, celui de BIGNEL (151) qui met en évidence le p-cyméne (27,74%) et la
cryptone (14,95%) dans I’huile en provenance d’ Australie.

Dans ces 3 échantillons le pourcentage d’a-pinéne est inférieur a 2% et celui de 1,8-

cinéole a 10%.

I1-8-3-3- CHEMOTYPE A B-PINENE

Dans la bibliographie que nous disposons, nous avons recensé les travaux de :

LAMATY, MENUT et KIYABOU (97b), réalisés en 1986 sur un échantillon congolais, qui

montre que le B-pinéne est majoritaire (21,4%).
BOLAND et coll. en 1991 (92a) qui ont permis de I’identifier a un taux de 17,21%.

Dans ce chémotype, on remarque la présence d’c-pinéne et de 1 8-cinéole
respectivement dans les proportions de 10,3 et 12,4% pour le Congo (97), 15,47 et 8,60%
pour celui d’ Australie (92).
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TABLEAU 31

Principaux constituants de I'huile essentielle d' Eucalyptus tereticornis décrits par les auteurs

De Riscala Shiva Lamaty, Menut, Panda | Miranda | Lassak | Mehra | Dellacassa Boland Zsira | Sohounhloué | Bignel Garry
Auteurs (188) (185) Kiyabou (186) | (187) | (103) | (113 (154) (92) (142) (171) (151) | Chalchat
(Référence) 1976 1984 o) 1987 1987 1988 198 1990 1991 1992 1996 1996 (179)
Année 1986 1996
; ine Argentine Inde Congo Inde Cuba_ | Australie [ Inde .Umguay Australie Maroc Bénin Australie | Rwanda
r;a—xfie distillée Feuilles Feuilles 570“3%;) (;:;/‘3;;2 Feuilles | Feuilles | Feuilles | Feuilles| Feuilles Feuilles Feuilles Feuilles Feuilles | Feuilles
a-Piné¢ne 2 11,11-37,80 11,8 10,3 13,14 - - 20,69 0,5 15,47} 1-27 13,0 1,63 1,51 1,92
B-Pinéne - 11,87-31,49] 7,1 21,4 2,0 . - 21,24 - 17,21} 0,1-18] 1,0 7,83 0,12 | 0,45
p-Cyméne 75 7,40-44,12 2,8 6,7 4,5 - - 6,18 28,8 5,74 | 0,4-6 - - 27,74 | 17,16
Cinéole-1,8 1 10,95-50,72 25,9 12,4 37,5 40 45 22,83 6,5 8,60 1 0,1-33] 28,2 0,52 8,45 20,058
| Limondne - - 9.5 35 - - - 4,76 0,9 3,53 4-19 - 0,65 2,06 2,53
Cryptone 5,5 - 0,9 - - . - - 19,5 - - - - 14,95 | 10,77
Cuminaldéhyde 11 - - - - - - - 6,2 - - 0,9 - 4,99 3,20
a-Phellandréne 55 - - - - - - 12,78 - 0,25 1 0.5 - - 1,85
o-Terpinéol - - 4,3 12,9 30 - - - - 2,48 0,3-6 37 0,97 - 4,23
(Z,Z)-Farnésol - . - . . - - - . - - - 8,42 . .
(E.E)-Farnésol - - - . - - - - . - - - 56,51 - -
(E,Z)-Farnésol - - - - - - - - - - - - 12,56 - -
| (E,E)-Acétate de Farnésyle . - - - - . - - - - . . 4,34 .
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I1-9- HUILE ESSENTELLE D’E. TERETICORNIS
DU BENIN : NOS TRAVAUX

I1-9-1- TENEUR EN HUILE ET COMPOSITION
CHIMIQUE

Notre étude a porté sur trois échantillons d’huiles essentielles d’E. fereticornis
récolté sur trois sites (Pahou dans le sud, Agamey et Aplahoué dans le département du
Mono & lintérieur du pays). Des feuilles adultes ont été récoltées entre novembre et
décembre 1997.

Aprés extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau, les
teneurs obtenues sont respectivement de 1,4, 0,9 et 1,2%.

Le tableau 32a présente la composition des huiles essentielles obtenues sur les trois
sites, 31 composés chimiques ont été identifiés.

On note une grande différence entre les compositions chimiques des huiles
essentielles provenant de I'intérieur (Agamey et Aplahoué) et celle provenant de Pahou au
sud.

Les huiles essentielles d’origine de Agamey et de Aplahoué sont caractérisées par la
présence des dérivés de farnésol a un taux respectif de : (E-E)-farnésol 65,48 et 60,55%,
(E-Z)-farnésol 10,65 et 11,25%, (Z-Z)-farnésol 4,82 et 6,24%, et (E-E)-acétate de
farnésyle 3,43 et 5,66%. A eux seuls, ces composés représentent respectivement les 84,38
et 83,7% des constituants identifiés dans ces deux échantillons d’E. tereticornis de ces
localités.

Le 1,8-cinéole (64,15%) est le composé majoritaire identifié dans I’huile essentielle
d’E. tereticornis de Pahou. 1l est suivi d’a-pinéne (10,60%), de limonéne (5,65%) et d’a-
terpinéol (6,20%). La somme des teneurs en 1,8-cinéole, en limonéne et en a-terpinéol
constitue les 76% des composés identifiés dans cet échantillon de Pahou.

En lieu et place d’a-pinéne pour les huiles de Agamey et d’Aplahoué, on trouve le

B-pinene (5,69 et 5,97%), le limoneéne et I’a-terpinéol y sont en faibles proportions.




du Bénin

Composés Lieux de récolte

Pahou Agamey Aplahoué
o-thujéne 0,18 tr tr
o-pinéne 10,6 1,35 1,53
a-fenchéne tr tr tr
camphéne 0,15 tr tr
B-pinéne 0,10 5,69 597
myrcéne 0,20 tr tr
a~terpinéne tr tr tr
p-cyméne 0,90 0,56 0,25
limonéne 3,65 0,52 0,68
1,8-cinéole 64,15 0,65 0,52
(Z)-p-ociméne - 0,52 0,62
y-terpinéne 0,40 - -
terpinoléne 0,10 tr tr
a~phellandréne 1,50 0,10 0,10
fenchol 0,09 tr ir
terpinén-4-ol 0,09 0,10 0,10
o-terpinéol 6,20 0,83 1,70
y-é1éméne 1,40 u ir
aromadendréne 0,40 tr tr
alloaromadendréne 0,40 tr tr
viridiflorol 1,29 tr tr
T-nérolidol - 1,47 1,73
spathulénol 0,40 'I tr
épiglobulol 0,10 0,15 0,25
globulol 0,20 0,25 0,40
B-eudesmol 0,20 " -
o-eudesmol 0,20 B -
(Z,Z)-farnésol Lig 4,82 6,24
(E,E)-farnésol tr 65,48 60,55
(E,Z)-farnésol tr 10,65 11,25
(E,E)-acétate de
farnesyle tr 3,43 5,66
Rendements (%) 1,4 0,9 1,2
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Tableau 32a: Composition chimique de ’huile essentielle d Eucabyptus tereticornis
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11-9-2- COMPARAISON DE LA COMPOSITION
CHIMIQUE DES HUILES ESSENTIELLES DU BENIN
AVEC CELLES DE LA LITTERATURE

Des trois échantillons analysés, seul I’échantillon de Pahou ressemble a celui de Mali
(155) avec un taux en 1,8-cinéole, 64,15 contre 62%, d’a-pinéne 10,6 contre 16% et d’a-

terpinéol 6,20 contre 2,2%, le limonéne ayant une teneur presque égale (5,65 et 5,8%).

Le méme échantillon de Pahou se rapproche un peu de ceux de I’Inde (186), de
Cuba (187) ou d’Australie (103) mais avec un taux en 1,8-cinéole plus élevé. L’a-pinéne
identifié dans I’échantillon béninois avec une teneur de 10,60% ne se retrouve pas dans les

échantillons de Cuba (187) et d’ Australie (103).

Les deux autres échantillons riches en isoméres de farnésol sont spécifiques du
Bénin. Il n’a été signalé qu’une seule fois, en 1996, par SOHOUNHLOUE and al. (171) et
dans un seul échantillon béninois avec un taux en (E-E)-farnésol de 56,51% et celui des

autres compose€s presque égaux.

I1-9-3- CONCLUSION

Nos résultats analytiques sur la composition chimique des huiles essentielles
d’Eucalyptus tereticornis du Bénin ont permis de mettre en évidence I’existence de deux
chémotypes :

- a Pahou, le chémotype a 1,8-cinéole

- a Agamey et Aplahoué, le chémotype a (E, E)-farnésol dans cette espéce

béninoise.

Nos résultats viennent confirmer celui obtenu par SOHOUNHLOUE et son équipe
en 1996 (171) et prouve que | 'Eucalyptus tereticornis a chémotype (E, E)-farnésol est une

espéce de type béninois car jamais identifiée dans les autres pays jusqu’a présent.
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Notons qu'actuellement le farnésol est trés utilisé dans l'industrie pharmaceutique et

cosmétique.

En effet, il entre pour 0,3% dans la préparation des poudres et déodorants
masculins, ils inhibent la prolifération de certains germes bactériens responsables de
certaines affections de la peau. Le farnésol est sans effet néfaste sur la flore cutanée.

(DRAGOCO Report 1998, 2 (juin), 94, 95 )

A titre d’illustration, voici les formules des isoméres de farnésol et celle de (2E, 6

E)-acétate de farnésyle.

£ (A
on OR
(2E, 6 E)-farnésol (2 Z, 6 Z)-farmésol
E
Z
€ £
[e) B
O-Ac

(2E, 6 Z)-famésol (2E, 6 E)-acétate de farnésyle
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I1-10- EUCALYPTUS TORELLIANA F. MUELL

11-10-1- ASPECT BOTANIQUE

L Eucalyptus torelliana est un arbre pouvant atteindre 30m de haut. C’est une
espéce bien adaptée au Bénin. Sa croissance est médiocre comparativement a celle
d’Eucalyptus camaldulensis. 11 a donc été suggéré de l’associer avec |'Fucalyptus

camaldulensis en vue d’assurer la fermeture du couvert végétal.

Les feuilles d 'Eucalyptus torelliana ont deux formes différentes selon leur age : les
jeunes (sont) larges et ovales dont les pétioles et les nervures portent de petits poils ; les

feuilles adultes (sont) étroites, largement lancéolées et acuminées.
Les jeunes feuilles persistent sur la plante adulte.

Les inflorescences sont larges et terminales et les fruits sont globuleux ou ovoides.

11-10-2- EMPLOIS

Eucalyptus torelliana, comme la plupart des Eucalyptus, posséde un bois dur et
ferme. Il est utilisé dans la fabrication des wagons et plates-formes des ponts. Il est aussi
utilisé pour la production de bois de feu et de charbon de bois. Il sert d’arbre ornemental au

voisinage des maisons et aux bords des routes.

On extrait de ces feuilles une huile essentielle sans grande valeur commerciale.
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11-10-3- HUILE ESSENTIELLE D’EUCALYPTUS.
TORELLIANA : TRAVAUX DES AUTEURS

Peu de travaux ont été effectués sur la composition chimique de I’huile essentielle de

1’Eucalyptus torelliana.

En 1983, une étude faite par SINGH et coll. (113) sur cette espéce récoltée en Inde
n’a donné qu’une analyse succincte de 1’huile essentielle. Ils y ont trouvé un taux en 1,8-

cinéole inférieur a 5%.

En 1991, BOLLAND et coll. (92) rapportent que ’huile essentielle d 'Eucalyptus
torelliana d’Australie est caractérisée par la présence d’o-pinéne, de B-pinéne, de p-

cymene, d’ociméne et d’aromadendrene.

En 1992, MENUT et KIYABOU (97) montrent que la composition chimique de la
méme espéce récoltée au Congo est en majorité constituée d’hydrocarbures

monoterpéniques (54%) dont le plus important est ’a-pinéne (49%).

En 1996, F.X. GARNEAU et coll. (171), en étudiant la composition chimique de
’essence des feuilles séches d 'Eucalyptus torelliana du Bénin, ont montré qu’elle contient

principalement de I’a-pinéne (19%), du p-cymene (14%) et du spathulénol (17%).

L. SIDIBE trouve, dans un échantillon du Mali (155), ’a-pinéne & un taux de 50% ;

le p-cymeéne, le limonéne et le 1,8-cinéole sont en faibles proportions.
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II-11- HUILES ESSENTIELLES D’EUCALYPTUS
TORELLIANA DU BENIN : NOS TRAVAUX

Nous avons étudié trois échantillons d’huiles essentielles d 'Eucalyptus torelliana
provenant de Seme (sur la cdte) et Lokossa et Azové (a I’intérieur des terres). Le matériel

végétal a été récolté en novembre et décembre 1997.
Les rendements en huiles essentielles sont respectivement de 1 ; 1,3 et 0,8%.

Les composés majoritaires des trois échantillons d’huiles essentielles sont le y-
terpinéne (29, 22,5, et 20,7%), I’a-pinéne (15,6, 15,9 et 15%), le p-cymeéne (12, 13,9 et
17,4%), le limonéne (9,9, 10,9 et 9,9%) et enfin le 1,8-cinéole (7,2, 7,9 et 7%). 1l faut noter
une homogénéité de la composition chimique de ces huiles, 47 constituants chimiques ont

été identifiés (figure 15, tableaux 33a et 33b, graphe 22).

En comparaison avec les travaux des auteurs, nos 3 échantillons d’huiles ne
ressemblent pas 4 tous ceux qui avaient été rapportés dans la littérature. S’ils contiennent de
P’a-pinéne comme ceux du Congo (48,9%) (97) et du Mali (50%) (155), le taux de ce
composé est beaucoup plus faible dans les échantillons du Bénin (15,4% en moyenne). Les
échantillons du Bénin sont par contre caractérisés par la présence de limonéne (10,2%), de
p-cymene (12 4 17,4%) et de 1,8-cinéole (7,3%) que I’on ne retrouve qu’en faible quantité

dans les échantillons du Congo (97) et du Mali (155).
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Figure 15:

Chromatogramme de I’huile essentielle de E. torelliana du Bénin
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Composition chimique des huiles essentielles d Eucalyptus torelliana du Bénin.

Tableau 33a:
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Composés Sites de récoltes

Sémé Lokossa Azové
1-méthyl butanal 2,73 2,13 1,43
2-a-pinéne 15,62 15,85 14,80
3-o-thujéne 0,03 0,05 0,29
4-camphéne 0,05 ir 0,05
5-isobutirate d’isobutyle 0,19 0,21 0,21
6-B-pinéne 1,14 0,87 0,68
7-sabinéne 0,03 0,02 0,05
8-a-phellandréne 0,54 tr 0,01
9-myrcene 0,39 0,33 0,26
10-a-terpinéne tr 0,23 0,15
11-limonéne 9,87 10,87 9,88
12-1,8-cinéole 7,19 7,86 6,94
13-héxén-2-al 0,06 0,06 0,05
14-(Z)-B-ociméne 2,15 1,63 1,25
15-y-terpinéne 29,10 22,46 20,67
16-(E)-B-ocimeéne 0,53 0,38 0,31
17-p-cyméne 12,00 13,86 17,42
18-terpinoléne 0,96 0,68 0,48
19-isovalérate d’isoamyle 0,2 - tr
20-pcyménéne 0,14 0,14 0,16
21-camphre 0,06 0,24 tr
22-pinocarvone 0,09 0,07 0,08
23-fenchol 0,22 0,46 0,21
24-B-caryophyllene 2,29 3,74 4,21
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25-aromadendréne Tr 0,06 0,09
26-terpinén-4-ol 291 3,09 3,29
27-alloaramadendréne 0,33 0,48 0,59
28-pinocarvéol 0,68 0,84 0,91
29-5-cadinene 0,61 0,80 0,87
30-bornéol 0,1 0,39 0,44
31-a-terpinéol 0,31 0,96 1,15
32-myrténol 0,07 0,03 0,13
33-trans p-mentha-1(7)-8-di¢n-2-01 0,28 0,38 0,41
34-oxyde de phellandréne 0,14 0,19 0,31
35-trans carvéol 0,08 0,12 0,13
36p-cymén-8-ol 0,12 0,19 0,24
37~cis carvéol 0,03 0,04 0,05
38-~cis-mentha-1(7)-8-dién-2-ol 0,21 0,29 0,34
39-oxyde de caryophyli¢ne tr tr tr
40-1édol 0,58 0,09 1.5
41-giobulol 1,98 2,79 3,7
42-viridiflorol 0,21 0,28 0,39
43-spathulénol 0,16 0,22 0,28
44-y-cudesmol 0,05 0,05 0,07
45-thymol 0,19 0,25 0,45
46-carvacrol 0,18 0,06 0,11
47-B- eudesmol 0,10 0,11 0,23
Rendements (%) 1 1,3 0,8

tr = trace




s
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CHAPITRE II1

MELALEUCA QUINQUENERVIA

(Cav) S.T. BLAKE

SYN. MELALEUCA LEUCADENDRON LINN,

NOM FRANCAIS : NIAOULI

INTRODUCTION

Melaleuca quinquenervia a été introduit au Bénin vers les années 1942 envue de
I’asséchement des plaines inondables de la rive méridionale du lac Nokoué et la stabilisation

des bas-fonds mouvants de part et d'autre de I'axe routier Sémeé-Podji Porto-Novo.

Il y a quelques années, le peuplement s'étendait sur plus de 20 hectares. Il a été I'objet
d'une destruction systématique par les paysans et les pécheurs de la région et ne subsiste
aujourd'hui que sous formes de 3 zones de faible densité :

- zone 1, carrefour Séme
- zone 2, Djregbé .
- zone 3, Kétonou, a quelques kilomeétres avant le pont de Porto-Novo.
Des pieds, d'dge avancé, isolés en retrait, témoignent d'une extension passée plus
grande. |
Cette seule plantation, dont on ignore l'origine des semences (faute d'archives), est
aussi connue sous le mon de Niaouli. Une infirme partie de la population le désigne par
"petites feuilles pour la toux" (Kpen ma sin fini fini) en raison des propriétés antitusives

qu'elle lui reconnait.




160

III-1- GENERALITES

I1I-1-1 ORIGINE ET BOTANIQUE

Natif des Islands, Melaleuca quiquenervia ou Niaouli est un arbre qui pousse dans
les régions tropicales et particuliérement en Australie, Indonésie, Malaisie, Nouvelle

Calédonie et Madagascar.

Melaleuca quinquenervia est un arbre de 10 a 15m de hauteur, & port érigé, a

écorce blanc-créme, liégeuse se détachant en feuillets papyracés.

Les feuilles sont simples, alternes, lancéolées, longues de 5 4 8 cm et larges de 1 4 2
cm, trés courtement pétiolées, coriaces, odorantes au froissement, 4 nervation paraliéle

Jusqu’au sommet du limbe.
Les fleurs blanches sont disposées en épis terminaux.

Du point de vue Botanique, la littérature de cette plante parait confuse bien que des
révisions aient été faites (CHERRIER, 1983) (189) spécialement sur le genre Melaleuca
@’ Australie (JONES et HAENKE, 1938; BLAKE, 1968; BYRNES, 1984) (190-192) et
récemment sur celui de la Nouvelle Calédonie (DAWSON, 1992) (193).

Pour cela, différents noms sont utilisés pour I'identification botanique des arbres de

Niaouli.

Selon la révision de BLAKE, il apparait que le Niaouli en provenance du
Madagascar doit s’appeler Melaleuca quinquenervia et, depuis , le nom Melaleuca
viridiflora Gaertn donné par HUMBERT (1953 ) (194) et CABANIS et al. (1970 ) (195)
est incorrecte. Les récentes investigations a ce sujet ont prouvé que le Niaouli du

Madagascar est bien le Melaleuca quinquenervia (cav ) S. T. Blake (196).

11 existe d’autres espéces de Melaleuca telles que les espéces alternifolia

(Maiden et Betche) Cheel, linariifolia Smith, dissitiflora F. Muell et uncinata







162

I1I-1-2- ANATOMIE ET APPAREILS SECRETEURS

Des coupes anatomiques (HEGNAUER, 1969) (197) pratiquées dans tous les organes

aériens de la plante ont permis de déceler deux types d’appareils sécréteurs :
- des poches et des poils a huile essentielle ;
- des cellules a tanins.

Le mésophylle renferme des poches sécrétrices lysigenes de 0,08mm de diamétre, a
raison de 4 par mm? de limbe. Les mémes poches se retrouvent dans le parenchyme cortical
des pétioles et des jeunes rameaux, organes chez lesquels I’épiderme posséde également la

fonction sécrétrice :
- cellules papilleuses chez les premiers ;

- poils vésiculeux pourvus d’un pied unicellulaire plus ou moins long chez les

seconds.

Dans la tige vieillissante, 1’assise subéro-phellodermique située au niveau de la
couche la plus profonde du parenchyme cortical, se met a fonctionner ; épiderme sécréteur
et écorces seront éliminés. Le rameau agé protégé par le liége, ne conserve plus de poches
a essence.

Les parenchymes pétiolaires et caulinaires sont entiérement constitués de cellules
tariniféres ; un grand nombre d’entre elles contiennent des cristaux prismatiques d’oxalate

de calcium.

La présence abondante de poches a huile essentielle, de tanins et d’oxalate de
calcium, révélée par I’étude anatomique, permet d’expliquer les nombreuses applications

thérapeutiques de la plante telle que DESCHAMPS (1991 ) les indique (198).
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Planche 9:

Appareils sécréteurs de Niaouli

Cc.T. du jeune rameau

Cpiderme sécréleur

C.T. du péticle o
s [Cpiderme papilteux

Légende : c. ox : cellule .ia oxalate de calcium ; c. t : cellule a tanin ; n : nervure ;
p. p : parynchime palissadique ; p. r - parynchime rond ; poche sécrétrice.
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III-1-3- USAGES

Les feuilles de Melaleuca quinquenervia macérées dans I’alcool de palme donnent
une teinture parfumée employée contre la diarrhée, les hémorragies, la gonococcie, les

infections urinaires.

L’eau végétale de la distillation des feuilles de Niaouli avec celle de Crateva
religiosa s’emploie avec succés dans le traitement de la blennorhagie. L’eau végétale des
feuilles de quinquenervia trés parfumée, se comporte comme un reméde polyvalent contre
les diverses affections microbiennes, pulmonaires, intestinales, urinaires et génitales (de
SOUZA et coll. 1993) (199).

L’huile essentielle extraite des feuilles est utilisée pour le traitement des infections

pulmonaires et la décongestion des voies respiratoires (DESCHAMPS) (198).

Une goutte d’huile, étalée sur le front, calmerait instantanément les céphalées.

II1I-1-4- COMPOSITION CHIMIQUE DES HUILES
ESSENTIELLES : TRAVAUX ANTERIEURS

Parmi la variété des huiles essentielles de Niaouli décrites, les investigations révelent

Iexistence de plusieurs chémotypes :

I11-1-4-1- CHEMOTYPE A 1,8-CINEOLE

Ce chémotype riche en 1,8-cinéole (> 40% ) a été signalé par plusieurs auteurs
comme : I. G. H. JONES al. en 1937 et 1938 (200, 190), O. E. GUENTHER et al. en 1950
(201), O. EKUNDAYO et al. en 1987 (202), M. TODOROVA et al. en 1988 (203),
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O. MOTL et al. en 1990 (204), P. A. R. RAMANOELINA et al. en 1992 et en 1994
au Madagascar (205, 196) et par notre équipe (MOUDACHIROU and al) en 1996 au
Bénin (206).

I1I-1-4-2- TYPE A VIRIDIFLOROL

Des auteurs comme P. A. R. RAMANOELINA et al. en 1992 (205) et en 1994
(196), a Madagascar (viridiflorol 47,7 et 47,8%) et M. MOUDACHIROU et al. au Bénin
en 1996 (206) ont identifié le type a viridiflorol (>40%).

I11-1-4-3- TYPE A (E)-NEROLIDOL

Cette variété a €té décrite par M. F. BEYLIER en 1979 (207) et par P. A
R. RAMANOELINA en 1994 (196) au Madagascar (nérolidol 865,7% ).

111-1-4-4- CHEMOTYPE A METHYLEUGENOL ET CHEMOTYPE
A (E )-METHYLISOEUGENOL

Ces deux chémotypes ont été publiés par BROPHY et LASSAK en 1988 (208).

III-1-4-5- TYPE A LINALOL ET A LINALOL + NEROLIDOL

Ce type a été, depuis 1949 (49) et 1950 (201), décrit par E. GUENTHER et al.
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II1-1-4-6- CHEMOTYPE A 1,8-CINEOLE + VIRIDIFLOROL

Cette variété a pourcentage égal en 1,8-cinéole et viridiflorol est identifiée par
P.AR. RAMANOELINA et al. en 1994 (196) a Madagascar (~ 20% ) et au Bénin en 1996
(=30%) par M. MOUDACHIROU et al. (206).

III-1-5- VARIATION DE LA COMPOSITION
CHIMIQUE ET DU RENDEMENT

Les travaux de SOUTHWELL en 1988 (209) et de BROPHY et al. en 1989 (210)
ont montré que la composition chimique de I’huile essentielle de Melaleuca peut changer

avec I’dge des feuilles.

En 1993, de SOUZA et coll. (199) ont trouvé dans les jeunes feuilles de Melaleuca
quinquenervia acclimaté au Bénin I’élémone a un taux de 34% alors que les feuilles adultes
(206) contiennent soit du 1,8-cinéole, soit du viridiflorol ou un taux égal de 1,8-cinéole et

du viridiflorol.

I1I-1-6- LES AUTRES ESPECES DE MELALEUCA

L’huile essentielle de I’espéce alternifolia Cheel prend une part commerciale
important (I. A. SOUTHWELL, 1988 et J. J. BROPHY et al, 1986 ) (209, 210)). Ceci est
di a [D’activité antimicrobienne de la variété chimique riche en terpinéne-4-ol. La variété

riche en 1,8-cinéole n’est pas efficace pour cette application.
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Trois autres espéces, linariifolia Smith, dissitiflora F. Muell et uncinata, souvent

riche en 1,8-cinéole ont aussi des variétés riches en terpinéne-4-ol (210, 211).

Une étude préliminaire est faite sur 'usage de 'huile essentielle de Melaleuca

linariifolia riche en terpinoléne (212).

Il a été rapporté que deux clones de Melaleuca alternifolia cultivé en Californie
contiennent un taux en terpinoléne supérieur a la normale (213) mais des contreverses
apparaissent sur ’originalité de cette espéce tant sur le plan morphologique (214) que
chimique (215).

L’espéce trichostachya (Lindley ) Benth. (connue comme I’espéce linariifolia var.
trichostachya) (216) a été identifiée comme possédant des variétés riches en 1,8-cinéole

(217) et en a-pinéne (218).

I. A. SOUTHWELL et al. ont, en 1992 (219), trouvé des variétés de trichostachya
et d’alternifolia riches en terpinoléne (respectivement 39,2-54% et 21,9-45,6% ) (205).
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I11-2- HUILES ESSENTIELLES DE MELALEUCA
QUINQUENERVIA DU BENIN : NOS TRAVAUX

III-2-1- TENEUR EN HUILE

Pour cette huile, il existe une seule plantation répartie en trois zones. Les
rendements en huiles essentielles, obtenus a partir des feuilles adultes séchées a I'ombre,

varient, sur 12 mois de récolte, de 1,22 a 3,58%.

L'huile essentielle de Niaouli peut étre obtenue tout au long de l'année avec un

rendement moyen de 1,94%.

Les teneurs en huile, obtenues au cours du stockage a I'ombre des feuilles adultes de

Niaouli varient entre 0,85 et 1,45%.

Les rendements en huiles essentielles obtenus par pieds d'arbres pris

individuellement varient de 0,6 a 4,24% pour 300 échantillons d'huiles extraites.

1l en résulte que plusieurs facteurs (dont nous étudierons quelques uns) influencent

le rendement en huile de Niaoul..

I11-2-1-1- INFLUENCE DE LA PERIODE DE RECOLTE
SUR LE RENDEMENT

Le tableau 34 présente les rendements en huile essentielle de Niaouli sur 12 mois entre

octobre 1995 et septembre 1996 sur le seul site de Sémé, Porto-Novo

Nous obtenons un rendement minimum de 1,22% en février, le rendement maximum

(3,58%) est obtenu en juin (graphe 23). Les périodes de hauts rendements sont obtenues en
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saisons de pluies (2,75, 3,58 et 2,87% pendant la grande saison puis 3,02% durant la petite).

Par contre les périodes de faibles rendements correspondent aux saisons séches (1,22, 1,28%).

Tableau 34:

Variation du rendement en huiles essentielles de Niaouli entre octobre

1995 et septembre 1996

SAISONS GSS GSP PSS PSP GSS

MOIS Jan | Fév |Mar| Avr | Mai | Juin | Juill { Aciit | Sep | Oct | Nov | Déc

RENDEMENTS | 128 1,2212,46)2,55]12,75|3,58(2,87]1,56(1,46|3,02|2,18]1,38
(%)

Graphe 23 :

Courbe de Variation du rendement en huiles essentielles de Niaouli entre octobre 1995 et

septembre 1996

Rendement (%)

Périodes de récolte
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111-2-1-2- INFLUENCE DU STOCKAGE SUR LE RENDEMENT

Nous avons étudié I’influence du stockage sur le rendement en huile essentielle obtenue

par entrainement a la vapeur d’eau entre aoiit et octobre 1997.

On constate que le rendement qui est de 0,85% pour le végétal frais atteint son maximum
(1,45%) aprés six jours de séchage et reste presque constant (A = 0,07%) jusqu’au 14°™
jour. On note ensuite une chute des rendements aprés le 14™ jour puis de faibles variations

entre le 20°™ et le 40°™ jour (graphe 24).

Tableau 35:

Variation des rendements en huile essentielle de Niaouli au cours du stockage
entre Aolit et Octobre 1997

NOMBRE DE JOURS { 0 3 6 10 14 1 20 ] 25 | 31 | 40 | 63
DE STOCKAGE

RENDEMENTS (%) {0,85(1,24{1,45{ 1,42 |1,38{1,11;1,06]1,10]1,05]0,81

b b b b

Graphe 24 :
Courbe de Varation des rendements en huile essentielle de Niaouli au cours du stockage

entre Aolit et Octobre 1997

Rendement (%)

0 3 6 10 14 20 25 31 40 &3
Nombre de jours de stockage
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En somme, il n’y a pas de perte d’huille au cours du séchage jusqu’au 6™ jour. 6 4 14
jours de stockage du végétal et une récolte pendant les saisons des pluies paraissent étre les
conditions optimales d’extraction pour de meilleurs rendements en huile essentielle de Niaouli
d’origine béninoise. L’étude de la composition chimique nous donnera des précisions

complémentaires.

I11-2-2- PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES HUILES
ESSENTIELLES DU NIAOULI DU BENIN

Les huiles essentielles sont extraites par entraiinement a la vapeur d'eau. Elles ont une
couleur variable. Sur les 100 échantillons d'huiles essentielles soumis aux analyses physico-
chimiques, 35 ont une couleur jaune trés pale, 20 une couleur jaune, 13 sont pales, 9 sont

incolores, 21 une couleur jaune claire, 1 teinté jaune et enfin 1 a une couleur jaune forte.

Du point de vue du pouvoir rotatoire obtenu a 22°C, 60% des huiles sont 1évogyres (-

0,35 4 -6,11% ) et les 40% restant sont dextrogyres (+0,69 a +5,01°).

Les indices de réfraction (n% ) varient entre 1,4741 et 1,4817 et les densités (% )

de 0,882 3 0,947.

Les huiles sont souvent limpides avec une odeur douce et agréable et un arriére goiit

rafraichissant légérement amere,
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111-2-3- COMPOSITION CHIMIQUE DE L'HUILE
ESSENTIELLE DE NIAOULI DU BENIN

Afin de déterminer les variations de la composition chimique de l'huile essentielle de
Melaleuca quinquenervia, 12 récoltes mensuelles, entre octobre 1995 et septembre 1996 puis

une récolte en aout 1997, ont été effectuées sur l'ensemble de la plantation béninoise.

Toutes les extractions ont été effectuées par entrainement a la vapeur d'eau. Les
résultats analytiques donnent le 1,8-cinéole et le viridiflorol suivi de l'a-terpinéol et le

limonéne comme produits majoritaires.

I111-2-3-1- INFLUENCE DE LA PERIODE DE RECOLTE SUR LA
COMPOSITION CHIMIQUE DE L’HUILE ESSENTIELLE DE
NIAOULI

Le tableau 36a présente la variation de la composition chimique de I'huile essentielle

de Niaouli sur une période de 12 mois successifs.

On remarque que la teneur en 1,8-cinéole de Niaouli d'origine béninoise varie entre
36,33 et 54,38%, celle du viridiflorol de 11,33 a 27,49%, suivi de l'a-terpinéol (9,83 a
14,03%) et de limonéne (4,93 a 7,43%) (tableau 36a).

Les pourcentages maximums en 1,8-cinéole sont obtenus en juin (54,38%) et en
octobre (52 9%) se situant tous en saison des pluies. Celui en viridiflorol (27,49%) est obtenu
en février (grande saison seéche) correspondant a la période d'obtention des minimas (38,1 et

36,33%) en 1,8-cinéole (tableau 36b, graphe 25).
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Tableau 36a:

Variation sur 12 mois, de la composition chimique de I'huile essentielle de la plantation de

Niaouli du Bénin (octobre 1995-septembre1996)

Composés GSS GSP PSS PSP GSS

chimiques Jan | Fév | Mars | Avril | Mai | Juin | Juill | Aoiit | Sept | Oct | Nov | Déc
a-pinéne 6,40 | 4,83 | 5,50 | 6,40 | 3,36 | 3,31 | 3,23 | 4,09 | 6,93 | 645 [ 5,52 { 5,50
p-pinéne 1,80 1 1,27 11,60 | 1,80 | 1,67 | 1,33 | 1,99 | 1,89 | 2,66 | 1,72 { 1,33 | 1,60
myrcéne 0,30 ] 0,30 ; 0,30 { 0,30 ] 0,34 { 0,41 { 0,61 | 0,50 | 0,47 | 0,30 | 0,33 [ 0,30
p-Cyméne 0,60 | 0,51 ; 0,60 | 0,60 | 0,51 | 0,61 | 0,40 | 0,41 | 0,81 | 0,60 | 0,65 | 0;60
limonéne 6,20 | 4,95 | 5,90 | 5,90 | 5,31 | 4,53 | 6,03 | 7,43 | 6,22 | 5,70 | 4,93 | 5,80

1,8-cinéole 38,1136,3|42,7|42,7|51,4|54,4|50,8 |46,7|47,8|52,9|48,7|42,4
y-terpinéne 0,70 | 0,72 ] 0,60 | 0,60 | 0,44 | 0,40 | 0,61 | 0,43 | 0,55 | 0,50 | 0,49 | 0,70
linalol 0,1610,42)0,17 10,17 | tr tr tr tr tr tr tr {0,20
terpinén-4-ol 1,10 | 1,26 | 1,10 ) 0,90 [ 0,71 ] 0,78 | 1,40 | 0,72 | 1,01 | 0,95 { 1,01 | 1,10
o-terpinéol 11,4111,9/12,9/12,5(12,4]13,1|14,0(9,83[12,3({12,2112,1|12,5
acétate d'a-terpényle tr tr tr tr tr tr tr [305]/015( tr r |-
p- caryophylléne | 0,09 | 0,39 | 0,10 | 0,10 { 0,20 | 0,12 | 0,28 | 0,32 | 0,21 { 0,10 | 0,23 | 0,10
a-humuléne 0,10} r [0,07]010| tr tr tr tr tr |0,10] « |0,10

viridifloréne (lédéne) | tr 1034 | o | tr |0,30]0,21]0,18]032{026]| tr |0,19]-

1édol 150} o [1,30)140 | &r | tr | tr | tr | tr [080] & [1,30
t-nérolidol tr r tr {324 tr tr tr tr tr tr tr |-
Spathulénol 2501 r {040]010(018]019| tr | tr | tr | & | &r [3,55

oxyde de caryophyliéne | 0,70 | 163 | 0,70 | 0,20 | 1,06 | 0,99 | 0,82 | 1,06 | 0,91 | 0,40 | 0,96 | 0,75

viridiflorol 209 27,5 17,1 | 14,8 | 18,4 | 15,6 | 15,3 | 18,0 | 14,1 | 11,3 | 16,4 | 16,5
t-cardinol 0.3 10,70 | 0,20 | 0,20 | 0,47 | 0,45 [ 0,29 | 0,38 | 0,25 | 0,08 | 0,34 0,20
a-cardinol 0,1510388 0,10 | 0,09 034 {022]037]049 031007040010

Total 93 195,9194,3/94,5{98,4/97,9(97,1|96,2|95,9(94,0{94,8{93.3
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D'une maniére générale, on constate d'une part, que les teneurs en 1,8-cinéole varient
en sens inverse avec celles en virififlorol et d'autre part, que les pourcentages des autres
composés varient trés peu dans une certaine mesure au cours de I'année et tournent autour
d'une moyenne respective de 5,6% pour l'a-pinéne, 5,7% pour le limonéne et 12,3% pour l'a-

terpinéol (tableau 36b, graphe 25).

Au vu de ces premiers résultats, le peuplement de Niaouli du Bénin est 4 dominance
1,8-cinéole. Des précisions complémentaires nous seront également données par les analyses

statistiques.

Tableau 36b:

Variation des pourcentages des composés majoritaires de l'huile de Niaouli

Composés GSS GSP PSS PSP GSS %

. M
Chimiques | Jan | Fév |Mars | Avril | Mai | Juin | Juitt | Aot | Sept | Oct | Nov | Dec | 0

o-pinéne ( 6,40 | 4,83 [ 5,50 { 6,40 | 3,36 | 3,31 1 3,23 14,09} 6,93 | 6,45 ] 5,52 | 5,50 | 5,58
limonéne | 6,20 | 49515901590 53114,5316,03]743}6,22] 5,70 4,93 (5,80 |5,72
1,8-cinéole | 38,1 [ 363 1427 (427 (514|544 508146,7147,8] 52,9487 42,4 |46,5
a-terpinéol | 11,4 | 11,9 1 12,9 | 1251 12,4 } 13,1 | 14,0 { 9,83 | 12,3 12,2 | 12,1 }12,5 112,3

viridiflorol | 20,9 | 27,5 | 171 | 148 [ 184 | 156 153 | 1801 14,1 | 11,3 | 16,4 [ 165 |17,15
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111-2-3-2- INFLUENCE DU STOCKAGE SUR

LA COMPOSITION CHIMIQUE

Le tableau 37 présente la variation des pourcentages des principaux COmposés
chimiques en fonction du stockage ; le graphe 26, quant a lui, montre I’histogramme de la

variation des composés majoritaires.

En effet, la teneur en 1,8-cinéole atteint son maximum entre le 6™ et le 10™ jour
(39,35 et 40,76%), elle chute entre le 14™ et le 40™ jour (36,73 a 33,41%) pour atteindre
une plus faible valeur (28,08%) le 63 jour. Parallélement, les taux en a-terpinéol et en
limonéne chute faiblement pendant la 1° période respectivement de 5,50 & 3,43% et de 5,15
a 3,96% pour remonter durant la seconde période de 7,2 & 12,72% pour I’a-terpinéol et de
4,25 4 11,82% pour le limonéne. Dans la premiére période, le viridiflorol diminue légérement
de 22,50 a 19,51%, augmente ensuite pour garder une teneur de faibles variations jusqu'au
40" jour (A=1,34%) et chutte enfin a 19,7% le 63 jour. L'a et le B-pinéne gardent des
proportions autour de 3 et de 1%, ’acétate de terpényle, quant a lui, évolue en sens inverse

de l'a-terpinéol.

Par ailleurs, on observe la diminution des monoterpénes au profit des sesquiterpénes
ce qui explique la présence d'autres produits comme le 1édol, le spathulénol (isoméres du

viridiflorol) et I'oxyde de caryophylléne en proportions plus élevées.

En somme, il apparait que ’augmentation du volume, & une période bien déterminée
lors du séchage est une réponse a ’activité métabolique de production de I’huile par les
glandes sécrétrices continuant dans les feuilles méme aprés la récolte (220-222). On
n’observe aucun changement dans la composition chimique de I'huile (220, 221), mais
seulement aprés, a cause de leur volatilité, la teneur des constituants diminuent plus ou moins

dans le temps.
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Tableau 37:

Variation, au cours du stockage, des principaux composés de I'huile essentielle de la

plantation de Niaouli du Bénin (aoit-octobre 1997)

PRINCIPAUX NOMBRE DE JOURS DE STOCKAGE
COMPOSES
0 3 6 10 14 20 25 31 40 63
o-pinéne 352 | 434 | 314 | 4,22 | 4,37 | 3,50 | 3,08 | 3,25 | 3,00 | 1,90
B-pinéne 1,56 | 201 1 092 | 1,70 | 1,10 | 0,92 | 0,73 | 1,32 | 1,25 | 0,29
limonéne 515 | 431 | 354 | 396 | 514 | 425 | 5554 | 594 | 7,72 | 11,82

1,8-cinéole 38,45 | 36,20 | 39,35 | 40,76 | 36,73 | 37,41 | 35,73 | 35,76 | 32,41 | 28,08
terpinén-d-ol 1,77 | 1,85 | 1,54 | 090 | 1,13 | 1,00 | 1,08 | 1,00 | 1,05 | 031

o-terpinéol 550 | 7,22 | 432 | 3,43 | 7,20 | 760 | 797 | 8,74 | 9,77 | 12,72
acétate da-terpényle | 3,33 | 2,61 | 4,45 | 530 | 2,60 | 1,38 | 1,03 | 0,9 | 0,61 | 0,48

5

viridiflorol 22,20 | 24,63 | 21,53 | 19,51 | 22,97 | 22,80 | 23,13 | 21,98 | 21,79 | 19,7

1édol+spathulénol+
oxyde de
caryophyliene (autres) | 10 10,4 | 15,05 | 15,01 | 15,19 | 15,53 | 15,46 | 14,9 15 | 16,28

TOTAL 91,78 193,57 193,84 [94,79 |95,43 |94,39 (93,75 {93,8 (92,56 |90,58
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I1I-2-4- ANALYSES STATISTIQUES
MULTIVARIEES

L’analyse statistique multivariée permet de mettre en évidence I’existence de
chémotype au sein d’un peuplement. Nous !’avons appliquée a I’espéce Melaleuca

quinquenervia acclimatée au Bénin.

I11-2-4-1- MATERIELS ET METHODES

Dans le but de déterminer le chémotype dominant au sein de 'espéce Melaleuca
quinguenervia du Bénin, nous avons choisi au hasard 25 pieds d’arbres par zone (3 zones)

de peuplement ; 4 récoltes saisonniéres ont été effectuées.
Les données sont transformées en variables centrées et réduites.

Dans un premier temps, les données sont constituées de 300 échantillons d’huiles
essentielles extraites des feuilles adultes issues de 4 récoltes sur 75 arbres individuels de
Niaouli et 40 constituants chimiques. 38 ont été identifiés sur une colonne de type DB-5 et
de type Supelcowax ; en plus de ces 38 composés, deux autres ont été identifiés sur une
colonne de type CP Wax 52 CB et confirmés par couplage CPG/SM (tableau 38, figures
16).

En utilisant I’Analyse par Composantes Principales (P.C.A.), les composés
possédant des coefficients de corrélation élevés sont supprimés de I’analyse ; 21 variables

(composés chimiques) sont retenus (en gras dans le tableau 38).

Dans un deuxiéme temps, en utilisant I’ Analyse par Discriminant Factoriel (F.D.A.),
les 300 échantillons d’huiles essentielles sont classées en 3 chémotypes La relation
échantillons-population est établie avec la distance critique des échantillons au centre de

gravité.
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Enfin, toujours en utilisant FD.A., les échantillons sont classés en 4 groupes

correspondant aux saisons climatiques du Bénin.

Figure 16-a :

Impact électronique de I’huile essentielle de Niaouli obtenu par couplage CPG/SM
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Tableau 38: Pourcentage minimal et maximal des composés chimiques de 300 échantillons

d'huile essentielle de Niaouli du Bénin issue de 4 récoltes, par ordre d'élution sur une colonne

de type DB-S.

N°- | COMPOSES IK. DB-5 POURCENTAGES VARIATIONS
MINIMUMS | MAXIMUMS | MOYENS

1 a-pinéne 940 1,50 12,5 5,08 11,80
2 campheéne 953 0,80 0,20 0,12 -
3 benzaldéhyde 91 tr 0,15 0,02 -
4 p-pinéne 979 0,66 2,66 1,53 2,00
5 myrcéne 992 tr 0,80 0,38 0,80
6 a-terpinéne 1018 0,10 0,20 0,12 -
7 p-cyméne 1027 0,27 1,00 0,51 0,73
8 limonéne 1032 1,55 7,56 5,30 6,01
9 1,8-cinéole 1034 2,55 59,96 35,87 57,44
10 (E)-B-ocymene 1050 tr 0,15 0,04 -
1 Yterpinéne 1062 tr 1,00 0,55 1,00
12 terpinoléne 1088 0,13 0,30 0,20 -
13 a-phellandréne 1100 tr tr tr -
14 linalol 1108 0,13 0,53 0,28 0,40
15 fenchol 1114 0,20 0,70 0,49 -
16 cis-thujan-4-ol 1133 0,20 0,30 023 -
17 camphre 1143 0,20 0,40 0,27 -
18 terpinén—4-ol 1179 0,34 1,76 0,95 1,42
19 a-terpinéol 1190 1,12 15,03 9,83 13,91
20 | acétate d'o-terpényle 1350 tr 4,40 0,49 44
21 B-caryophylléne 1420 r 1,71 0,50 1,71
2 «-himachaléne 1447 tr 0,30 0,05 -
23 a-humuléne 1458 0,07 0,60 0,17 0,53
24 alloaromadendréne 1461 0,05 0,30 0,14 -
25 virdifloréne (lédéne) 1501 0,15 1,08 0,42 0,93
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26 y2-cardinéne 1513 tr 1,01 0,06 -
27 5-cadinéne 1524 tr 0,10 0,05 -
28 lédol 1565 0,80 1,50 126 (i (1)
29 t-nérolidol 1568 tr 3,24 0,54 3,24
30 Spathulénol 1574 tr 3,55 1,09 3,55
31 Oxyde caryophylléne 1581 0,44 3,85 115 3.45
32 Viridiflorol 1593 10,50 62,7 27,32 52,20
33 guaiol* 1595 tr 0,21 0,16 -
34 y-eudesmol 1630 tr 0,10 0,09 -
35 t-cardinol 1642 0,08 1,35 0,60 1,27
36 B-cudesmol 1649 0,10 0,40 023 -
37 a-eudesmol 1652 0,10 0,30 0,19 -
38 a-cardinol 1656 tr 2.10 0,65 2,10
Figure 16-b :

Chromatogramme sur colonne de type CPWax 52 CB de I’huile essentielle de

Niaouli

EATH

‘: £ ks

R_JLA o 'UL}U-J \J“” i NU\J\'N U'h

,v‘

:‘;”a.

Hl




183

II-2-4-2- RESULTATS ET DISCUSSIONS

I-2-4-2-1- COMPOSITION CHIMIQUE ET VARIATION DES
POURCENTAGES DES COMPOSES IDENTIFIES

Le tableau 38 présente les 38 composés identifiés sur les colonnes DB-5 et
Supelcowax par calcul de leurs indices de Kovats. Selon la bibliographie dont nous
disposons (196, 201-204, 207, 208), deux nouveaux composés, en plus des 38 précédents,
ont été identifés sur une colonne CPWax 52 CB ; il s’agit du palustrol (IK DB-5: 2314) et
du S5-épinéointermédéol (5-épi-paradisiol) jamais signalés dans la littérature. Leurs
structures sont confirmées par le couplage CPG/SM (figures 17-a et 17-b). Le guaiol (sous
réserve), mais aussi confirmé par couplage CPG/SM, (figure 17-c) semble étre également
un nouveau produit non encore signalé dans la littérature.

D’autre part, le tableau 38 présente les variations et les moyennes des constituants
identifiés dans les 300 échantillons d’huiles essentielles de Niaouli analysées.

Aprés une analyse statistique les noms en gras sont retenus.

Les différences entre taux minimums et maximums sont trés grandes pour certains
composés : C’est le cas des hydrocarbures comme I’a-pinéne (1,50-12,50%) avec une
teneur moyenne de 5,08%, le limonéne (1,55-7,56%) avec 5,30% comme pourcentage
moyen, dans une certaine mesure le B-pinéne (0,66-2,66%), et I’a-caryophylléne (trace a
1,71%), et de certains produits oxygénés : 1,8-cinéole (2,55-59,96%) avec 35,87% de
moyenne, a-terpinéol (1,12-15,03%) et viridiflorol (10,50-62,7%) avec 9,83 et 27,32%
comme taux moyens respectifs. On peut également citer I'acétate d’a-terpényle (trace a
4,4%), le T-nérolidol (tr a 3,24%), le spathulénol (tr & 3,55%) et le trans-oxyde de
caryophylléne (0,44-3,85%).

Par ailleurs, on remarque que les huiles essentielles de Niaouli d’origine béninoise
sont trés riches en composés oxygénés ; ils représentent les 83,95% en teneur de tous les 40

composés identifiés dont les principaux sont ceux cités précédemment, les hydrocarbures

eux ne représentent que les 16,04% restants.
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Figure 17-a :

Spectre de masse du palustrol
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Figure 17-b :

Spectre de masse de 5-épi-paradisiol
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Figure 17-c:
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Spectre de masse de guaiol
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III-2-4-2-2- ANALYSES STATISTIQUES ULTIVARIEES

Les 21 composés retenus sont présentés dans le tableau 39a par ordre de leur élution
sur la colonne DB-5. Les figures 18 et 19 montrent respectivement la position des 21
constituants chimiques et des 300 échantillons dans I’espace réduit des deux (premiéres)
composantes principales et suivant les deux axes discriminants. On constate que les

coefficients de corrélation entre variables sont assez distincts et que les chémotypes sont

bien différenciés en trois types.
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Composition des différents types chimiques de Melaleuca quinquenervia du Bénin issus de

300 échantillons d'huile essentielle

COMPOSES DIFFERENTS TYPES CHIMIQUES
RETENUS
TYPE X TYPE II & 1,8-cinéole TYPE I
a 1,8-cinéole + viridiflorol a viridiflorol
O-pinéne 530 5,49 5,94
B-pinéne 1,35 1,42 1,58
myrcéne 0,41 0,38 0,35
p-cyméne 0,52 0,48 0,60
limonéne 5,60 5,39 4,37
1,8-cinéole 49,64 33,18 12,40
y-terpinéne 0,56 0,65 0,82
linalol 0,21 0,25 0,28
terpinén-4-ol 0,92 0,87 1,24
o-terpinéol 10,74 7,80 4,12
acétate d'a-terpényle 0,61 0,88 0,75
B- caryophyliéne 0,23 0,76 0,96
a-humuléne 0,10 0,17 0,21
virdifloréne (édéne) 0,62 0,945 0,74
lédol 1,06 1,49 1,26
t-nérolido} 0,45 0,54 0,49
Spathulénol 0,26 0,45 4,20
Oxyde de caryophyliéne 0,73 1,25 1,78
Viridiflorol 16,48 31,97 50,31
t-cardinol 0,37 0,76 1,06
a~cardinol 0,33 0,46 0,67
TOTAL 96,48 95,58 94,41
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Figure 18 :

Position des 21 constituants de 1’huile essentielle de Niaouli du Bénin dans

I’espace réduit des deux premiéres composantes principales

(Axe principal 2)

: 1 (Axe principale 1)

Figure 19 :

Position des 300 échancillons de I'huile essentielle de Niaouli du Bénin dans I’espace

réduit des deux axes discriminants

(Axe discriminant 2)

(Axe discriminant 1)
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1°- Type I avec un fort pourcentage en 1,8-cinéole (49,64%) suivi de viridiflorol
(16,48%) comme second composé majoritaire, c’est le chémotype & 1,8-cinéole

représentant 58% des échantillons (174 échantillons).

2°- Chémotype aux pourcentages approximativement égaux de 1,8-cinéole
(33,18%) et de viridiflorol (31,97%). 1l constitue le type Il et représente 22% des

échantillons étudiés (66 échantillons).

3°- Le type II est a viridiflorol (50,31%) et 1,8-cinéole (12,40%) comme deuxi¢me
composé majoritaire. Ce chémotype a viridiflorol représente les 20% restants (60

échantillons).

Dans tous les trois chémotypes, on trouve I’a-pinéne a des teneurs presque égales
(5,58%), le limonéne (5,60 ; 5,39 et 4,37%) et l'a-terpinéol (10,74 ; 7,80 et 4,12%)
(tableau 39b, graphe 27).

11 en résulte que la plantation de Melaleuca quinquenervia acclimaté au Bénin est &
chémotype 1,8-cinéole dominant (58% de la population) (graphe28) accompagné des types
IT (22%) et III (20%).

Tableau 39b :

Constituants majoritaires des différents types chimiques d'huile essentielle de Niaouli

du Bénin
COMPOSES DIFFERENTS TYPES CHIMIQUES
RETENUS
TYPE I TYPE I & 1,8- TYPE Il
a 1,8-cinéole | cinéole+viridiflorol | & viridifiorol
o-pinéne 5,30 5,49 5,94
limonéne 5,60 5,39 4,37
1,8-cinéole 49,64 33,18 12,40
a-terpinéol 10,74 7,80 4,12
viridiflorol 16,48 31,97 50,31
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I11-2-4-2-3- INFLUENCE DE LA SAISON SUR LA COMPOSITION
CHIMIQUE DES TROIS CHEMOTYPES

Comme la composition chimique peut étre modifiée avec les conditions
agroclimatiques, nous avons effectué des récoltes de feuilles adultes de Niaouli pendant
chacune des 4 saisons existant au Bénin. Le tableau 40 présente la composition chimique
des différents types chimiques durant les 4 saisons. L’étude a porté sur 75 échantillons par

saison.

On constate d’une part (tableaux 40a et 40b, graphe 29), que le pourcentage des
constituants majoritaires varie, d’'une maniére générale, trés faiblement au sein de chaque
type et pendant les quatre saisons ; ainsi, le tableau 41 en présente la récapitulation. Pour le
B-pinéne, les variations sont respectivement de 0,56 ; 0,16 et 0,39% et pour le 1édol de
0,23 ; 0,23 et 0,83%. Aucune variation ne dépasse 4% pour les deux composés (1,8-cinéole
et viridiflorol) permettant de déterminer les chémotypes. Au sein du type II, un seul

composé secondaire, a-terpinéol, a une variation de 5% durant les saisons (tableau 41).

D’autre part, comme le montrent les figures 21 et 22, les 21 composés sont
équidistants du centre et les 300 échantillons sont groupés autour de I’origine des 2 axes

discriminant.

Enfin, on peut dire que les saisons climatiques n’ont presque pas d’influence sur la
composition chimique de I’huile essentielle de Melaleuca quinquenervia acclimaté au Bénin ;
ainsi huile de Niaouli du Bénin demeure stable toute ’année. En effet, I’analyse en
composantes principales (ACP) sur données brutes (matrice de variance covariance) et sur

données centrées réduites (matrice de corrélation) donnent les mémes résultats.

Variables Moyennes Ecarts-types
PSp 4,577 8,9340
GSS 4,548 8,9723
GSP 4,619 8,8876
PSS 4,584 8,9439




Tableau 40a :
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Variation de la composition chimique des différents types d'huiles essentielles de Niaouli du

Bénin durant les 4 saisons climatiques (75 échantillons par saison )

Composés

PSP(octobre 1995) | GSS (février 1996) | GSP (juin 1996) | PSS (aoiit 1996)
Type | Type | Type | Type | Type | Type | Type | Type | Type | Type | Type | Type
1 o | m | o | m I o | m I o | m

w-pinéne
B-pinéne
myrcéne
p-cymeéne
limonéne
1,8-cinéole
y-terpinéne
linalol
terpinén-4-ol
a-terpinéol
acétate d'a-terpényle
j- caryophylléne
c-humuléne
lédéne

1édol

t-nérolidol
Spathulénol
oxyde de caryophylléne
viridiflorol
t-cardinol
a~cardinol

TOTAL

5,40 | 6,14 | 6,34
1,58 | 1,71 {1,52
0,41 ] 0,37 (0,27
0,52 | 0,58 |0,80
6,00 { 549 |5,07
49,6 | 30,2 {12,6
0,21 | 0,75 10,92
0,16 | 0,29 0,38
0,92 | 1,03 |1,52
11,5 | 11,2 4,31
082 | 1,38 [1,52
023 | 0,77 | 1,16
0,15 | 0,31 10,35
026 | 0,59 10,84
126 | 1,59 147
0,43 | 0,55 {0,64
021 | 0,52 ]0,83
1,05 | 1,88 {246
15,48 | 29,97 | 49,7
0,39 | 0,77 | 1,10
0,31 | 0,74 10,86

96,9 | 95,7 | 94,66

566 | 6,07 | 628
1,16 | 1,67 | 1,39
0,38 | 0,37 | 0,23
0,54 | 0,60 | 0,70
592 | 550 | 508
492 | 31,6 | 12,6
028 | 0,70 | 0,90
0,15 | 028 | 0,37
0,94 | 1,07 | 1,44
11,7 | 9,89 | 5,30
0,89 | 1,32 | 1,50
0,20 | 0,75 | 1,17
0,16 | 029 | 0,34
0,30 | 0,58 | 0,81
1,10 | 1,53 | 1,75
0,44 | 054 | 0,62
023 | 0,52 | 0,79
0,88 | 1,84 | 2,18
15,86 | 29,90 | 48,94
0,30 | 0,76 | 0,95
0,32 | 0,70 | 0,89

96,6 |96,44 194,62

645 | 587 | 6,12
1,72 | 1,55 | 1,00
0,30 | 0,34 | 0,10
0,60 | 0,66 | 0,40
570 | 553 | 5,10
512 | 27,5 | 124

0,50 | 0,56 | 0,82

0,13 | 027 ] 0,34

095 | 122 | 120

122 | 151 | 8,10
1,10 | 1,17 | 1,45

0,10 | 0,70 | 1,20
1,10 | 025 | 0,33

042 | 0,55 | 062
120 | 1,36 | 2,30

048 | 053 | 049

0,31 | 052|057

0,40 | 1,75 | 1,34
12,46 | 29,7 | 51,0

0,40 | 0,74 | 0,50

0,35 |0,58 | 0,98

96,96 196,63 | 96,36

592 | 6,00 6,23
1,65 | 1,63 |1,26
0,35 | 0,35 {0,19
0,56 | 0,62 |0,60
585 | 551 |5,10
49,3 | 304 [12,3
0,35 | 0,65 |0,92
0,15 | 0,28 {0,36
0,93 | 1,12 |1,36
11,8 | 11,6 |6,30
0,96 | 127 {148
0,16 | 0,73 |1,18
0,15 | 0,28 |0,34
0,34 | 0,57 {0,78
1,03 | 1,47 |2,03
0,45 | 0,54 {065
026 | 0,52 10,75
0,72 | 1,81 | 1,90
15,24 | 29,83 | 49,96
0,24 | 0,75 0,80
0,33 | 0,66 10,93

96,9 |96,56 | 94,62
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Figure 20 :

Position des 21 constituants de ’huile essentielle de Niaouli du Bénin dans I’espace

réduit des deux premiéres composantes principales durant les 4 saisons climatiques

(Axe principale 2)

-1 1 (Axe principale 1)

Figure 21 :

Position des 300 échantillons de I’huile essentielle de Niouli du Bénin dans I’espace

réduit des deux axes discriminants durant les 4 saisons climatiques

(Axe discriminant 2)

(Axe discriminant 1)
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Tableau 41:

Variation (A) durant les 4 saisons climatiques des pourcentages des constituants

majoritaires de Niaouli du Bénin

Constituants Varniation A (%)
TYPE I TYPE II TYPE 1l
o-pinéne 1,05 0,27 0,22
limonéne 0,3 0,04 0,03
1,8-cinéole 2 4,07 0,20
a-terpinéol 0,73 5,19 3,79
viridiflorol 3,4 0,2 2,06

111-2-5- COMPARAISON DE NOS RESULTATS AVEC
CEUX DE LA LITTERATURE

Du point de vue variation du rendement au cours du stockage, nos résultats

concordent avec ceux de :

-J. M. M. WHISH et R. R. WILLAMS (220) qui, sur Melaleuca alternifolia ont
montré qu’il n’y a pas de perte d’huile essentielle au cours du séchage et que le volume en

huile augmente la 1°° semaine pour se stabiliser jusqu’a la 4™ semaine.

- G. J. MURTAGH et A. CURTIS (221) qui révélent qu’il n’y a pas perte de volume

ni modification de la composition chimique aprés 2 semaines de séchage des feuilles de M.

alternifolia.

- et parallélement avec ceux de ZRIRA et BENJILALI (222) sur lE. camaldulensis

une myrtacéae comme le Niaouli. Notons au passage qu’une étude similaire effectuée sur la
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méme espéce Eucalyptus camaldulensis acclimatée au Bénin par notre équipe a donné

également les mémes résultats.

En effet, le rendement de I’huile essentielle du Niaouli du Bénin augmente le 6™
jour (1,45%) par rapport a celui du végétal frais (0,85%). Il se stabilise (presque) jusqu’au
14™ jour (A=0,07%); chute le 20°™ jour (1,11% et A=0,34%) pour se stabiliser 2 nouveau
entre le 20°™ et le 40™ jour du stockage (A=0,06%) (graphe 24).

En ce qui concerne la composition chimique, nos résultats sont en accord avec ceux
des auteurs précités qui n’observent pas de changement dans la composition chimique de
I'huile essentielle au cours du stockage. Seules les proportions de certains constituants
varient a cause de [’interconversion entre molécules (c’est le cas par exemple de
1,8-cinéole ——® a-terpinéol ——®  limonéne déja signal€) et de la volatilité de

certains produits au cours du temps, ce qui affecterait aussi le rendement.

Enfin, pour I’analyse statistique multivariée, nous obtenons 3 chémotypes (a 1,8-
cinéole, a 1,8-cinéole et viridiflorol a teneur égale et a viridiflorol) parmi les 4 trouvés par
P. A R. RAMANOELINA et coll. (192) excepté celui a T-nérolidol. Egalement, comme
ceux de P. A. R. RAMANOELINA et coll., nos résultats ont prouvé qu’il n’y a presque pas
d’influence des saisons sur la composition chimique de 'huile essentielle de Melaleuca

quinquenervia d’origine béninoise.

H1-2-6- CONCLUSION

L’étude de I'huile essentielle de Melaleuca quinquenervia acclimaté au Bénin réveéle
Iexistence de trois types chimiques : type I (58%) a 1,8-cinéole, type II (22%) a pourcentage
égal de 1,8-cinéole et de viridiflorol et type III (20%) & viridiflorol au sein de la plantation et

par conséquent la plantation est 8 dominance 1,8-cinéole.

Tenant compte de la stabilité de la composition chimique de I’huile essentielle tout au
long de I’année, une huile riche en 1,8-ciénole peut étre produit en mai et juin (51,44 et
54,38%) et puis en octobre (52,9%) avec des rendements de 2,75,3,58 et 3,02% et 6 a 14

jours de séchage suffisent pour obtenir une huile avec un bon rendement.
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L’augmentation du rendement en une période au cours du séchage peut étre une
réponse a lactivité métabolique de production de 'huile par les glandes sécrétrices

continuant dans les feuilles méme aprés la récolte.
D’autre part,

- vu que les travaux de RAMANOELINA et coll. (192) ont permis de confirmer que
les arbres de Niaouli a chémotype viridiflorol sont natifs de Madagascar parce que jamais

décrit par d’autres jusqu’en 1994,

- vu que depuis 1996, sur un travail préliminaire effectué par notre laboratoire sur la
plantation de Niaouli acclimaté au Bénin, ce chémotype a viridiflorol est identifié sur 20%

des échantillons étudi€s (202),

- considérant les résultats que nous venons encore d'obtenir (20% des arbres a

chémotype viridiflorol),

nous sommes tentés d’affirmer (avec une toute petite réserve ) que le Melaleuca
quinquenervia acclimaté au Bénin est originaire de Madagascar : l'origine des semences

béninoises étant ignorée, faute d'archives.

Par ailleurs, une bonne sélection des graines issues des arbres retenus au cours de
notre analyse peut permettre d'avoir, avec un bon suivi, des arbres de Niaouli & 1,8-cinéole

dominant ou a viridiflorol dominant actuellement prisé dans ’industrie pharmaceutique.
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CHAPITRE 1V

CHENOPODIUM AMBROSIOIDES
LINN.

IV-1- GENERALITES

IV-1-1- ORIGINE ET BOTANIQUE

Originaire d’Amérique centrale (du Mexique ), Chenopodium ambrosioides est
répandue dans tous les continents, c’est une herbe d’aspect glabre fortement aromatique

(223).

La tige ordinairement dressée, émettant de nombreux rameaux beaucoup plus

minces qu’elle, atteint 20 2 100 cm de haut et a un diamétre a la base variant de 3 a4 mm.

Les feuilles de la tige principale sont assez caduques, avec un pétiole de 0,5 3 1 cm
de long et un limbe étroitement elliptique, longuement atténué vers le bas, grossiérement et
irréguliérement denté. Les feuilles des rameaux sont de plus en plus étroites et de moins en

moins dentées.

Les inflorescences sont en panicule d’épis de glomérule, d’abord assez condensées
puis de plus en plus amples, pouvant atteindre 40 cm de long, avec de trés nombreux

rameaux gréles, de 10 a 20 cm de long, naissant a ’aisselle d’une bractée
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étroitement elliptique, aigué, de plus ou moins 20 mm de long, de 2 a 3 mm de large et

produisant quelques rameaux tertiaires plus courts.

Les glomérules sont sessiles, puciflores et subsphériques. Les fleurs, de moins 1 mm
de diamétre dont le périgone a 4-5 segments glanduleux, sont glabres, concaves, obtus et
soudées a la base avec 4 -5 étamines. Les akénes, membraneux sont a péricarpe tandis que
la graine est discoide, de 0,7 mm de diamétre, rouge-foncée, lisse, brillante, présentant un

réseau de trés fins canicules (planche 11) (223, 224).

Il existe trois variétés intraspécifiques . Chenopodium ambrosioides var
anthelminticum riche en ascaridol, Chenopodium ambrosioides var. pubecsens riche en
pinocarvéol et une autre variété riche en pinocarvone (225). Les études antérieures ont

probablement porté sur le Chenopodium ambrosioides var. anthelminticum.

IV-1-2- USAGES

Riche en huile essentielle, Chenopodium ambrosioides est trés utilisé en médecine
populaire en Amérique comme stimulant, vermifuge, carminatif, antiasthmatique et
emménagogue (226). L’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides var. anthelminticum
est un puissant antihelminthique surtout contre les ascaris et les ankylostomes mais il est

toxique & dose relativement faible par suite de son action dépressive sur le ceeur (227).

Peu employ€¢ en médecine traditionnelle en Afrique (223), il est néanmoins utilisé au

Rwanda comme vermifuge surtout pour les animaux (228).

Les recherches effectuées au Rwanda avec les extraits chloroformiques de la plante

entiére n’ont pas montré d’activité ascaricide (229).

L’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides est réputée avoir les propriétés

insecticides, nématocides et antimicrobiennes (230-232).

C’est une plante diurétique, sudorifique expectorante et résolutive.
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L’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides, appelée huile de chénopode,
"américan wormseed oil", semble avoir été beaucoup utilisée avant 1900 pour ses propriétés
antihelminthiques. Actuellement interdite par le Conseil de I’Europe de 1981 en industrie
alimentaire & cause de sa toxicité (233), elle est néanmoins employée en trés faible quantité

en parfumerie (224).

La plante quant a elle est utilisée avec succes pour la guérison des ulcéres atoniques.
Le suc de feuilles fraiches pilées est conseillé per os dans les dermatoses cutanées ; le marc
résiduel, imbibé d’huile de palme est utilisée pour masser le malade souffrant de névralgies

intercostales.

IV-1-3- PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE
L’HUILE ESSENTIELLE DE CHENOPODIUM
AMBROSIOIDES VAR. ENTHELMINTICUM

L’huile essentielle est généralement extraite par entrainement a la vapeur d’eau avec
des rendements variables. La couleur de I’huile varie du jaune a jaune-or selon |’origine et a
une odeur trés forte et désagréable, parfois camphoreuse. Le tableau 42 indique quelques

unes des constantes physico-chimiques des huiles d’origines différentes (234, 235).

Le rendement en huile essentielle des plantes d’origine américaine est trés €levé
(1,0-2,0%), cette huile est fortement lévogyre (pouvoir rotatoire -4 a -12°). Les huiles
américaines et brésiliennes sont particulierement riches en ascaridol (respectivement, 71 a
91% et 58 a 67%) tandis que celles qui proviennent de !'Inde contiennent beaucoup
d’hydrocarbures (20,6%).
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Tableau 41 :

Constantes physico-chimiques de I’huile de Chenopodium ambrosioides en fonction de son

origine, d’aprés GUPTA et coll. (1972) (234)

Huiles Huiles Huiles Huiles Nord- Huiles du
indiennes indiennes indiennes américaines Breésil
(mélanges) (Kashmir) (auteurs)

Rendement | 0,17-0,24% | 0,82-1,20% 0,37% 1,0-2,0% 0,3-0,5%
Couleur ‘jaune-claire jaune-or Jaune-or jaune-pale -
Densité 0,800 - 10,889 (32°C)| 0,937-0,99 | 0,981 (20°C)

(25°C)
Pouvoir - - |+0,09°(32°C)| -4a-12° -0,20
rotatoire
Indice de - - 11,476 (32°C) | 1,476 41,477 | 1,476 (20°C)
réfraction (20°C)
Solubilité - - 6a7 2a12 3a7
dans I’alcool
70% viv
Ascaridol 25 72a13,4 20,2 71 a 91 58 a 67
(%)
Hydrocarbures 45350 - 20,6 15 -
(%)

1V-1-4- COMPOSITION CHIMIQUE DE L’HUILE
ESSENTIELLE DE CHENOPODIUM AMBROSIOIDES

Il ne nous a pas été possible d’avoir plus d’informations sur le mode d’extraction et
d’analyse des huiles essentielles du Brésil (236), d’Argentine (238) et des Etats-Unis (227).

Cette derniére est riche en ascaridol (60 a 70%) avec les composés suivants :
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le p-cymene, le terpinoléne, le p-menthadiene et le camphre qui ne sont pas quantifiés. Cette

composition differe de celle des huiles commerciales (tableau 42) (234).

L’huile du Brésil (236) contient de I’ascaridol (17,9%), du limonéne (29,6%), du
myrcene (19%), du B-pinéne (3,6%) et un certain nombre de composés non identifiés
(30,7%) ; tandis que I'huile qui provient d’Argentine (237), obtenue par entrainement a la
vapeur d’eau de la plante entiére, contient majoritairement le p-cyméne (50%) a coté de
P’ascaridol (20%). L’huile commerciale du Brésil (225) est plus riche en ascaridol (58,0 a
67,0%).

L’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides d’origine indienne (224) a été
extraite par entrainement a la vapeur d’eau de la plante entiére séchée a ’air avec un

rendement de 0,4%.

Aprés P'avoir séparée en acides et en fraction neutre, elle a été analysée par
chromatographie sur couche mince de gel de silice imprégnée de nitrate d’argent (15%) et
par chromatographie sur couche mince d’alumine. Certains produits ont été identifiés par

méthodes chimiques et par les méthodes spectrométriques.

L’ascaridol (25,0%), les isoménes du xyléne (24,1%), le p-cyméne (23,0%) et les
hydrocarbures Cy; a Cs;, dont les Cys, étant majoritaires ont été identifiés dans la fraction
neutre. Les acides hexanoique, heptanoique, octanoique et un acide inconnu de formule

brute CsHo-CO,H ont été mis en évidence dans la fraction acide.

D’autre part, dans I’extrait indien obtenu par percolation a I’éther de pétrole, on a

isolé I’alcool triacontylique, le heptadécan—14-one et le spinastérol (234).

L’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur des jeunes fleurs séchées a
Pair de Chenopodium ambrosioides d’origine russe (238) est riche en hydrocarbures
(36,0%) dont le limonene et le p-cymeéne. Cette huile contient également de 1’ascaridol
(39,1%), des alcools de formules brutes C1oH g (20,0%) dont le terpinéol, des esters (6,5%)
tels que I'acétate de terpényle et le salycilate de terpényle ainsi que des aldéhydes (1,6% )
non identifiés. La séparation des composés a été effectuée par distillation fractionnée et les

produits identifiés par les méthodes chimiques.




Tableau 42 :

Constituants de Chenopodium ambrosioides (travaux des auteurs)
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Auteurs Origine de la plante Analyse identification Produits isolés (%)
Références Partie de la plante
Années étudiée Méthodes
d’extraction (rdt)

Fiester et coll. -Argentine ; Plante ? p-cymeéne 50%,

(237) entiére entrainement a ascaridol 20%

1951 la vapeur (rdt=0,2%)

Thukamoto et coll. | -Japon (-) pinocarvone 57,1%,

(240) (241) | -plante enti¢re séché a pinéne 24%,

1953 1952 {I'air ? aritasone 7,1%,
-entrainement a la ascaridol 1,1%
vapeur

Nikolaev et coll. -Russie Ascaridol 39,1%,

(238) -jeunes fleurs hydrocarbures 36,0%,

1955 -entrainement a la Distillation fractionnée alcools20%,
vapeur sous pression esters complexes 6,5%,
(2,5atm) aldéhydes 1,6%

Séparation des acides de la

fraction neutre.
Inde (district Etude de la fraction neutre | ascaridol 25%,
d’ Aligarh) - par chomotographie sur p-cyméne 23%

Gupta et coll plante entiére colonne de d’alumine avec | hydrocarbures 31%,

(234) (235) -entrainement 3 la Véther et le benzéne acides carboxyliques

1972 1974 vapeur (rdt=0,4% comme éluant. 12,5%, alcool

Identification des triancontilique heptadecan-
constituants par méthodes | 14 -one7%
chimiques et par RMN spinastérol.

Opdyke Ascaridol 60-70%,

Q27) limonéne,

1974 Nord Amérique ? p-cymeéne,
p-menthadiéne,
camphre

Analyse des huiles par

chomatographie gaz-

liquide avec un appareil Pinocarvéol 42,6%,
équipé d’une colonne o-pinéne 31%

Kazuyasn Japon remplic de PEG 20 M pinocarvone 20,2% ,

(225) plante entiére (30%) ; L=2.25m ¢=2mm | B-pinéne 0,1%,

1978 -entrainement 3 la T :réglée de 100 2 2000C | B -myrcene 0,2%,
vapeur (2 °C /min.),gaz autre 5,7%

vecteur=hélium(2.3ml/mn)
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L’étude comparative (234) de 'huile extraite par entrainement a la vapeur de la
plante entiére et de I’extrait a 1’éther de pétrole a chaud, a montré que par extraction a

I’éther de pétrole I’huile présenterait un taux en ascaridol important (tableau 43).

De méme, les huiles obtenues par extraction aux micro-ondes contiennent plus

d’ascaridol que celles extraites par entrainement 2 la vapeur (239).

TABLEAU 43:

Composition chimique d’une huile essentielle et d’un extrait d’origine indienne en fonction du

mode d’extraction (234)

Extraction A lavapeur d’eau | A I’éther de pétrole (60-80°C)
Rendement 0,3% 0,2%
Isomére du xyléne 24.2% 6,8%
p-cymeéne 13,0% 8,0%
Ascaridol 25% 83,5%
Hydrocarbures 12,5% 2,0%
tétradécanol 7%

Des huiles essentielles de Chenopodium ambrosioides d’ origine japonaise présentent

des compositions variées :

Ainsi une premiére huile essentielle, obtenue par entrainement 4 la vapeur d’eau de
la plante entiére séchée 4 I'air, est composée de pinocarvone (57,1%), de pinéne (24,0%)
d’aritasone (7,1%), et d’ascaridol (1,1%) (240, 241).
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La seconde huile contiendrait le pinocarvéol (42,6%), la pinocarvone (20,2%), I’a-

pinéne (31,0%), le B-pinéne (0,1%) et le f-myrcéne (0,2%) (225).

- La troisiéme, tableau 44, est trés riche en pinocarvone (62,5 a 65,1%) (225)

Tableau 44:

Composition chimique de deux chémotypes de Chenopodium ambrosioides

Chémotype a Pinocarvone Pinocarvéol
Date de récolte | Aott 1978 | Sept 1978 | Aoit 1978 | Sept 1978
Composés Pourcentages
o~ pinéne 33,4 30,3 31,4 32,1
a-pinéne 0,3 0,2 0,2 0,1
pinocarvone 62,4 65,1 20,2 21,9
pinocarvéol 2,8 2,4 420 40,4
autres 1,2 1,6 5,7 5,2

Les acides gras et les protéines (241), les stérols (243, 244) dont le kampférol ont
été extraits des feuilles et des graines de Chenopodium ambrosioides ainsi que d’autre

composés non volatiles comme les sels et les acides oxalique et tartrique (245).

L’ascaridol, composé principal des huiles essentielles de Chenopodium
ambrosioides commerciales, se trouve en faible quantité (7,5%) dans I'huile de

Chenopodium botrys (246)

Des sesquiterpénes (sélinéne, éléméne), des sesquiterpénoides ( sélinadiol,
chénopodiol (a-+f), eudesmols (a,B,y) et leurs acétates) sont les composés les plus

importants dans I"huile de certaines jeunes plantes (247, 248).
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Les eudesmols (a et B) sont également les composés majoritaires de Chenopodium

botrys (249).

Des monoterpénoides tels que la fenchone, la pulégone ,la thujone, la menthone, le
camphre, le menthol, le linalol, le nérol et le terpinén-4-ol ont été identifiés a c6té de
Pascaridol, du B-élémol et du P-eudesmol dans les huiles de Chenopodium botrys du
kazakhstan (250).

L’a-terpinéne (70,5% et 72,7%) est le constituant principal de I'huile essentielle de
Chenopodium ambrosioides du Bénin et du Rwanda a c6té du p-cymeéne (16,3 et 15,5%) et
de Pascaridol (7,4 et 7,2%) (M. A. AYEDOUN, 1995 et MUNAYIMANA, 1995) (149,
251).

Pour PARIS et coll. (1971), 'huile essentielle contient 20 a 30% d’hydrocarbures
monoterpénique (p-cymeéne, limonéne, a-terpinéne) et 60 a 80% d’un peroxyde terpénique ;
’ascaridole, dont la teneur varie avec la période de récolte, trés faible avant la floraison, est

surtout dominant dans le fruit (252).

IV-1-5- ACTIVITES ANTIMICROBIENNE, NEMATOCIDE
ET INSECTICIDE DE L’HUILE ESSENTIELLE DE
CHENOPODIUM AMBROSIOIDES

L’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides inhibe la croissance de certains
microorganismes. Avec la méthode de culture sur gélose , KELLNER et KOBERT (230) ont
trouvé que l'huile est active contre Escherichia coli, Salmonella thyphosa, Neisseira,

streptococcus foecalis, Streptococcus pyrogénes et Corynebacterium diphtae.

Cependant, 1I a été rapporté que I'huile avait un effet bactériostatique moyen contre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Candidas albicans

mais qu’elle était par contre efficace sur 23 microbes phytogénes sans spécification de leurs
identités (227).
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Outre Dactivité anthelminthique observée, 'huile essentielle de Chenopodium

ambrosioides serait efficace contre les larves et les adultes des nématodes du sol (232).

L’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides posséde également une activité
insecticide. Elle est active contre les larves d’un moustique appelée Colex sp. et autres
insectes qui se nourrissent de feuilles. Les esters d’acides, notamment hexanoique,
arachidonique et octadécanoique, extraits des feuilles, seraient efficaces contre les insectes

des graines en stocks (253).

[V-1-6- AUTRES PROPRIETES DE L’HUILE
ESSENTIELLE DE CHENOPODIUM AMBROSIOIDES

L’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides est a ce jour utilisée en faible
quantité en cosmétologie et en parfumerie aux Etats-Unis (227). Le tableau 45 donne les

pourcentages usuels et limites dans ces produits.

Tableau 45 :

Concentrations (%) usuelles et limite des huiles essentielles de Chenopodium ambrosioides

dans les parfums et cosmétiques

Savons Détergents | Crémes-lotions parfums

Concentration normale | 0,001 a 0,1 0,001 0,005 0,04

Concentration limite 0,1 0,01 0,03 0,4

b
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Une autre étude a montré que lhuile essentielle de Chenopodium ambrosioides
augmentait fortement le pouvoir de pénétration des substances polaires tel que le fluorescil &
travers la peau (254). Cette découverte pourra-t-elle déboucher sur de nouvelles

perspectives ?

L’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides serait allélopatique : le p-cyméne et

I’aritasone empécheraient la germination et la croissance de jeunes mauvaises herbes (255).

IV-1-7- L’ASCARIDOL DANS L’HUILE ESSENTIELLE
DE CHENOPODIUM AMBROSIOIDES

La biosynthése de I’ascaridol partirait de I'a-terpinéne, elle serait catalysée par les

iodo-peroxydases.

JONHSON et CROTEAU (256) ont réalisé in vitro la synthése de P’ascaridol a
partir des exudats des feuilles et fruits de Chenopodium ambrosioides riches en a-terpinéne

avec la peroxydase en présence d’eau oxygénée et d’todure de sodium.

Ils ont constaté que la synthése de I’ascaridol était optimale a pH 4 et que la

biosynthese était inhibée par les catalases et les réducteurs chimiques tels que les cyanures.

L’ascaridol a été longtemps recherché pour sa puissante activité contre les vers

intestinaux chez les animaux (257-262).




211

IV-1-8- CONCLUSION

Les constituants intéressants de 'huile essentielle de Chenopodium ambrosioides
var anthelminticum rapportés dans la littérature sont P'ascaridol dont les pourcentages
varient de 18,% a 71% selon l'origine et certains hydrocarbures en I’occurrence le p-
cymeéne, le limonéne, le myrcéne, et 'a-pinéne. Selon le procédé d’extraction (entrainement
a la vapeur d’eau ou a ’éther de pétrole), fa composition chimique de I’huile ou de I’extrait

obtenu difféere.

Deux chémotypes de Chenopodium ambrosioides ont été mis en évidence au
Japon : le Chenopodium ambrosioides var. pubescens riche en pinocarvone et le
Chenopodium ambrosioides riche en pinocarvéol (225). Les deus chémotypes sont aussi

riches en a-pinéne.

L’ascaridol, longtemps recherché pour son activité anthelmintique, étant toxique
pour ’homme, I'huile essentielle peut €tre mise en valeur pour ses propriétés nématocides,

insecticides et antigerminatives ou pour utilisation en parfumerie ou en dermatologie.

La composttion chimique de Chenopodium ambrosioides différe de celle de

Chenopodium botrys qui, en général, est riche en sesquiterpénes.
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I1V-2- HUILE ESSENTIELLE DE CHENOPODIUM
AMBROSIOIDES DU BENIN : NOS TRAVAUX

Petite plante, le Chenopodium ambrosiocides est une plante introduite au Bénin a une
date inconnue. Elle se rencontre, de nos jours, sous tous les tropiques en saison des pluies,
surtout prés des lieux habités et dans certains jardins. Cette espéce est trés répandue au

Bénin.

IV-2-1- MATERIEL ET METHODES

Agonvy et Porto-Novo sont les deux sites retenus. Quatre récoltes successives
(espacées chacune de trois mois) de la partie aériénne de la plante ont été effectuées par site
en 1996 et une récolte a Porto-Novo en février 1998, Les extractions ont été effectuées par
entrainement a la vapeur d'eau. Les huiles obtenues sont analysées par chromatographie en
phase gazeuse et les composés identifiés par couplage chromatographie en phase gazeuse-

spectrométrie de masse.

IV-2-2- RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les figures 22-a et 22-b représentent les chromatogrammes CPG et SM d'un
échantillon d'huile essentielle de Chengpodium ambrosioides du Bénin, le tableau 46 donne

les pourcentages des produits identifiés dans les échantillons d'huiles.

Les rendements sont généralement faibles, ils varient de 0,4 a 1,1% pour le site

Porto-Novo et de 0,53 a 0,9% pour le site d'Agonvy.

Les produits majoritaires sont: p-cyméne (27 & 43,4%), oxyde d’ascaridol (27,4 &
45,1%), trans-ascaridol (4,3 a 6,6%), cis-ascaridol (2,1 4 3,1%) et élémol (1,1 & 3,7%) pour
le site d’Agonvy (tableau 45a).
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Figure 22:
a- Chromatogramme de I’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides du Bénin
b-  Impact électronique de 1'huile essentielle de Chenopodium ambrosioides du Bénin obtenu par
couplage CPG/SM
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Composition chimique de l'huile essentielle de Chenopodium ambrosioides du Bénin

CONSTITUANTS AGONVY PORTO-NOVO
1% |2¢me |3éme |4éme |lére |2éme |3éme |4éme
1- a-pinéne 0,13 |Tr tr 0,17 10,32 0,25 {0,40 |tr
2- a-thujéne tr Tr - - tr - 0,45 |tr
3~ camphéne - Tr 0,20 |tr - - tr -
4- B-pinéne tr Tr 0,40 |0,30 (0,09 |tr tr tr
5- sabinéne tr Tr tr tr 0,04 |(tr 0,14 |tr
6~ myrcéne tr Tr 0,30 |{tr 0,17 10,10 10,50 }0,07
7- a-terpinéne 0,27 (0,23 |0,16 3,20 |42,87 30,58 17,90 2,7
8- limonéne 0,37 (0,20 |- tr 0,24 {0,65 |1,10 {020
9- 1.8-cinéole 1,10 {0,20- {0,60 |tr 0,46 {0,26 |0,70 {0,30
10- (2)-B-ocimeéne ) . } ) i} } 0,25 10,09
. 2,10 |- 2,60 {1,01 {043 {0,12 |1,00 |0,30
11- y-terpinéne
E - - - - - - 0,25 0,09
12- (E)-B-ocyméne ’ ’
. 43,1 (30,80 | 43,40 ;27,05 |25,30 {32,5 |13,00 (5,20
13- p-cymeéne
. 0,20 10,10 |0,10 0,15 }0,17 {0,24 |0,10 {0,10
14- p-cyménene
) ) 2,10 {3,10 3,10 {3,02 |2,60 [2,30 |590 |16,70
15- cis-ascaridol
9,30 | 45,10 [ 27,40 | 42,79 | 15,03 | 14,40 | 41,60 | 50,70
16- oxyde d’ascaridol 29,3 0127, 3 144 60150
4,30 (6,60 (4,50 |5, R
17- trans-ascaridol 3 R 4,50 (5,89 (6,12 |520 [5.80 {9,70
18- p-cymeén-8-ol ) ) ) ) tr 0,16 tr )
s 2,60 |1,10 {3,40 (3,73 {0,79 [2,70 0,90 |3,10
19- élémol
20~ cavacrol - - 0,10 |- 0,50 {1,50 |tr -
0
21- spathulénol 1,70 11,60 11,10 1,91 10,86 |1534 10,50 1,70
. 0 2
22- oxyde del,3-épi-manoyle 3 10,20 |1,03 11,71 10,31 [144 {0,20 [020
RENDEMENT 0,60 0,53 [0,89 10,67 (0,73 {1,1 [0,81 {042
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A la différence du site d'Agonvy, le site de Porto-Novo est caractérisé par une forte
teneur en a-terpinéne (2,7 a 46,4%) avec des produits majoritaires comme p- cymeéne (5,2 a
32,50%), oxyde d’ascaridol (14,4 a 50,7%), trans-ascaridol (5,2 a 9,7%), cis - ascaridol (2,3

a 16,7%) et élémol (0,9 & 3,1%). Le y-terpinéne est trés faible dans les deux échantillons.

D'autre part, on constate que sur le site de Porto-Novo, la teneur en a-terpinéne
diminue avec le stade végétatif de la plante, alors que celles des cis et trans-ascaridol
augmentent de méme que celle de oxyde d’ascaridol. Quant au site d'Agonvy, on constate
presque une absence d'a-terpinéne (trace) sur les 4 récoltes mais une forte présence de p-

cyméne (27 a 43,4%) (tableau 45b, graphe 30).

Ces constats prouvent que l'a-terpinéne est le précurseur de l'ascaridol et du p-

cymeéne (256) dans les graines d'ou sont extraites généralement les huiles commerciales.

11 est & se demander si le processus de biosynthése pourrait évoluer vers la formation
prépondérante de I'ascaridol en fonction du stade végétatif de la plante et/ou de la nature du

sol.

Cette transformation pourrait étre assimilée a une autoxydation de l'a-terpinéne en
ascaridol en présence de l'oxygéne de l'air. Pour nous en rendre compte, nous avons

effectué un autovieillissement d'un échantillon d'huile de Porto-Novo.

Par ailleurs, remarquant que le constituant dominant de tous les échantillons en
général est I’oxyde d’ascaridol, nous I'avons isolé et caractérisé pour une confirmation, car

il semble étre un nouveau produit jamais signalé dans la littérature.
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IV-2-3- AUTOXYDATION DE L'HUILE ESSENTIELLE DE
CHENOPODIUM AMBROSIOIDES DU BENIN

En vue de vérifier la bioconversion de l'a-terpinéne en ascaridol, nous avons soumis

un échantillon d'huile essentielle de Chenopodium ambrosioides a 1'autoxydation naturelle.

En effet, 5g d'huile essentielle placée dans un flacon blanc ouvert a été soumise a

l'action de l'oxygéne de l'air et de la lumiére a la température ambiante.

Pendant 75 jours d'exposition du 1¥ mars au 16 mai 1998, on observe une

augmentation de la coloration (coloration jaunatre) et de la viscosité en fonction du temps.

On constate une perte de masse importante (3,06g) et la modification du profil
chromatographique est importante (figures 23 et 24). On remarque la disparition des
monoterpénes due a leur évaporation a l'air libre expliquant ainsi la perte de masse et

l'apparition de composés oxygénés.
Les résultats chromatographiques sont consignés dans le tableau 46.

De l'analyse de ce tableau, il résulte que le taux d'a-terpinéne diminue de 44,4% a
0,05% soit une disparition totale, alors que celui du cis-ascaridol passe de 0,4 a 39,08% et
celui de trans-ascaridol de 8,26 a 13,2%. 1l apparait donc une augmentation de la teneur en
ascaridol (43,62%) compensant la disparition d'o-terpinéne. Des composé€s oxygeénés
comme I’élémol, le cavacrol et le spathulénol passent de 2,2 a 11,12%. Paradoxalement la
teneur en oxyde d’ascaridol diminue del14,5% alors que celle de p-cyméne augmente de

10,23%.
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Figure 23 :
Chromatogramme de ’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides
non autoxydée (site de Porto-Novo)
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Figure 24 :

Chromatogramme de 1’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides

autoxydée (site de Porto-Novo)
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Nous pouvons dire que l'a-terpinéne est le précurseur de l'ascaridol. L'oxygene de
l'air provoque donc l'altération des monoterpénes et intervient dans son état fondamental
triplet; c'est pourquoi on peut qualifier cette oxydation "d'autoxydation naturelle” ou la
lumiére a seulement joué le role d'amorceur. Les réactions sont radicalaires et conduisent a
une racémisation des produits formés ainsi qu'a leur polymérisation responsable de

l'augmentation de la viscosité.

Nous proposons un schéma plausible de cette réaction d’autoxydation.

p-menth-1.4-diéne-6-hydroperoxyde

. OOH
a-terpinéne
+ .
@ o oon

alcools

p-menth-1,4-diéne-3-hydroperoxyde

OOH
@) ascaridole
I (X)H """""""""""" -
(@)
. |

p-menth-1(7),4(8)-diéne-

2,3-dihydroperoxyde
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Tableau 46 :
Comparaison de la composition chimique des huiles essentielles de Chenopodium

ambrosioides non autoxydée et autoxydée

Huile initiale | Huile autoxydée

COMPOSES non autoxydée
1- a-pinéne 0,29 Tr
2- a-thujéne - Tr
3- camphéne 0,07 Tr
4- B-pinéne 0,25 tr
5- sabinéne - tr
6- myrcéne 0,17 tr
7- a-terpinéne 44,40 0,05
8- limonéne 0,43 -
9-1,8-cinéole 0,09 -
10- (z)-B-ociméne - -
11- y-terpinéne 0,68 -
12- (E)-B-ocyméne } -
13- p-cyméne 20,76 30,90
14- p-cyménéne 0,06 0,18
15- cis-ascaridol 0,40 39,08
16- oxyde d’ascaridol 19,03 4,50
17- trans-ascaridol 8,26 13,20
18- p-cymén-8-ol 0,07 -
19- élémol 0,88
20- cavacrol 0,46 11,12
21- spathulénol 0,86
22- oxydedel,3-épi-manoyle 0,13 0,15
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IV-2-4- SEPARATION ET CARACTERISATION DU
CONSTITUANT MAJEUR DE L'HUILE ESSENTIELLE
DE CHENOPODIUM AMBROSIOIDES DU BENIN

Afin de confirmer la structure du composé majeur identifi¢é dans les échantillons
d'huiles essentielles de Chenopodium ambrosioides du Bénin, une grosse quantité d'huile
essentielle a été extraite et soumise a la chromatograghie sur couches minces (C.C.M)
analytique et préparative et a la chromatographie sur colonne pour l'isolement du produit.
Le produit obtenu est ensuite soumis aux différentes techniques chromatographiques
(CP.G, CP.G/SM.,, RMN. de H-1 simple et 2 double dimension, RM.N. du C-13 et
I'Infra-Rouge).

IV-2-4-1- LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHES
MINCES (C.C.M.)

Utilisée comme méthodes analytique et préparatoire, elle nous a permis de connaitre
quels absorbant et solvant utiliser dans la chromatographie sur colonne. De tous les solvants
utilisés, seuls le chlorure de méthyléne (CH,Cl,) ou le chloroforme (CHCl;) ont permis de
réaliser une bonne séparation car tous les deux sont polaires.

Par contre, aucune séparation n'est constatée avec l'hexane qui, lui, est apolaire.
Cependant, dés qu'on ajoute de l'acétate d'éthyle (polaire a cause de O=C-0) a I'hexane, les

différents constituants de I'huile essentielle de Chenopodium ambrosioides sont séparés

CCM analytique CCM préparatoire
. . 4 Produit majoritaire /
¢
[ ]
Fluant : CH)Cl’z Eluant : CHzc‘z
Révélateur : vanilline 200pl déposé ; Masse récupérée : 0,119g

(produit majoritaire)
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IV-2-4-2- CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE

Pour une bonne séparation et compte tenu que le produit est récupéré rapidement
avec le chlorure de méthyléne nous avons utilisé des mélanges d'hexane (CsHi4) et d'acétate

d'éthyle (CH3;COOC,Hs) a des proportions différentes (10, 15%, etc...).

Deux colonnes ont été utilisées pour la séparation. La premiére colonne est
constituée d'une portion (0,4g) d'huile essentielle de Chenopodium ambrosioides dans une
colonne ouverte de silice flash (50g), la deuxiéme colonne est constituée de 100g de silice
et de 1g d'huile essentielle. Les deux colonnes ont été éluées avec le mélange retenu et a des

proportions différentes.

Les résultats sont consignés dans le tableau 47.

Tableau 47 :

Résultats des chromatographies sur colonne.

COLONNE 1 COLONNE 2
Masse de départ
(8) 0,4 1
Fractions 1 2 3 1 2 3
Masse obtenue (g) | 0,1400 0,1400 0,0377 0,1400 0,3705 { 0,270
Rendement (%) 35 35 9,42 14 37 2,7
Pureté (%) - 13 - 79 43 i
Pas de | Un produitisolé | Pasde |Unproduit| Un | Pasde
Remarques produit | a déterminer par | produit isolé a | produit | produit
isolé CPG. isolé | déterminer | isolé isolé
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Calcul du rendement réel du constituant majoritaire de l'huile essentielle de

Chenopodium ambrosioides

- 1*° colonne
Nous avons 0,14g de constituant principal aprés évaporation. Le solvant est présent
a 81% dans I'échantillon, le rendement réel est de 0,14-(0,14 x 0,81) / 0,4 =7%
- 2™ colonne
Produit pur a 43%
Rendement réel : 0,37 x0,43/1=16%

1V-2-4-3-CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE

Le chromatogramme de l'huile essentielle de Chenopodium ambrosioides etudiée
(figure 25) présente trois pics principaux qui correspondent aux trois produits majoritaires
de I'huile essentielle. Nous avons pu isoler deux (la fraction 1 de la colonne 2 et la fraction 2

des deux colonnes). Le tableau 48 donne uniquement les concentrations de ces trois

produits
Tableau 48 :
Concentration des différents constituants
Principaux pics A B C
Pourcentage 43,5 36,8 16,7

La figure 26 présente le chromatogramme du produit de la 2™ fraction de la
colonne 1. Le temps d'apparition d'un pic est le méme en comparant les deux
chromatogrammes, il en résulte que c'est le méme produit qui est élué pendant cet instant.
Ainsi, le produit B correspond au produit de la fraction 1 de la colonne 2 et le produit C
correspond au produit de la fraction 2 des deux colonnes. La 2™ fraction de la colonne 1

est soumise aux différentes analyses spectrales.
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Figure 25 :

Chromatogramme de I'huile essentielle de Chenopodium ambrosioides etudiée.
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Figure 26 :

Chromatogramme du produit de 1a 2™ fraction de la colonne 1
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IV-2-4-4- IDENTIFICATION PAR RMN 'H et PC
INFRA-ROUGE ET SM

Les figures 27, 28 et 29 présentent les différents spectres analytiques et les

résultats des analyses sont consignés dans les tableaux 49 et 50.

Figure 27 : Spectre RMN 1H du produit C isolé
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Figure 28 : Spectre RMN 1H a deux dimensions du produit C isolé
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Du spectre RMN 'H, nous dénombrons 16 atomes d’hydrogéne

Tableau 49 :

Interprétation du spectre RMN 'H du produit C

o (ppm) | Signal Nombre d'hydrogéne | Proton correspondant
1 2 singulets 6 CH; (9) et CH; (10)
1,36 1 singulet 3 CH; (7)

1,55 1 doublet apparent 2 CH: (6)

1,909 1 septuplet 1 CH; (8)

2,01 1 multiplet (8 pics) 2 CH (5)

6,45 2 doublets 2 CH (2) et CH(3)

Le spectre RMN 'H a double dimension (figure 28) fait apparaitre les differents couplages

qui existent entre les protons confirmant ainsi les résultats de la RMN "H a une dimension.

Nous dénombrons 10 atomes de carbone a partir du spectre RMN C

Tableau S0 :

Interprétation du spectre RMN *C du produit C

& (ppm) 17,25 |21,5]25,67]29,43] 32 | 74.43- |133,12]136,47
79,86

Typedu |Caan | Co Cw Co | Cwem Co

carbone Ce Ca

Le spectre IR (figure 30) effectué en analyses complémentaires, présente : deux

fortes bandes a 914,7 cm™ et 4 7352 cm’ caractéristiquent respetives de la liaison

peroxyde O-O et de la liaison époxyde C-O, une faible bande & 1112,1 cm™ caractéristtique

de la liaison

C-0-0.




A

T-wap*z ‘ueds J

00s2 000E 00SE 000p

0002

00ST

000t

U2

00s

91°E

229

Figure 30 :
Spectre Infra-Rouge du produit C isolé
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Spectre de masse du produit C isolé

Figure 31 :
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Tableau 51 :

Interprétation du spectre de masse du produit isolé (pic moléculaire est non visible)

PIC 168 136 121 93 43
Fragment  cédé o' 0," CH;" CH," C.H,"
masse 16 32 15 28 50
Fragment restant Ci0H,602 CioHie CoHis C:Hy CsH;
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Au vu de tout ce qui précéde, nous proposons comme formule brute du produit

isolé

C10H16O3

et pour formule développée




DEUXIEME PARTIE

PROPRIETES
PHARMACODYNAMIQUES
DE QUELQUES HUILES
ESSENTIELLES BENINOISES
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INTRODUCTION

Les huiles essentielles ou essences aromatiques, principes odorants de certaines
substances naturelles, sont obtenues en général par entrainement a la vapeur d'eau (263).
Elles présentent des propriétés physiologiques variées qui leur ont valu de nombreuses

applications en médecine traditionnelle (264).

Les huiles essentielles sont également utilisées dans certaines préparations
pharmaceutiques et dans l'industrie alimentaire comme excipients et substances aromatisantes,

en parfumerie et en cosmétologie comme agents de fragrance et désinfectants (264-269).

Dés la découverte des microorganismes par Pasteur a la fin du XIXéme siécle, on s'est
apergu que les huiles essentielles pouvaient, soit inhiber la croissance des bactéries et des
champignons, soit exercer un effet 1étal sur ces germes et de nombreuses techniques ont été

proposées pour mesurer cette activité (270, 271).

Dans cette partie, nous indiquons les principales méthodes d'évaluation de I'activité
antimicrobienne et antifongique en insistant sur leurs avantages et leurs inconvénients. Nous
décrivons ensuite une microtechnique de dilution en série, en milieu liquide, que nous avons
utilisée pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des huiles essentielles
des plantes médicinales d'origine béninoise préalablement décrites chimiquement dans la

premiére partie.
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I.- GENERALITES : TRAVAUX DES
AUTEURS

1.1.- QUELQUES DEFINITIONS (266, 269-274)

I.1.1.- ASEPSIE (270)

Ensemble des mesures propres a empécher tout apport exogéne des microorganismes
ou de virus non pas dans le but de détruire les germes qui sont déja en contact avec

l'organisme mais de protéger ce dernier contre un risque d'infection microbienne.
[.1.2.- ANTISEPSIE 270

Opération ou résultat momentané qui permet au niveau des tissus vivants et ceci dans la
limite de leur tolérance d'éliminer ou de tuer les microorganismes ou d'inactiver les virus en
fonction des objectifs fixés. Le résultat de cette opération, qui est lié a l'utilisation d'agents
chimiques et des substances naturelles d'origine végétale ou minérale est limité aux

microorganismes et aux virus présents au moment de l'opération.
1.1.3.- DESINFECTION ()

Opération ou résultat momentané permettant d'éliminer ou de tuer les
microorganismes et d'inactiver les virus indésirables supportés par le milieu inerte contaminé
en fonction des objectifs fixés. Le résultat de cette opération est également limité aux

microorganismes ou virus présents au moment de l'opération.
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I.1.4.- DESINFECTANTS ET ANTISEPTIQUES

Les antiseptiques sont des substances utilisées en thérapeutique cest-a-dire a
l'intérieur de l'organisme humain ou animal. Ils se distinguent des désinfectants qui sont
utilisés en hygiéne et destinés a détruire les germes pathogénes ou ils se trouvent en dehors
des étres vivants ; sur les surfaces inertes et dans les milieux extérieurs : eaux, air, locaux,

objets, linges...

Les désinfectants se sont imposés en tant qu'agents conservateurs, additionnés a des
préparations médicamenteuses et d'autres produits biologiques ainsi qu'aux produits
alimentaires industriels en vue de les protéger contre une contamination spontanée ou
accidentelle susceptible d'entrainer leur altération.

IIs sont de plus en plus employés en cosmétologie et en parfumerie.

I.1.5.- EFFETS BACTERIOSTATIQUE ET
BACTERICIDE @7, 271)

L'étude de l'activité antimicrobienne d'une substance selon la concentration a laquelle

elle agit et sa durée d'action implique deux processus :

- Le premier se traduit par un arrét de multiplication des germes sans qu'il y ait
nécessairement une destruction. Il s'agit d'une inhibition parfois réversible de quelques
fonctions biologiques nécessaires aux métabolismes du germe, i sa croissance et a sa
multiplication sans que toutes les fonctions vitales ne se trouvent atteintes. Ce processus met

en jeu l'activité bactériostatique ou fongistatique d'une substance.

- Le deuxiéme processus se traduit par une destruction définitive du microbe a plus ou
moins longue échéance, destruction liée a une Iésion irréversible rendant impossible toute
prolifération ultérieure. Cette action létale est dite bactéricide, fongicide ou virulicide selon le

germe en cause et l'efficacité reste liée au facteur temps.
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Il y a effet bactériostatique a un temps donné lorsque le nombre de bactéries en
présence d'une concentration définie de substance antibactérienne est égale ou supérieure au
nombre de bactéries existantes a I'ensemencement au début de l'expérience mais inférieure a

un témoin de croissance totale sans antibactérien.

Il y a bactéricidie a un temps donné lorsque le nombre de bactéries viables est

inférieur au nombre initial dans l'inoculum.

Il faut distinguer ici I'action antibiotique. L'antibiotique s'oppose a la croissance des
microorganismes et s'oppose par essence a la vie. Selon leurs degrés d'action, les

antibiotiques peuvent étre classés comme bactériostatique ou comme bactéricide.

1.1.6.- AROMATHERAPIE : NOTION
D'AROMATOGRAMME

L'emploi des "aromes et aromates" dans la thérapeutique ou "aromathérapie"” (266,
268, 272, 273) nécessite un diagnostic préalable de la sensibilité des germes 4 traiter vis a vis
de ces substances. L'aromatogramme est une méthode qui permet de repérer in vitro le
pouvoir bactériostatique et bactéricide de plusieurs huiles essentielles et de comparer leurs

actions vis-a-vis d'un germe donné.

Cet examen équivaut a l'antibiogramme, ou les antibiotiques sont remplacés par les

huiles essentielles.

Le principe de l'aromatogramme consiste 4 ensemencer un milieu de culture solide

(gélose) par un germe responsable d'une infection.

On dépose ensuite sur la surface des disques de papier filtre imbibés d'huiles
essentielles.

On mesure, autour de chaque pastille, aprés un temps et 4 une température donnée
d'incubation selon les germes, les diamétres d'inhibition, en millimétre, de la culture

microbienne.
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Dans cette zone ou il n'y a pas de croissance visible des souches, on préléve une petite
quantité du milieu qu'on repique sur un milieu nutritif neuf dépourvu d'antiseptique.
On obtient ce qu'on appelle une subculture si les germes sont seulement inhibés tandis

qu'on n'obtient aucune culture s'ils sont tous tués.

On détermine ainsi les concentrations minimales inhibitrice (CMI) et bactéricide
(CMB) correspondant respectivement a la plus faible concentration d'une substance pouvant
inhiber la croissance visible des microorganismes étudiés et a celle qui les tue de fagon

irréversible.

Les nouvelles techniques d'aromatogramme en milieu liquide sont les plus
intéressantes car elles permettent une meilleure répartition des produits de I'huile essentielle et
leurs contacts avec les germes. Elles sont plus reproductibles, permettant ainsi une bonne

comparaison entre les différents résultats.

1.2.- TECHNIQUES D'EVALUATION DE
L'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Les techniques microbiologiques appliquées a I'évaluation du pouvoir antimicrobien
des huiles essentielles sont nombreuses et sont décrites en fonction du développement

chronologique de leur mise en application

1.2.1.-TECHNIQUES D'ETUDE EN PHASE VAPEUR

12.1.1.- PROCEDE AU FIL

Ce procédé fut mis au point par KOCH en 1881 (274). Des fils imprégnés de
suspensions bactériennes sont suspendus au centre de tubes & essai stérilisés fermés par du
coton. Ces fils effleurent la surface (3 cm) de I'essence (1 ml) introduite dans le fond de
chaque tube. Aprés incubation a 37°C de durée variable, les fractions des fils sont placées 4 la
surface d'un milieu de culture pour mettre en évidence le développement des bactéries ayant

survécues. C'est une technique ancienne et peu précise.
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1.2.1.2- TECHNIQUES DES MICROATMOSPHERES

Mise au point par KELLNER et KOBERT en 1954 (275), elle permet d'évaluer
l'activité antibactérienne des essences diffusant dans une microatmosphére close contenue
entre le couvercle et la gélose.

Dans une boite de Pétri contenant une gélose sur laquelle un germe donné a été
ensemencé, un disque de papier filtre, imbibé d'essence est déposé au centre géométrique du
couvercle. La boite est ensuite fermée et incubée a I'étuve a 37°C, couvercle en bas. Au bout
de 18 heures environ on note les résultats soit par appréciation des modifications du nombre
et de la dimension des colonies (275), soit par la mesure des zones d'inhibition de la culture

(276, 277) (Figure 32).

Figure 32

Action d'une huile essentielle au cours de la méthode des microatmosphéres
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L'avantage de cette technique, ne mettant en jeu que des essences pures non diluées,

serait d'éviter le probléme de leur solubilisation.

Une réduction du nombre de colonies par rapport a la culture témoin aprés 24 heures
d'incubation correspond a une bactériose transitoire (278). Si on enléve le papier filtre
supportant l'antiseptique, il est possible d'évaluer, aprés 48 heures de remise a I'étuve, une
bactériostase définitive par comparaison avec le résultat précédent (278).

En réduisant l'application du disque au centre géométrique du couvercle de la boite,
SARBACH apprécie d'une part la modification de culture et obtient d'autre part une

estimation chiffrée par mesure, en millimétre, des zones d'inhibition de la culture (277).

Enfin, seule l'activité de la fraction volatile de l'essence est déterminée, ce qui
représente un intérét pour les produits destinés a agir par évaporation comme les aérosols et

les agents de contréle des atmosphéres dans les hopitaux.

Néanmoins cette méthode ne permet d'évaluer qu'une partie de l'activité antiseptique,
les produits non volatiles pouvant étre responsables d'une certaine activité, échappent a

l'expérimentation.

1.2.2.- TECHNIQUES DE DIFFUSION

La diffusion est un phénomeéne physique au cours duquel une force physique s'irradie
autour d'un point en champ sphérique en réalisant un gradient dégressif de concentration. Ce
principe a été utilisé avec de nombreux dispositifs techniques pour étudier l'activité des

substances antimicrobiennes.

La méthode de diffusion sur agar en milieu solide a eu un large succés pour le dosage

des antibiotiques et est citée par plusieurs auteurs (270, 279).



240

1.2.2.1.- TECHNIQUES DE DIFFUSION EN MILIEU SOLIDE

Les méthodes les plus utilisées dérivent de celle de VINCENT (1944) (280),
technique officielle utilisée pour les antibiotiques. On dépose a la surface d'une gélose
préalablement ensemencée de germe-tests des disques de papier filtre imprégnés de 0,02 ml
d'essence. On peut également découper des cupules dans la gélose qui recevront les produits
a tester (278, 281). Aprés 24 heures d'incubation a 37° C, on observe l'apparition d'une zone
claire autour des disques ou des cupules n'ayant pas de colonies microbiennes, appelée zone
d'inhibition (Figure 33). Certains auteurs ont utilisé jusqu'a quatre disques par boite de Pétri
mais il est conseillé d'utiliser trés peu de disques par boite pour éviter les interactions de

synergie entre huiles essentielles.

La méthode de diffusion en milieu solide permet de déterminer, pour une substance
donnée, son pouvoir antiseptique par contact. Ce dernier est proportionnel au diamétre
d'inhibition.

La technique, facile a mettre en oeuvre, permet d'apprécier avec précision le pouvoir
inhibiteur de l'essence et une comparaison avec l'action des antibiotiques usuels dans les
conditions expérimentales analogues. Cependant les résultats dépendent de nombreux
facteurs tels que la nature du milieu (taux d'hydratation, composition, pH...) et la composition
des essences dont les paramétres de diffusion sont difficiles a maitriser (270, 271) ; les
constituants des huiles essentielles étant hétérogénes, peuvent migrer séparément, le plus actif
n'étant pas nécessairement celui qui migre le plus.

L'effet antibactérien recherché dépend de la quantité de substance au niveau de la
source. En plus d'une migration différentielle des constituants de l'essence, il existe une perte
a la source de l'antimicrobien par absorption sur le papier filtre d'une partie d'essence.

L'examen de la littérature montre que les diamétres des disques, la quantité d'huile
déposée, la méthode d'ensemencement de la gélose et le temps d'incubation peuvent varier
d'un auteur a l'autre. Cela entraine un manque de standardisation et une comparaison difficile

des résultats obtenus (270, 279, 280-282, 284).
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On a constaté que la méthode n'exploitait pas exclusivement le pouvoir de diffusion de
I'huile essentielle mais aussi sa vaporisation car en dehors du cercle d'inhibition par contact
direct, on observe une réduction globale du nombre et de la dimension des colonies sous

l'influence de la vaporisation de l'essence

1.2.2.2.- TECHNIQUES DE DIFFUSION EN MILIEU
LIQUIDE

Encore appelées méthodes des disques, elles ont été mises au point par SARBACH
(277). Des disques imprégnés de 0.02 ml d'huile essentielle sont disposés au fond des tubes a
essai stériles dans chacun desquels on ajoute 6 ml d'un bouillon de culture contenant un
nombre donné de germes a tester. Une agitation mécanique continue, a I'étuve et a 37°C,
assure le contact entre l'inoculum et I'essence. On effectue des prélévements pour subculture

afin de déterminer le pouvoir bactéricide du produit, aprés des temps variables.

L'agitation continue, permet un meilleur contact entre les principes actifs de l'huile
avec les germes. Toutefois il est difficile de chiffrer la concentration finale du principe actif

libéré a partir du disque vers le milieu liquide.

Cette méthode, permettant d'évaluer l'activité bactéricide des huiles en fonction du
temps par subculture et comptage des survivants variables selon les huiles, est peu citée dans

1a littérature.

Les techniques de diffusion présentent des inconvénients tels que la diffusion des
essences ne s’effectue pas dans des conditions parfaitement définies. En outre, les huiles
essentielles sont composées de nombreux constituants qui peuvent diffuser en migrant

séparément, de telle sorte que ce n’est pas forcément le plus actif qui diffuse le mieux.
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1.2.3.- TECHNIQUES DE DISPERSION

On entend par dispersion, la fine division d'une substance dans une autre substance qui
constitue une phase continue, de maniére a obtenir une suspension de particules (270).

La difficulté principale, rencontrée pour I'étude des huiles essentielles réside dans leur
immiscibilité dans l'eau, constituant principal des matériaux biologiques. Pour rendre optimale
la dispersion des huiles essentielles dans les milieux de culture microbienne, certains auteurs
ont eu recours aux solvants organiques, d'autres aux tensioactifs ou surfactants.

La technique de dispersion permet d'étudier l'activité d'un agent antimicrobien a des
concentrations croissantes ou décroissantes permettant ainsi une meilleure appréciation de la
plus petite concentration ne donnant pas de croissance visible des germes (concentration
minimale inhibitrice ou CMI) a un temps donné, et a partir d'un inoculum de titre choisi.

Certains auteurs parlent de technique de dilution en série.

1.2.3.1.- TECHNIQUES UTILISANT LES SOLVANTS
ORGANIQUES

MOREL et ROCHAIX (285) ont utilisé des solutions d'huiles essentielles dans I'alcool
a 60%; MARUZELLA (276), MORRIS (284) et SIMEON DE BUOCHBERG (270) des
solutions d'essence dans l'alcool a 95°. DABBAH et Coll. (286) ont tenté de réaliser des
émulsions d'huiles essentielles directement dans le milieu nutritif en agitant le mélange
pendant 10 minutes aux ultrasons. L'évaluation de l'activité antimi-crobienne est effectuée en

milieu solide par subculture.

Les auteurs, utilisant les méthodes de solubilisation des huiles essentielles dans les
solvants organiques, ne se sont pas interrogés sur les interférences des solvants et des huiles
essentielles et de I'effet de solvant sur les souches. Ainsi SARBACH (277), a montré que le
pouvoir antibactérien de certaines huiles essentielles augmentait en utilisant l'alcool
isopropylique comme solubilisant. MOREL et ROCHAIX (285), en remplagant l'alcool par
l'eau distillée, ont constaté que I'huile essentielle a I'état moléculaire dans l'alcool était plus
active qu'a I'état colloidal en suspension dans I'eau. Les solvants ont été abandonnés au profit

d'émulsifiants.
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1.2.3.2.- TECHNIQUES UTILISANT LES EMULSIONS

Bien longtemps, certains auteurs ont réalisé les aromatogrammes en milieu solide en

utilisant des émulsions d'huiles essentielles.

CHAMBERLAND (287), réalisa, une émulsion d'essence en ajoutant des saponines

(1%) a une solution d'huiles essentielles (1/5) dans I'alcool absolu.

MILLER (288) préconisa I'emploi d'un mélange constitué de glycérine (31%) d'eau
(31%"°), d'alcool (31%) et de savon (6,6%).

FABRE et Coll. (289) proposérent d'incorporer I'essence dans un milieu semi liquide

contenant 2 a 3 g/l de gélose pour éviter la séparation des phases de densités différentes.

ALLEGRINI et SIMEON DE BUOCHBERG (290, 291) sont les premiéres a utiliser,
dans les tests antimicrobiens, les émulsionnants chimiques. Les tests pouvant étre effectués en

milieu liquide ou en milieu solide.

Les Tween 20 et 80 (74, 270, 279, 292) se sont montrés inertes vis- a- vis des germes
et des essences testées. Ces derniers composés €taient utilisés auparavant comme émulsifiants

dans les parfums et les cosmétiques (294, 295).

1.2.3.2.1.- TECHNIQUES UTILISANT LES EMULSIONS EN MILIEU
SOLIDE

La méthode proposée par ALLEGRINI et SIMEON DE BUOCHBERG (290, 291)
consiste a préparer les solutions-méres d'huiles essentielles (1/20) par suspension dans l'eau
distillée contenant 1'émulsionnant (Tween 20 ou Tween 80) 10%. Les dilutions décroissantes
d'essence, de raison géométrique d'ordre deux, sont ensuite effectuées dans I'eau distillée. Les
émulsions stables sont obtenues par agitation mécanique ou aux ultra-sons. Deux millilitres
de chaque émulsion d'huile sont mis en contact avec 18 ml de milieu Mueller-Hinton-Agar
(fondu et ramené a 45°C) contenus dans des boites de Pétri stériles. On laisse refroidir a la
température de la piéce tout en agitant afin d'obtenir une répartition homogéne des

substances actives dans le milieu.
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Enfin, on ensemence en surface a la pipette de Hatley un inoculum contenant

106 germes par ml. Les lectures sont effectuées aprés 24 heures d'incubation a I'étuve a

37°C pour déterminer les CMI (Figure 34).

Figure 34

Meéthode de dilution des huiles essentielles d'aprés SIMEON DE BUOCHBERG (270)

i ml 2ml de Mo 18 ml milieu
A jeter Mueller-Hinton-Agar
2ml
L ) ————— ENSEMENCEMENT
5 mldu 1 2re dilution
mélange Mo
Zmlde M, 18 ml milieu
Mueller-Hinton-Agar
L | ————= ENSEMENCEMENT
Ml =2 ml Mo

+ 2 ml eau distillée

2 &me dilution

Mo = Mélange huile essentielle- tween 80- eau distillée
M, = Premitre dilution de Mg dans I'eau distillée
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1.2.3.2.2.- TECHNIQUES UTILISANT LES EMULSIONS EN
MILIEU LIQUIDE

1.2.3.2.2.1.- METHODES CLASSIQUES OU MACROMETHODE

La technique mise au point par ALLEGRINI et SIMEON DE BUOCHBERG (270,
271) permet de préparer les émulsions-meres d'essence par dispersion des huiles essentielles
dans un mélange eau /Tween 80 (10%) a partir desquelles on réalise, dans une série de tubes,
une gamme de dilutions convenablement choisies. On ajoute a 1 ml de chaque dilution 9 mi

de bouillon nutritif préalablement ensemencé de germes de maniére a obtenir une

concentration bactérienne finale égale a 106 germes/ml. Les CMI sont appréciées a l'oeil
aprés 18 a 24 heures d'incubation a I'étuve tandis que la bactéricidie est évaluée par

subculture aprés différents temps de contact entre l'agent antiseptique et le germe.

Les auteurs ont pu établir les courbes de croissance des microorganismes testés par
calculer les concentrations minimales de quelques composés terpéniques commerciaux

(Tableau 52) (270).

On constate que, parmi des composés linéaires, le géraniol a une plus forte activité

(CMI = 0,25 4 0,50 mg/ml pour S. aureus (G*), E. coli et K. pneumoniae (G°). Le linalol est

2 a 3 fois moins actif que le géraniol pour l'ensemble des bactéries.

L'a-terpinéol, terpinéol-4 et le trans-thujanol, composés cycliques non aromatiques
ont une activité sensiblement équivalente avec une sensibilité plus grande pour E. coli et K.

pheumoniae.

Le thymol et le carvacrol ont une activité antimicrobienne trés élevée (CMI = 0,125 a
0,250 mg/ml), méme vis-a-vis de P. aeruginosa (CMI = 1,00 a 2,00 mg/ml) plus résistant aux
autres composés testés. Le p-cymene est 8 fois moins actif que les autres composés
aromatiques.

L'activité bactériostatique des acétates d'alcools traités est environ deux fois moindre

que celle des alcools correspondants.
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Tableau 52
CMI (mg/ml) de certains constituants des huiles essentielles d'aprés SIMEON DE BUOCHBERG (270)

) . S. aureus | S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus E. coli E. coli K pneumoniae | K. pneumoniae | P. aeruginosa
MICTOOr GANISTICS IP 54146 | ATCC 53156 | ATCCi0537 | ATCC 9144 | ATCC 6538 | ATCC 10536 | IP 5530 ATCC 10031 ATCC 9997 IP 6352
composés

| géraniol 0,25 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 4,00
acétate de géranyle 0,50 1,00 2,00 2,00 2,00 1,00 2,00 4,00 4,00 4,00
linalol 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 8,00
acétate de linalyle 2,00 2,00 2,00 2,00 4,00 2,00 2,00 4,00 4,00 4,00
a-terpinéol 1,00 2,00 2,00 2,00 1,00 1,00 0,50 1,00 1,00 4,00
acétate de a-terpinéyle 2,00 4,00 4,00 4,00 2,00 2,00 2,00 4,00 4,00 4,00

| terpinéol-4 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 4,00
acétate de 4-terpinéyle 2,00 2,00 4,00 4,00 2,00 1,00 2,00 4,00 4,00 5,00
(E)-thujancl 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 4,00
p-cyméne 2,00 4,00 4,00 4,00 4,00 2,00 2,00 2,00 2,00 4,00
thymol 0,13 0,25 0,25 0,13 0,25 0,13 0,25 0,13 0,13 1,00
carvacrol 0,25 0,25 0,25 0,13 0,25 0,13 0,25 0,25 0,25 2,00
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YOUSSEF et TAWIL (283), ont repris cette méthode de dilution de I'huile essentielle
en préparant des solutions-méres d'essence au 1/8. En ensemengant 2,5 ml de chaque dilution
avec 0,1 ml de suspension bactérienne, ils ont déterminé les CMI et CMB de certaines huiles
essentielles. Les lectures ont été effectuées aprés 48 heures d'incubation a 37°C (Tableau 53)

pour les bactéries et 8 jours pour les champignons. Les CMB sont obtenues par subculture.

L'huile de cannelle est fortement active contre tous les germes testés; l'huile de
Chenopodium est active envers C. albicans tandis que les huiles de citronnelle et

dEucalyptus sont inactives.

De nombreux auteurs ont proposé plusieurs variantes de la méthode de dilution. Nous
avons décrit la méthode mise au point par I’Ecole Nationale Supérieure de Chimie et le
Laboratoire de Chimie des Huiles Essntielles de I’ Université BLAISE PASCAL de Clermont
en collaboration avec la Pharmacie du Centre Hospitalier Universitaire de Clermont-Ferrand

(74).

Une émulsion-mére est préparée en ajoutant 40 ml d'huile essentielle et 10 ml de
Tween 80 dans 4 ml de bouillon de culture Mueller Hinton stérile coloré au rouge de phénol
(0,1%) et en utilisant une agitation mécanique avec un appareil électrique Vortex. A partir de
cette solution on réalise, dans une série de tubes de 18 ml contenant 2 ml de bouillon de

culture stérile, des dilutions de raison géométrique 2.

Deux millilitres de la solution initiale huile/Tween sont prélevés au moyen d'une
pipette stérile et introduit dans le deuxiéme tube. Apres agitation, 2 ml de cette derniére
solution sont dilués dans le troisiéme tube et ainsi de suite. On prépare ainsi des émulsions

Huile/Tween/bouillon de culture allant de 20 a 0,07 mg/ml (Figure 35).
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Tableau 53

Activité antimicrobienne de quelques huiles essentielles (CMI, CMB: mg/ml) (283)

huile commerciale Cannelle | Chenopodium | Citronnelle | Eucalyptus
Escherichia coli CMI 0,39 63 500 63
CMB 0,39 130 500 63
Staphylococcus aureus CMI 0,39 130 500 63
CMB 0,39 130 500 63
Pseudomonas aeruginosa CMI 0,39 130 63 130
CMB 0,39 500 250 130
Aspergillus niger CMI 0,78 7.8 63 15,6
Candida albicans Ml 0,25 0,25 63 15,6

Chagque tube est ensuite ensemencé par 2 ml d'un bouillon de culture contenant 100
germes/ml environ. Les gammes sont lues de fagon visuelle aprés 24 heures d'incubation a
I'étuve a 37°C.

La multiplication des bactéries entraine 'acidification du milieu induisant un virage du
rouge de phénol du rouge au jaune ou bien a l'orange. Le maintien de la couleur rouge
limpide signifie une absence de croissance microbienne. Le rouge de phénol, a la
concentration utilisée, est inerte vis-a-vis des germes.

L'utilisation du rouge de phénol ne convient pas pour la culture de P. aeruginosa et
des champignons (variation de pH différent). L'évolution de leurs cultures se traduit par
l'apparition d'un trouble ou d'un dépét dans le tube. La vérification de l'inhibition peut étre

effectuée par subculture.

L2.3.2.2.2.- MICROTECHNIQUE DE DILUTION EN SKERIE

La technique précédente, nécessitant I'emploi d'une verrerie importante pour une huile
essentielle, est longue et trés coliteuse en matériel lorsqu'il faut étudier plusieurs huiles
essentielles. Les efforts se sont déployés pour miniaturiser et parfois automatiser le processus

(271, 296-298).
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Ces microméthodes préconisent une lecture des résultats aprés 18 heures voire
3 a 4 heures d'incubation. La lecture précoce entraine I'usage des milieux nutritifs plus
enrichis, notamment en glucose. La concentration minimale inhibitrice peut é&tre
déterminée, soit par appréciation visuelle de la croissance bactérienne, soit par mesure
de densité optique des tubes-tests par rapport a un témoin sans antibactériens (271,
296-298).

La concentration minimale inhibitrice, en microméthode, obtenue par les
mesures spectrométriques (CMIr) correspond a la plus petite concentration donnant un
pourcentage de croissance inférieur ou égal a 20% ou a 50% par rapport a un témoin
(271, 296-298).

Nous avons rapporté deux microméthodes: 'une utilisant I'agar noble comme

stabilisant (271, 299), 'autre un émulsifiant: Tween 80 (300).

Figure 35
Méthode de dilution en série (74)

~+huile (40ul)
+ween (10ul) 2ml 2ml 2m] 2ml 2ml

b v I

4ml 2mi 2ml 2mi 2ml

1)milieu M.H.+rouge
de phéenol (1 pour mille)
2) faire une dilution
de raison 2
2ml 2mi 2mi 2ml 2ml
3) ajouter 2ml de bouillon
de culture a 10° germes/m! 2ml
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1.2.3.2.2.2.1.- Microtechnique de dilution en série d'aprés

LENS-LISBONNE et Coll. (271, 299).

Cette technique utilise I'agar noble comme stabilisant et met en contact des volumes
égaux d'inoculum standardisé et de solution d'antimicrobien. La croissance microbienne est

appréciée par des mesures spectrophotométriques a 620 nm.

1°) Préparation des essences

Les essences ou leurs composants majoritaires commerciaux sont maintenus en
suspension stable dans une solution aqueuse stérile d'agar noble Difco a 1 pour 1000 (g/V) en
projetant une prise d'essais de 50 & 500 ml dans 10 ml de solution d'agar noble contenus dans
un tube préalablement taré et soumis a une agitation continue sur agitateur centrifuge. Apres
la pesée, le volume final est complété avec la méme solution de facon a obtenir des

concentrations variant entre 2 et 20 mg/ml.

2°) Préparation de la microplaque

Le milieu nutritif (Difco) enrichi d'extrait de levure (0,3% m/V) et de glucose (1/1000:
m/V), tamponné a pH 6 par un tampon phosphate M/15 est inoculé de fagon a contenir 1 a 3
x 107 germes/ml.

Les microplaques LUXLON M 24 LSC. a 96 puits sont utilisées. Chacune des 8
rangées sert a l'essai d'une substance antimicrobienne. La premiére colonne représente les
témoins négatifs (croissance nulle) ; la seconde, les témoins positifs (croissance maximale =
100%). Les autres colonnes, de 3 a 12, représentent l'antimicrobien a différentes
concentrations.

Les dilutions se font directement sur plaque en répartissant avec une pipette
multicanaux (Titerterk), dans toutes les cupules sauf la derniére (qui contiendrait 40 ml), 100
ml de milieu de culture composé par un mélange de solution d'agar (1 pour mille) dans I'eau
distillée et d'une solution tampon phosphate a pH 6 (V/V).

On ajoute dans I'avant derni¢re et derniére cupule de chaque rangée respectivement

100 et 160 ml de solution-meére d'huiles essentielles (2,4 mg /ml) (Figure 36).
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Figure 36

Microméthode d'évaluation de l'activité antimicrobienne
d'huiles essentielles d'aprés LENS-LISBONNE et Coll.(299)
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1) mettre dans les cupules 100 ul,

40 pi dans la demidre, de
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3) faire deux séries de dilutions
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vy

-100 W
<100 pi

4) Ensemencement

R =

1
!

ajouter 100 pl de bouillon de culture
dans chaque cupule, sauf dans la premitre

de culture
L 4 [} 3
! ' A ]
b '
' :
' ' .100mL3)Modedes4
Vo : dilutions
' -100 1
[ )
1 1
v 1 [
1o ' J




253

Aprés agitation par agitateur sur microplaques Flow, les dilutions sont effectuées par
prélévements et transferts successifs de 100 ml des cupules 12, 10, 8, 6, 4, et 3; puis des
cupules 11,9, 7, et 5; 100 ml des cupules 3 et 5 étant rejetés.

On inocule enfin, 100 ml de bouillon de cultures dans les cupules 2 a 12, la cupule 1

contenant le méme milieu non ensemencé. Le volume final dans chaque cupule est de 200 ml.

Les lectures se font sur spectrophotométre Multiskan & 620 nm aprés incubation a

37°C durant 4 h pour E. coli, 6 h pour S. aureus et E. faecium et 8 h pour P. aeruginosa.

Les résultats sont exprimés sous forme de pourcentage de croissance, en fonction de

la densité optique mesurée des essais rapportés a celle des croissances nulles et maximales.

La CMI est la plus petite concentration provoquant une croissance inférieure ou égale
a 20% (CMIr20) ou bien a 50% (CMIr50) (Tableau 54).

D'aprés les auteurs, la CMIrp( correspondrait mieux aux résultats expéri-mentaux
attendus.

Les écarts observés entre les CMIr2g et CMIr50 sont faibles et correspondent

généralement a une dilution.

Cependant quelques discordances peuvent étre notées entre les valeurs des
CMIc(mg/ml) et CMIr(mg/ml) notamment pour la sariette de montagne vis-a-vis de
P. aeruginosa (CMlIc >1,00 ; CMIr = 0,96) et de E faecium (CMIc = 0,25; CMIr >0,96) de
l'eugénol contre E faecium (CMIc = 0,60 ; CMIr >0,96), du cinéol-1,8 contre E. coli
(CMIc>1,00; CMIr = 0,48) et du linalol vis-a-vis de S. aureus (CMIc = 0,70; CMI>0,96).

Le thymol et carvacrol (composés phénoliques) sont plus actifs que le linalol et le
géraniol (alcools linéaire), ces derniers étant plus actifs que le p-cyméne (hydrocarbure
aromatique).

Les CMI du thymol et du carvacrol vis-a-vis d'E. coli (0,10 a 0,15 mg/ml) sont
comparables a celles d¢ SIMEON DE BUOCHBERG (0,13 a 0,25 mg/ml) (270) tandis
qu'elles ont des valeurs faibles vis-a vis de P. aeruginosa chez LENS-LISBONNE (0,20
contre 1,00 mg/ml pour le thymol ; 0,15 contre 2,00 mg/ml pour le carvacrol).
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Tableau 54
Activité antimicrobienne (CMI : mg /ml) de quelques huiles essentielles
et composés vis-a-vis des germes pathogénes d'aprés LENS LISBONNE (299).

Microorganismes Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecium
Huiles essentielles cMic | CMIRyo | CMIRso | cMIc | CMIRzg | CMIRso | cMiC | CMIRp | CMIRsp | cmic | CMIRzp | CMIRsg
/Composés

cannelle de Ceylan 1 0,20 0,15 0,12 0,20 0,24 0,12 0,40 0,24 0,24 0,35 0,48 0,60

cannelle de Ceylan 2 025 | 024 | 015 | 015 | 048 | 024 | 045 | 048 | 048 | 045 | 060 | 048 |

sarriette de montagne | 0,30 0,30 0,30 020 | 030 048 | >1,00 | 096 0,60 025 | >096 0,60‘

aldéhyde cinnamique 0,20 0,24 0,20 0,25 0,24 0,12 0,40 0,30 0,24 0,50 0,60 0,48

| eugénol 0,50 | 048 | 030 | 040 09 | 096 | >1,00 | >096 | >096 | 060 | >096 | >096 |
thymol 0,0 | 008 | 006 | 010 | 012 | 006 | 020 | 0,2 0,12 010 | 012 | 012 |
carvacrol 0,15 015 | 012 | 015 | 0312 | 012 | 050 | 030 | 024 020 | 024 | 0,24
p-cyméne >1,00 | >0,96 | >0,96 | >100 | >096 | >096 | >1,00 | >09 | >0,96 | >1,00 | >0,9 | >0,96 |
1,8cinéole >1,00 | 048 | 048 | >1,00 | >096 | >096 | >1,00 | >096 | >09 | >100 | >096 | >0,96
linalol 060 | 048 | 024 | 070 | >096 | >096 | >1,00 | >096 | >0,9 | 1,00 | >096 | >0096
éraniol 030 | 048 | 048 025 | 048 | 048 | >100 | >096 | >096 | 035 0,60 | 048

CMIC = plus petite concentration qui, en macrométhode inhibe la croissance visible aprés 16 heures d'incubation.

CMIR 20, CMIRS50 = la plus petite concentration qui, en microméthode donne aprés 4 heures d'incubation & 37°C, une croissance maximale
de 20%, 50% respectivement par rapport & un témoin.
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Les valeurs des CMIc sont également faibles pour le linalol et le géraniol vis-a vis de
E. coli (0,30 a4 0,70 mg/ml et S. aureus (0,25 & 0,30 mg/ml ) chez LENS-LISBONNE par
rapport a celles de SIMEON DE BUOCHBERG (1,00 a 2,00 mg/ml et 0,25 & 0,50 mg/ml
respectivement). On peut supposer l'influence de I'émulsifiant dans le cas de ce dernier auteur

vis-a-vis des principes actifs.

1.2.3.2.2.22.- Microtechnique de dilution en série d'apreés

VENDEVILLE et Coll. (300)

La technique met en jeu le Tween 80 comme émulsifiant. La croissance des germes ou
leur inhibition est appréciée de fagon visuelle par le changement de coloration ou non du

rouge de phénol ajouté au milieu de culture.
1°) Préparation des essences et des germes

Les germes a tester sont mis en suspension dans l'eau distillée stérile de fagon a
obtenir des solutions homogénes de 1 Mc Farland pour les bacilles et les germes de
croissance rapide et de 1,5 a 2 Mc Farland pour les cocci et les germes a croissance plus
lente. (1 Mc Farland est une unité de mesure de densité de suspension microbienne. Il est
déterminé soit & l'aide d'un densitométre API, soit par comparaison avec des ampoules
étalons).

Les émulsions d'huiles sont réalisées 2 10% dans une solution eau-Tween 80 (10%)
par agitation mécanique au Vortex ou dans une cuve aux ultra-sons.

Le bouillon de culture est un milieu glucosé tamponné contenant le rouge de phénol

(1 pour mille).
2°) Préparation de la microplaque

Dans une micro-plaque 4 12 rangées, on répartit dans les cupules 10 ml de suspension
de germes a tester sauf dans la premiére colonne (témoin négatif) ; 100 ml de bouillon
glucosé contenant le rouge de phénol, 200 ml dans la premiére, et 25 ml de dilutions d'huiles

dans chacune des cupules de la premiére colonne 4 raison d'une huile par rangée (Figure 37).
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On effectue enfin des dilutions successives de puits en puits, rangée par rangée avec
une pipette de 100 ml du puits 1 a 11. Les puits n°12 restent sans huile (témoins positifs de

culture) ; réalisant ainsi des dilutions de raison 2 allant de 1/80 a 1/163 840

On couvre la plaque et on fixe le couvercle par un adhésif pour une meilleure
étanchéité. La lecture s'effectue apres 4-5 heures d'incubation dés que le virage de l'indicateur
se produit. La dose minimale bactériostatique est la dilution de la premiére cupule dont

l'indicateur a viré du rouge au jaune (Figure 38).

Le tableau 55 donne les CMB des huiles essentielles testées : les CMB des huiles dites

majeures (cannelle, sarriette, origan) sont faibles sur la plupart des souches.
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Figure 38
Déterminations de CMB des hutles essentielles par microméthpde (300).
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des Huiles sans Huile

Hutile + Germes

Huile N°1

Huile N2

Huile N°3

Huile N°4

= = o o o = o o

Dilution g g S § b5 ] § g S
o - — — = L&) —

de 'Huile - = = = g 2

Tableau S5:
CMI (mg/ml) de quelques huiles essentielles par microméthode d'apres VENDEVILLE et

Coll. (300)

E. coli | S. qureus | P. mirabilis l Streptococcus
germes ATCC ATCC ATCC K. pneumoniae f P. aeruginosa | Citrobacter Jaecalis
essences 25922 25923 84041 ' i Jreundi | ATCC 29212
cannelle 1,95 3,90 1,95 1,95 5 1,95 1,95 3,90
de Ceylan ]L
sarriette des 1,95 7,80 1,95 1.95 ' 3,90 3,90 7,80
montagnes ! L
thym 195 3,90 010 | 010 T 195 0,10 3,90
a thymol i!
origan 0,10 1,95 1,95 i 1,95 i 1,95 1,95 1,95
d'Espagne :
cloude 3,90 15,60 3.90 ' 1,95 1,95 7.80 T 15,6
girofle ! :

Fucalyptus 7.80 7.80 ; 7.80 : ﬁ7,80 7.80 7,80 31,00
globulus | 7
pin 3,90 T 15.6 L 3,90 ‘ 1.935 1,95 ' 7,80 l 15,60 JI

Ejépﬁ“hT”/7‘36'/? 3,60, 78 3% 78 | 780 TW 3100 |
| 1 i —_—
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1.3.- TECHNIQUES D'EVALUATION DE
L'ACTIVITE FONGICIDE

Les techniques utilisées pour I'évaluation de l'activité antimicrobienne des bactéries
s'appliquent a celles des levures et champignons en utilisant le milieu nutritif Sabouraud solide
ou liquide. L'incubation a lieu généralement a la température ambiante tandis que la durée

d'incubation est de 48 heures en milieu liquide, de 2 jours a une semaine en milieu solide.

I.4.- SOLUBILISATION DES HUILES

ESSENTIELLES:
NOTION DE TENSIO-ACTIFS (270, 301, 302

Les tensio-actifs ou surfactifs ou émulsifiants ou agents de surface sont des produits
chimiques de fonctions variables et qui produisent une tensio-activité. Dissous dans un
liquide, ils diminuent la tension superficielle et abaissent la tension interfaciale entre ce liquide
avec un autre liquide non miscible en favorisant la formation d'une émulsion. La présence d'un
tensio-actif stabilise aussi I'émulsion en évitant par voie mécanique la séparation du liquide
dispersé de la phase continue. L'émulsion a en général une forme laiteuse. Par un choix
judicieux d'un tensioactif et des liquides on obtient des microémulsions formées de particules

de diamétre moyen de 0,04 mm, transparentes, limpides et plus stables.

I1.4.1.- STRUCTURE ET CLASSIFICATION DES
TENSIO-ACTIEFES @27, 27),

Toute molécule douée d'activité superficielle comprend une partie non polaire, a
caractere hydrophobe et une partie polaire hydrophile. Si le caractére hydrophile est intense,

cas le plus fréquent, le composé est soluble dans l'eau. Au cas contraire, il est liposoluble.
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Le rapport entre le caractére hydrophile et le caractére lipophile, appelé Balance -
Hydrophile - Lipophile (HLB), est caractéristique de chaque tensio-actif et oriente son

utilisation (Tableau 56)

Tableau 56

Utilisation des tensio-actifs en fonction de leurs HL.B* (GRIFFIN 1967) (43)

HLB Usage
4-6 Emulsifiants (Eau-huile)
7-9 Agents mouillants
10-18 Emulsifiants (huile-eau)
13-15 Détergents
15-18 Dispersants; Agents solubilisants

* Balance - Hydrophile - Lipophile (HLB) est une échelle numérique
empirique établie a partir des études de la dissociation des agents

tensio-actifs en milieu aqueux.

Les différents tensio-actifs sont classés en fonction de leur dissociation ou non dans
l'eau et de la partie responsable de l'action de surface. On distingue quatre catégories de

tensio-actifs.

1.4.1.1.-LES TENSIO-ACTIFS ANIONIQUES

Leur activité est liée a la présence d'un ion contenant au moins 12 atomes de
carbones, et chargé négativement. Ils comprennent les savons (R-COO- M), les esters
sulfoniques d'alcools gras (R-O-SO3- M™), les dérivés sulfonés (R-SO3- M') et dérivés

phosphatés (R-PO3~ M™).

Leur emploi est limité car ils n'agissent qu'en milieu alcalin et ils sont souvent

irritants pour les muqueuses et la peau.
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1.4.1.2.- LES SURFACTIFS CATIONIQUES

La molécule responsable de la tensioactivité est chargée positivement. Il s'agit
principalement des sels d'ammonium quaternaire, des sels d'amines ou des amines éthoxylés a
longue chaine hydrocarbonée. Ces composés sont uniquement utilisables en milieu acide et

présentent, en plus, une activité bactéricide.

1.4.1.3.- LES SURFACTIFS AMPHOTERES OU AMPHOLYTES

Le squelette hydrocarboné posséde deux ou plusieurs groupements fonctionnels
(alcools, éthers qui, selon le pH du milieu, s'ionisent en conférant au produit les caractéres
d'un agent de surface soit anionique, soit cationique. Ce sont les bétaines, les acylpeptides et

les dérivés de l'imidazoline.

1.4.1.4.- LES SURFACTIFS NON IONIQUES

Ils ne donnent pas naissance a des ions en solution aqueuse (Tableau 57). Leur
solubilité dans l'eau est due a la présence dans la molécule des groupements fonctionnels
ayant une forte affinité avec le solvant. Ces tensio-actifs, trés utilisés, présentent de nombreux
avantages : stabilité thermique et physique, action quel que soit le pH, faible toxicité, moins

irntants pour la peau.

Les saponines sont d'origine végétale, mais la majorité des surfactifs non ioniques sont
d'origine chimique. On peut citer les BRIJS (éthers des polyoxy-éthylénes d'alcools gras), les
MRYIJS (esters des polyoxyéthyleneglycols et d'acides gras), SPANS ou ARLACELS (esters
d'acides gras de sorbitane) et les POLYSORBATES ou TWEENS (esters d'acides gras de
polyoxyéthyléneglycols de sorbitane)
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Tableau 57 :

Quelques tensio-actifs non ioniques.

1. Liaisons esters

1.1. Esters de glycérol ou de glycols et d'acides gras

RCOO-CH ,-CH ,-OH

RCOO-CH ,-CHOH-CH ,
RCOO-CH ,-CH ,-O-CH ,-CH ,OH
RCOO-CH ,-CHOH-CH ,-OH

1.2. Esters de polyéthyleneglycols

RCOO-(CH 2-CH 2-0)1'1 CH 2-CH 2-OH (M}'I] S)

1.3. Esters de sorbitane

CH,-OOCR
0 — O-(CH2CH2-O)n-H 3n=20 : Tween 20
—— O-(CH -CH ,-O)n-H 3n=80: Tween 80

O-(CH2-CH-O)n-H
2. Liaison éther

2.1 Ether polyoxyéthyléneglycols d'alcools gras

R-CH ,-0-(CH »-CH ,-O)n CH ,-CH ,-OH  (Brijs)

2.2. Ether d'alkyl-aryl gras  (C8, C9 ) et de polyoxyéthyléneglycols

Cslo) H17(18) “@- O-(CH 2-CH,-0)n -CH »-CH,-OH
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1.4.2.- CHOIX DU MEILLEUR TENSIO-ACTIF

On peut s'attendre a ce que les agents de surface modifient la pénétration de

substances antiseptiques dans les germes (271, 301).

Un bon tensio-actif doit étre inerte vis-a-vis des germes (dépourvu de toute action
inhibitrice ou stimulante sur le développement des germes), neutre vis-a-vis de l'antiseptique
(n'avoir aucune interaction chimique avec l'essence) et thermiquement stable (74, 270, 279,

290, 293).

La plupart des auteurs ont utilisé le Tween 80 (74, 270, 279) car il est inerte vis & vis
des souches microbiennes utilisées, et qu'il oriente les émulsions dans le sens huile/eau.
L'émulsifiant permet une dispersion trés fine des huiles essentielles dans la phase aqueuse.
Toutefois on a constaté une certaine interaction du tensio-actif avec quelques composés

phénoliques (271, 299, 305).

L.5.- CONCLUSION

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles peut étre mise en évidence par un

grand nombre de techniques classiques en milieu solide ou liquide.

Il existe dans la littérature une ou plusieurs variantes pour une technique donnée de

fagon qu'il est difficile de comparer entre eux les résultats obtenus.

Ces différences entre les techniques mises au point sont liées surtout a I'insolubilité des huiles
essentielles en milieux aqueux indispensables a la culture et au développement des

microorganismes.

La détermination de l'activité bactéricide par diffusion sur gélose est la méthode
standardisée en France mais il n'existe pas de méthode officielle pour I'évaluation de l'activité
bactériostatique. Les techniques de dispersion des huiles essentielles dans I'eau en utilisant les

tensioactifs non ioniques notamment le Tween 80 présente un avantage car elles permettent
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de réaliser les émulsions stables et homogénes permettant ainsi un contact intime entre le

milieu de culture et les huiles essentielles a tester.

Toutefois certains auteurs préférent disperser les huiles essentielles dans 'eau a l'aide
de polysaccharides comme l'agar noble particuliérement quand ils sont en présence des huiles

riches en composés phénoliques.
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II- TRAVAUX PERSONNELS

II.1.- INTRODUCTION

Le Laboratoire de Chimie des Huiles Essentielles et I’Ecole Normale Supérieure de
Chimie de ’Université BLAISE PASCAL de Clermont qui nous a accueilli, en collaboration
avec la Pharmacie Centrale du CHRU de Clermont-Ferrand ont développé depuis 11 ans
environ, une recherche sur la corrélation entre la composition chimique d'huiles essentielles et
leurs activités antimicrobiennes.

Les travaux du laboratoire ont particuliérement porté sur I'étude de l'activité d'huiles a
chémotypes différents (71, 74), sur l'influence du vieillissement naturel et / ou provoqué par
oxygénation d'huiles essentielles (72, 73) et sur une comparaison des méthodes de
détermination des CMI mettant soit en jeu le Tween 80 soit 'agar (74). Une publication sur
l'activité antimicrobienne de quelques huiles africaines principalement du Cameroun est
parrue (306).

Dans le cadre de ces travaux, compte tenu de la bonne connaissance des compositions
chimiques de quelques huiles béninoises décrites dans notre premiére partie, nous avons
estimé qu'il serait intéressant de tester ces huiles et de comparer nos résultats avec ceux de la
littérature.

Nous avons testé les activités antimicrobiennes de sept échantillons d’huiles
essentielles avec cinq souches microbiennes dont deux sont & Gram-positif et deux 8 Gram-
négatif et les activités antifongiques avec une souche de champignon. Bien que les résultats
obtenus soient loin d’étre suffisants, nous espérons qu’ils nous permettrons d’avoir un apergu
sur les activités biologiques de quelques essences d’origine béninoise.

La méthode de dilution en série dans les tubes a essai (macrométhode) est considérée
jusqu'a présent comme la meilleure méthode mais elle est longue et onéreuse. Nous avons
transposé sur microplaque la méthode de dilution en série dans une batterie de tubes a essai
mise au point au Laboratoire (74). Nous avons ensuite utilisé la microméthode pour évaluer

l'activité antimicrobienne et antifongique des huiles essentielles du Bénin.

Nos tets ont €té limités, d’une part, par les quantités d’échantillons, et d’autre part,

par les souches de microorganismes mises & notre disposition compte tenu du temps.
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11.2.- METHODES EXPERIMENTALES

11.2.1.- MATERIEL

- Tubes a essai de 18 ml (bouchon a vis)

- Pipettes Pasteur stériles a usage unique

- Pipettes stériles de 1 ml, 2 ml, 5 ml

- Micropipette automatique de 200 ml et de 500 ml avec embout stérile
- Microplaques stériles

- Agitateur €lectrique Vortex

- Gélose pour dénombrement et entretien des souches

I1.2.2.- PREPARATION DU MILIEU DE CULTURE

Le milieu Mueller Hinton liquide est préparé a partir de la poudre Pasteur (Réf.
69444) et contient le Rouge de phénol (Réf RAL Codex R 17) a raison de 0,02 g/l. La

culture des levures et champignons est effectuée sur Sabouraud liquide.

Pour le comptage des bactéries nous avons utilis€ un milieu solide distribué dans de
boites de Pétri M.H.2 Biomérieux (code 43302) tandis que le milieu Sabouraud solide
Gentamicine-Chloramphénicol (Code 43171) est employé pour les champignons. Nous avons
réalisé les dilutions pour l'obtention du bouillon de travail et pour le comptage des bactéries

et champignons dans I'eau physiologique NaCl (0,9%) (Figure 39)
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11.2.3.- MISE EN CULTURE DES GERMES

Nous avons traité 5 microorganismes rencontrés couramment dans les pathologies
humaines : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, et Candida albicans. Les germes de référence ont ét€ commandés a la Collection

Nationale de I'Institut Pasteur a Paris (Tableau 58).

A partir d'un tube de conservation, nous avons isolé sur gélose Mueller Hinton le
germe a tester par stries avec une Ose de platine préalablement portée au rouge sur un bec
Bunsen puis refroidie. Aprés 24 heures & I'étuve a 37° C, nous avons repiqué une colonie

isolée dans 9 ml de bouillon de culture Mueller Hinton donnant, aprés 24 heures et 4 37° C

dans l'étuve, un bouillon de travail contenant 109 germes/ml environ. La culture du C.
albicans est effectuée dans un milieu Sabouraud liquide a la température ambiante. Les

levures sont en phase d'activité optimale aprés 48 heures a la température ambiante. Le

bouillon de culture doit contenir 107 germes /ml environ.

11.2.4.- COMPTAGE DU BOUILLON DE TRAVAIL ET
ENTRETIEN DES SOUCHES

Nous avons effectué chaque jour un comptage des germes du bouillon de travail pour
contrdler la croissance bactérienne en diluant dans un tube a essai, prés de la flamme, 0,1 ml
du bouillon de culture supposé contenir 109 germes par ml, dans 9,9 ml d'eau physiologique
stérile (solution aqueuse de NaCl 0,9%). Aprés agitation, nous avons obtenu une
concentration de 107 germes/ml environ. Deux autres dilutions successives de ce dernier
milieu, dans des conditions identiques conduisent a I'obtention d'un bouillon a 103 germes/ml.
Nous avons ensemencé 0,1 ml de cette derniére dilution a la surface d'une gélose Mueller
Hinton, par riteau, avec une pipette pasteur coudée & la flamme. Aprés 24 heures
d'incubation a 37 ° C, cette gélose-témoin contiendra 100 colonies d'aspect uniforme silny a
pas eu contamination avec un autre germe.

Le bouillon a 107 germes par millilitre a été dilué dans le bouillon de culture de fagon
a obtenir 10 ml d'inoculum a 106 germes/ml utilisé pour tester l'activité antimicrobienne de

nos huiles (Figure 39).
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Le comptage atteste la bonne vitalité de la souche, de son absence de contamination
par un autre germe. Le nombre de colonies dénombré sur gélose-témoin doit étre proche de

100.

Tableau 58

Microorganismes testés et aspects des colonies

Microorganismes Aspects des colonies aprés 24 heures d'incubation

Staphylococcus aureus ATCC 9144 (GT) | Petites colonies d'un mm environ de diamétre,
Devenant jaune-or aprés 48 heures d'incubation.

Bacillus subtilus ATCC 5262 (G+) Petites colonies d'un mm environ de diamétre,

devenant jaune-brillants.

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 (G=) | Colonies énormes de 3 4 4 mm de diameétre,
Bomb¢ées, tendant a la confluence.

Escherichia coli ATCC 25922 (G) Colonies jaune-brillants de 2 3 3mm de diamétre.

Candida albicans ATCC 10231 ( levure) Trés petites colonies blanches.

I1.2.5.- PREPARATION D'EMULSIONS D'HUILES
ESSENTIELLES ET REALISATION D'UNE RECHERCHE
DES CMI

Nous avons obtenu des solutions-meéres en agitant 40 ml de chaque huile essentielle a
tester dans un tube contenant 2 ml de bouillon de culture Mueller Hinton et une petite goutte
de Tween 80 prélevé a la pipette Pasteur, sur un agitateur électrique Vortex. (Le Tween 80
est trop visqueux pour prélever 10 ml nécessaire a la préparation de I'émulsion). Les solutions

sont bien homogénéisées avant chaque utilisation.

Sur microplaque a 96 puits, nous avons réalisé des gammes de concentrations
décroissantes, de raison 2, pour chaque solution-mére, en répartissant dans toutes les cupules

100 ml de bouillon de culture Mueller Hinton contenant le rouge de phénol sauf dans la



270

premiére colonne. Nous avons ensuite ajouté 100 ml de solution-mére d'huile dans chacune
des cupules de la premiére et de la deuxiéme colonne a raison d'une huile par rangée. Le
bouillon de culture du premier puits de la colonne avait alors 10 mg/ml d'huile essentielle

tandis que le second en contenait 5 mg/ml.

Nous avons enfin réalisé les dilutions successives avec un distributeur automatique, de
puits en puits, rangée par rangée, en prélevant 100 ml de la deuxiéme cupule que nous avons
introduite dans la troisiéme cupule, et ainsi de suite de cupule en cupule de fagon a avoir une
série géométrique de dilutions de raison 2. Nous avons réalisé ainsi une série de dilutions
allant de 10 mg/ml & 0,07 mg/ml (Figure 40). Une homogénéisation de la solution est
effectuée a chaque mélange en aspirant une partie et la réintroduisant dans la cupule par une

micropipette a embout stérile.

L'ensemencement, avec un distributeur automatique stérile, de toutes les cupules est

réalisé avec 100 ml d'un inoculum possédant 109 germes/ml environ.

Nous avons couvert la microplaque avec un tampon adhésif transparent bien étanche
et nous avons effectué les lectures aprés 24 heures d'incubation a I'étuve a 37°C pour les
bactéries et a la température ambiante pour le C. albicans. Sept échantillons d’huile
essentielle ont été étudiés .Pour chacune des huiles essentielles, nous avons effectué 11 essais

en réalisant pour chacune une nouvelle solution-mere.

Le protocole est identique pour I'étude de l'action des huiles essentielles vis a vis de C.
albicans (levure) réalisée avec un bouillon de culture Sabouraud. Les lectures se font aprés

48 heures d'incubation a la température de la piéce.

Toutes les opérations sont effectuées dans un rayon de 20 cm autour d'un bec Bensen.
Pour éviter les effets de synergie ou de mélange des solutions, nous avons laissé une rangée

vide entre les rangées de cupules-tests.

L'obtention d'une couleur jaune ou orangée signifie qu'il y a eu une croissance
microbienne. Le maintien de la couleur rouge initiale signifie une absence de croissance de

microorganisme.
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Figure 40

Microméthode de détermination de CMI des huiles essentielles
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Pour les champignons, ou le rouge de phénol ne présente pas de virage, nous avons
effectué la lecture par appréciation du trouble du milieu ou d’un dépét. L'obtention du
trouble ou d'un dép6t dans une cupule signifie qu'il y a croissance, le maintien de la limpidité
initiale indique l'inhibition des microorganismes. La méthode donne de bons résultats avec C.

albicans.

11-5-6- COMPARAISON DE LA MICROMETHODE
UTILISEE AVEC LES TECHNIQUES RECENTES DE
DETERMINATION DE CMI

Notre méthode différe de celle de VENDEVILLE et Coll (300) par le fait que nous
ensemengons en dernier lieu les cupules sur microplaques et que nous mélangeons les
quantités égales de boullons de culture et de solutions d’antiseptiques. La différence
fondamentale réside en ce que nous ajoutons I'inoculum en dernier lieu, ce qui évite a
I’opérateur de manipuler plus longtemps les microorganismes, qui peuvent étre pathogénes au
cours des dilutions successives. Toutefois, le mode de dilution est identique ; les lectures sont
faites de fagon visuelle. L’expérience a montré que la présence d’air (I’absence d’étanchéité)
fait virer I’indicateur coloré au rouge tandis qu’une durée supérieure a 24 heures peut induire
des colorations des dilutions positives du jaune ou du jaune-orangé au rouge framboise
comme ’avait observé I’équipe de VENDEVILLE. Les témoins négatifs et positifs peuvent

étre aussi réalisés dans notre méthode.

Notre technique differe de celle de LENS-LISBONNE et Coll. (271, 299) d’une part,
par les milieux de culture utilisés et la technique de dilution mis en ceuvre, d’autre part, par la
méthode de visualisation des résultats. Nos méthodes de dilution et de lecture des résultats
sont plus simples et les durées d’incubation utilisées permettent un aménagement horaire plus

souple.

La microméthode présente des avantages certains par rapport a la macrométhode
pour le screening des huiles essentielles nouvelles, par la diminution du colt de I’opération et

du temps d’analyse.
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II-3- RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le tableau 60 présente les résultats des CMI des huiles essentielles testées.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la concentration de la premiére
cupule présentant un virage de l'indicateur coloré, plus la valeur de CMI est élevée, moins
’essence est active ; par contre, les valeurs les plus faibles de CMI sont affectées aux

essences les plus actives.

Pour mieux apprécier les activités des essences et pour pouvoir les comparer entre
elles, nous avons dii imaginer une technique d’évaluation de I’activité des essences. Nous
avons traduit les valeurs des CMI en essayant de les quantifier. La note “0”est attribuée a une
essence qui est inactive a la concentration de 10 mg/m! (CMI > 10), la note “1” a une essence
active a la dose de 10 mg/ml mais inactive & 5 mg/ml (CMI = 10), ainsi de suite en suivant

une progression arithmétique de raison 1.

Le tableau de correspondance entre CMI et la note de quantification attribuée est

donnée ci-dessous (tableau 59).

Tableau 59:
Quantification des valeurs des CMI.

CMI (mg/ml) | > 10 10 5 25 | 1,25 1 0,625 | 03125 | 0,15625
Notes 0 1 2 3 4 5 6 7

Pour chaque huile essentielle, en faisant la somme des valeurs affectées aux CMI,
nous avons un nombre (n) indiquant I’activité de I’essence. Ensuite, I’activité moyenne (m) de
I’essence est obtenue en divisant la valeur de n par le nombre total de microorganismes testés.

Les valeurs de n et m sont indiquées dans le tableau 60.
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Concentrations minimales inhibitrices (CMI en mg/ml) de quelques huiles essentielles

d’origine béninoise sur certains microorganismes apres 11 essais.

Germes testés

Huiles essentielles étudiées

Eca Eci Mgvi | Mqcin | Cham | Cham | Cham | Sensibilité
Ag PN1 PN2v | des germes

Staphylococus 5 1,25 1,25 5 10 >10 2,50 16
aureus (Saur)
Bacilus subtilus 2,50 1,25 2,50 2,50 2,5 2,50 1,25 23
(Basub)
Klebsiella
pneumoniae 5 >10 >10 >10 10 10 2,50 7
(Kpneu)
Escherichia coli 5 0,3125 1,25 5 10 10 0,625 21
(Ecoli)
Candida albicans | 2,50 1,25 2,50 5 1,25 1,25 0,625 25
(Calb)
Activité des 12 18 14 9 10 9 20 -
€ssences n
Activité moyenne | 2,4 36 2.8 1,8 2 1,8 4 -

m

Eca = Eucalyptus camadulensis;

citriodora; Cham PN2v = Chenopodium ambrosioides (Porto-Novo) vieillie

Mg vi = Melaleuca quinquenervia 4 viridiftorol;

Mgq cin = Melaleuca quinquenervia a 1,8-cinéole;

Cham Ag = Chenopodium ambrosioides (Agonvy)

Cham PN1 = Chenopodium ambrosioides (Porto-Novo) Eci = Eucalyptus

L’observation du tableau 60 et du graphe 31 montre que la sensibilité des

microorganismes aux huiles essentielles différe d’'un germe a un autre de méme que I’activité

des essences testées.
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11-3-1- MICROORGANISMES TESTES VIS-A-VIS DES
HUILES ESSENTIELLES

I1-3-1-1- CAS DES BACTERIES

En faisant la somme horizontale des notes affectées aux CMI, on obtient une valeur

indiquant la sensibilité de chaque souche microbienne a I’ensemble des essences (tableau 60).

Les résultats obtenus montrent que, en général, les bactéries a Gram-positif sont plus
sensibles aux huiles essentielles que les bactéries & Gram-négatif (pour les bactéries & Gram-
positif >n =39 et Xm = 19,5; pour les bactéries & Gram-négatif >n = 28 et Tm = 14).
Cette remarque a été déja faite par GYSELINCK (307), DEGTYAR’OVA et coll. (308) et
RODINA (309). Dans notre cas, nous constatons que I’activité des essences vis-a-vis des
bactéries a gram-positif est environ une fois et demi plus grande que I’activité envers les

bactéries a Gram-négatif.

Pour cela, il nous a alors paru utile de rappeler briévement les différences entre les
bactéries a Gram-positif et les bactéries a Gram-négatif, étant donné leurs différences de

sensiblité vis-a-vis des essences.

Les bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif se différencient par la nature de leur
paroi cellulaire : les bactéries a Gram-négatif ont une paroi relativement épaisse, 50 a 150
millimicrons (310), ayant un aspect homogeéne ; cette paroi est en majeure partie constituée
par de la muréine (peptidoglycane 40 a 90%) et de I’acide teichoique (polysaccharide
phosphorylé). Ces deux composants sont intimement mélés et forment apparemment une
couche mince. C’est ainsi que les bactéries a Gram-négatif ont une paroi €paisse qui ne laisse

pas I’alcool traverser pour solubiliser le complexe colorant de la coloration de Gram.

Chez les bactéries a Gram-positif, la paroi est plus fine (10 & 15 millimicrons), mais
elle apparait recouverte d’une couche trilamellaire appelée “enveloppe externe” (9 a 13
millimicrons). Cette couche est composée essentiellement de protéines, de lipides et de
lipopolysaccharides. C’est grace a leur paroi mince que les bactéries a Gram-positif se laissent

pénétrer par I’alcool dans lequel est dissout le complexe colorant de la coloration de Gram.
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Alors que les deux souches de bactéries a Gram-positif sont toutes sensibles, a des

dégrés divers, aux huiles essentielles, une seule a Gram-négatif I’est (Escherichia coli).

La plus forte inhibition s’exerce vis-a-vis de Bacilus subtilus avec une valeur de CMI
au moins égale a 2,50 mg/ml pour toutes les essences testées suivie de Escherichia coli qui
est sensible par ordre décroissant aux essences d’E. citriodora, C. ambrosioides de Porto-
Novo vieillie, M. quinquenervia a viridiflorol avec des valeurs de CMI respectivement égales
a: 0,3125 mg/ml, 0,625 mg/ml et 1,25 mg/ml. Staphylococus aureus vient en troisiéme
position avec une sensibilité égale vis-a-vis d’E. citriodora et M. quinquenervia a viridiflorol
a une CMI égale a 1,25 mg/ml et vis-a-vis de C. ambrosioides de Porto-Novo vieillie (CMI =
2,50 mg/ml), I’huile de C. ambrosioides de Porto-Novo non vieillie ne donne pas d’acticité

méme a une concentration de 10 mg/ml

La plus résistante de toutes les souches de bactéries est Klebsiella pneumonia,
bactérie a Gram-négatif, seulement sensible a I’huile essentielle de C. ambrosioides de Porto-
Novo vieillie (CMI = 2,50 mg/ml) suivie de celle d 'E. camaldulensis avec une CMI de 5
mg/ml. A une concentration de 10 mg/ml, les huiles essentielles d’E. citriodora, M.

quinquenervia a viridiflorol et a 1,8-cinéole n’ont aucune activité sur Klebsiella pneumonia.

II-3-1-2- CAS DE LA LEVURE

La seule levure testée, faute de souches suffisantes, est Candida albicans dont la
croissance est inhibée par toutes nos huiles essentielles avec une valeur de CMI au moins
égale a 2,50 mg/ml exceptée ’essence de M. quinquenervia a 1,8-cinéole (CMI = 5 mg/ml).
Le meilleur résultat est obtenu avec I'huile de C. ambrosioides de Porto-Novo vieillie
(CMI = 0,625 mg/ml) suivie, a valeur égale de CMI ( 1,25 mg/ml) des essences de E.
citriodora, C. ambrosioides de Agonvy et de Porto-Novo, ensuite viennent les huiles

essentielles de M. quinquenervia a viridiflorol et d ’E. camaldulensis (CMI = 2,50 mg/ml).
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II-3-2- LES HUILES ESSENTIELLES ETUDIEES :
CORRELATION ENTRE ACTIVITE ANTIMICROBIENNE ET
COMPOSITION CHIMIQUE

On peut bien penser que I’activité biologique d’une huile essentielle dépend de la
nature des composés chimiques qu’elle contient.
Certaines huiles essentielles sont celles de la premiére partie de cette thése ou

analysées dans les mémes conditions, afin de déterminer leurs compositions chimiques.

Pour pouvoir mieux comparer les activités biologiques de nos essences, nous avons
indiqué pour chaque essence ses principaux constituants et son activité moyenne m dans le

tableau 61; nous avons classé les huiles essentielles par ordre décroissant de la valeur de m.

Nous remarquons que les essences testées n’ont pas de ressemblance chimique.
Certaines sont riches en 1,8-cinéole (E.camaldulensis et M.quinquenervia a 1,8-cinéole),
d’autres en paracyméne et en oxyde d’ascaridol (les échantillons de Chenopodium
ambrosioides), E.citriodora en citronellal, M. quinquenervia a viridiflorol en viridiflorol et

Chenopodium ambrosioides vieillie en ascaridol.

D’aprés PRAKASH et coll. (311), le 1,8-cinéole est actif contre Staphylococus
aureus, Bacillus subtilus et Escheichia coli. En ce qui concerne nos essences, les deux qui
sont riches en 1,8-cinéole présentent les mémes activités contre ces trois souches. (CMI

respectivement de 5; 2,5 et Smg/ml).

Par contre, on constate que I’essence de M. quinguenervia a 1,8-cinéole s’est révélée
faiblement active contre Candida albicans (CMI = Smg/ml) et inactive contre Klebsiella
pneumoniae (CMI > 10mg/ml). Il est possible que dans ce cas, la présence d’un ou plusieurs
composants de 1’essence inhibe I’activité antimicrobienne; ceci pourrait €tre le cas des
composés non oxygénés de cette huile comme I'oc et de B-pinéne. L’activité de E.
camaldulensis par rapport a celle de M. quinquenervia a 1,8-cinéole sur ces deux souches
peut étre due a une contribution des composés tels que a-terpinéol et globulol. Toutefois,

avant toute confirmation, il faudra tester I’activité individuelle de chacun de ces produits.



Tableau 61:

Principaux constituants des huiles essentielles testées biologiquement

Eucalyptus citriodora M. Quinquenervia a viridiflorol
Constituants Pourcentages Constituants Pourcentages
Citronellal 67,55 o-pinéne 1,26
Néoisopulégol 4,45 limonéne 1,5
Isopulégol 9,74 1,8-cinéole 12,4
Acétate de citronellyle 2,42 a-terpinéol 9.4
Citronellol 3,68 oxyde de trans caryophylléne 1,34
Meéthyleugénol 2,86 1édol 3,6
viridiflorol 51,0
Total 90,7 Total 80,4
COII]pOSéS oxygénés 90,7 COIIIpOSéS oxygénés 77,64
COIﬂpOSéS non oxygénés 00 Composés non oxygénés 2,76
Activité moyenne m 3,6 Activité moyenne m 2.8
Eucalyptus camaldulensis Chenopodium ambrosioides (AGONVY)
Constituants Pourcentages Constituants Pourcentages
o-pinéne 3,16 y-terpinéne 2,6
f-pinéne 1,65 p-cyméne 43,4
limonéne 1,94 cis ascaridol 3.1
1,8-cinéole 70,42 oxyde d’ascaridol 27,4
p-cyméne 4.92 trans ascaridol 4.5
a-terpinéol 1,53 élémol 3,4
globulol 1,08 spathulénol 1,1
1,3-oxyde d’épimanoyle 1,03
Total 847 Total 86,53
Composés oxygénés 73,03 Composés oxygénés 40,53
Composés non oxygénés 11,67 Composés non oxygénés 46,0
Activité moyenne m 2,4 Activité moyenne m 2

M. Quinquenervia 4 1,8-cinéole

Chenopodium ambrosioides (PORTO-NOVO)

Constituants pourcentages Constituants non vieillie
vieillie

a-pinéne 7.8 o-terpinéne 44,4 0,05
B-pinéne 2,70 p-cyméne 20,67 30,90
myrcéne 1,62 cis-ascaridol 0,40 39,08
limonéne 8,38 oxyde d’ascaridol 19,03 4,50
1,8<cinéole 50,66 trans-ascaridol 8,26 13,20
y-terpinéne Lle élémol 0,88 1112
terpinén-4-ol L6 spathulénol 0,86
alloaromadendréne 1,12 1,3-oxyde d’épimanoyle 0,13
a-terpinéol 11,03
spathulénol 1,77
viridiflorol 6,28
Total 93,94 Total 94,63 98,85
Composés oxygénés 71,34 Composés oxygénés 29,56 67,9
Composés non oxygénés 22,60 Composés non oxygénés 65,07 30,95
Activité moyenne m 18 Activité moyenne m 1,8 4
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L’essence de E. citriodora présente, parmi les essences non vieillies, la plus grande
activité probablement grice a sa haute teneur en aldéhyde (67,55% de citronellal), en alcools
(isopulégol 9,74%, néoisopulégol 4,45%, citronellol 3,68% et méthyleugénol 2,86%), et en
acétate de citronellyl (2,42%) ; encore que 1’on n’a pas déterminé la CMI du citronellal.
Conformément aux résultats déja signalés par ADAMES et coll. (312) et BEYLIER (313)
notre essence est active contre Staphylococus aureus, Bacilus subtilus (méme CMI =
1,25mg/ml), et remarquablement contre Escherichia coli ATCC 10536 (bactérie a Gram-)
(CMI = 0,3125mg/ml). Paradoxalement cette huile a été inactive contre Klebsiella
pneumoniae (CMI > 10mg/ml). Ensuite vient I'huile essentielle de M. quinquenervia a
viridiflorol riche en composés oxygénés (77,64%) dont viridiflorol (51,0%), 1,8-cinéole
(12,4%), a-terpinéol (9,4%) et 1édol (3,6%).

L’échantillon de Chenopodium ambrosioides récolté a Agonvy, quoique riche en p-
cyméne (43,4%) et en oxyde d’ascaridol (27,4%), se classe en 4™ position. Enfin, celui
récolté a Porto-Novo, également riche en ces deux produits (respectivement 20,67 et
19,03%) précédé d’a-terpinéne (44,4%), est I’essence la moins active. Il ressort de ces
observations que le p-cyméne est moins actif et ’a-terpinéne beaucoup moins actif ; comme
I’oxyde d’ascaridol est un nouveau, nous ne pourrons pas €ncore nous prononcer sur son

activité.

Quant aux activités antifongiques, toutes nos essences se sont révélées actives contre
le seul champignon testé. E. citriodora et les échantillons de Chenopodium ambrosioides se
révelent les plus actifs (mémes CMI = 1,25mg/ml) avec leur teneur en citronella, (67,55%) et
en I’oxyde d’ascanidol (27,4 et 19,03%). D’aprés MARUZZELLA et coll.(314), le citronellal
et le citronellol sont actifs contre les champignons. Ce résultat est également conforme aux
travaux de KABARA qui souligne ’activité du p-cyméne contre les champignons. Sous
réserve d’une vérification ultérieure, nous pouvons supposer que 1I’oxyde d’ascaridol est

aussi active contre les champignons.

L’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides vieillie, est la plus active de toutes
les huiles essentielles etudiées. Elle présente une bonne activité (CMI = 2,50mg/ml) contre
Klebsiella pneumoniae (bactérie Gram-) qui est la plus résistante de toutes les bactéries
testées, suivie de I’essence de E. camaldulensis (CMI = 5mg/ml). Cette forte activité est

probablement due a sa teneur élevée en ascaridol (52,28%).
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Il apparait donc que le vieillissement des huiles améliore siirement leurs propriétés

biologiques.

I1-4- CONCLUSION

Les résultats obtenus montrent que, en général, nos huiles essentielles manifestent une
activité quasiment égale contre toutes les souches testées. Toutefois, comme pour I’activité
antimicrobienne, le dégré d’activité antifongique varie aussi suivant les échantillons d’huiles
essentielles. Nous avons remarqué aussi que les essences actives contre les bactéries le sont
aussi contre Candida albicans. Staphylococus aureus (Gram+) se révéle étre la bactérie la

plus sensible et Klebsiella pneumoniae (Gram-) la plus résistante.

E. citriodora est I’huile essentielle la plus active des huiles essentielles non vieillies

testées et celle de Chenopodium ambrosioides de Porto-Novo la moins active.

Le vieillissement des huiles améliore siirement leurs propriétés biologiques; c’est le

cas de I’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides de Porto-Novo vieillie.

Ces huiles essentielles étudiées ont donc une action antibactérienne et antifongique,
par conséquent un champ d’action trés large et peuvent jouer un role de conservateur et
d’antiseptique dans le domaine de la cosmétologie. Elles peuvent étre d’un grand intérét dans

la phytothérapie humaine et animale.

Ces résultats sont évidemment incomplets. Il faudra étendre les tests sur un plus grand
nombre d’essences, avec plusieurs souches de bactéries et de champignons, et surtout,

disposer des activités biologiques des principaux constituants des huiles essentielles.
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TROISIEME PARTIE

PARTIE EXPERIMENTALE
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I- MATERIEL VEGETAL ET EXTRACTION

I-1- LE MATERIEL VEGETAL

I-1-1- LES PLANTES ETUDIEES

Nos propres travaux portent sur les extractions et les analyses des huiles essentielles
issues de deux familles, trois genres et sept espéces de plantes aromatiques du Bénin

(tableau 62).

Tableau 62 :

Les plantes étudiées

Familles Genres Espéces
Camaldulensis
citrodora
Myrtacées FEucabptus globulus
fereticornis
torelliana
Melaleuca quinquenervia
Chenopodiaceae | Chenopodium ambrosioides

Introduits au Bénin vers les années 1960, les Eucalyptus ont été plantés a des fins
économiques mais aussi pour la conservation des sols et en particulier pour la production de

bois de feu et de charbon de bois pour les villes.

Leurs feuilles qui n’ont pas fait I’objet d’étude exhaustive ne sont destinées a aucune

exploitation industrielle. Seule une partie de la population indigéne les connait, dans la
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pharmacopée, sous le nom «d’arbre contre la toux» (Kpen tin en langues nationales goun et

fon).

Parmi la dizaine d’espéces environ implantées au Bénin, cinq ont fait ’objet de notre

étude.

Melaleuca quinquenervia, quant a lui, a été introduit au Bénin vers les années 1942
en vue de I’asséchement des plaines inondables de la rive méridionale du lac Nokoué et la
stabilisation des bas-fonds mouvants de part et d’autre de ’axe routier Séme-Podji, Porto-
Novo.

11y a quelques années, le peuplement s’étendait sur plus de 30 ha. Il a été ’objet

d’une destruction systématique par les paysans et les pécheurs de la région et ne subsiste

aujourd’hui que sous forme de 3 zones de faibles densités

Cette seule espéce (dont ignore ’origine des semences, faute d’archives) est aussi
connue sous le nom de Niaouli. Une infirme partie de la population le désigne par «petites
feuilles contre la toux» (Kpen ma sin fini fini) en raison des propriétés antitusives qu’elle lui

reconnait,

Enfin, Chenopodium ambrosioides est une petite plante introduite au Bénin a une
date inconnue. Elle se rencontre, de nos jours, sous tous les tropiques en saison des pluies,
surtout pres des lieux habités et dans certains jardins. Cette espéce est trés répandue au

Bénin.

I-1-2- ECHANTILLONS ET SITES DE RECOLTE

Nos études ont porté essentiellement sur les feuilles. Ainsi, toutes espéces
confondues, nous avons analysé 422 échantillons d’huiles essentielles provenant de 17 sites

(voir carte) dont le détail est consigné dans le tableau 63.

Pour Melaleuca quinquenervia, 322 <échantillons d’huiles essentielles ont été
analysées. 300 sont issus de 4 récoltes sur 75 pieds d’arbres pris au hasard dans le

peuplement a raison de 25 arbres par zone de Melaleuca.
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Pour le genre Fucalyptus, la répartition par espéce des échantillons analysés se
présente comme suit :

Eucalyptus camaldulensis, 40 échantillons,

FEucalyptus citriodora, 42 échantillons,

Eucalyptus globulus, 2 échantillons,

Eucalyptus tereticornis, 3 échantillons,

Eucalyptus torelliana, 3 échantillons,

et enfin, Chenopodium ambrosioides,10 échantillons.

Tableau 63 :

Sites de récolte et échantillons

Plantes Sites Echantillons
Sémeé 12
Cotonou 06
Pahou 06
Eucalyptus Calavi 12 40
camaldulensis Bohicon 01
Parakou 01
Banikoara 01
Malanville 01
el Kétou 12
0
citriodora Bonou-Tovo 12 2
Calavi 12
Kansounkpa
Eucalyptus Pahou 01
globulus Seme 01 02
Eucalyptus Pahou 01
tereticornis Agamey 01 03
Aplahoué-Azové 01
Eucalyptus Séme 01
torelliana Lokossa 01 03
Aplahoué-Azové 01
Melaleuca Axe routier 25x4x3
quinquenervia Seémeé-Porto-Novo +12+10 399
Chenopodium Bonou-Agonvy 04
ambrosioides Porto~-novo 04 10
+2
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I-1-3- LES RECOLTES

Les feuilles sont prélevées sur plusieurs individus appartenant & la méme espéce pour
un site donné. Les échantillons sont mélangés et ramenés au laboratoire pour extraction des

feuilles.

Les feuilles récoltées sont souvent issues d’individus adultes (c’est-a-dire, d’arbres
ayant présenté au moins une fois la floraison) pour les Eucalyptus et le Melaleuca et
quelque fois d’individus jeunes et/ou intermédiaires pour seulement les espéces
camaldulensis et citriodora. Pour le Chenopodium, les plantes ont au moins 2 mois d’4dge
et 6 au plus avant toute récolte.

1°- Des récoltes périodiques sont effectuées :
* Pour Eucalyptus camaldulensis,

- a Cotonou, tous les 2 mois depuis que les arbres ont 3 mois d’age aprés la mise sous

terre ; les récoltes sont regroupées par saison.

- 4 Pahou, 3 en saisons pluvieuses (2 pendant la grande et 1 pendant la petite) et 3 en
saisons séches (2 dans la grande et 1 dans la petite) intercalées de 2mois.
* Pour Fucalyptus citriodora,

- a Kansounkpa, tous les 2 mois depuis que les arbres ont 6 mois d’age aprés la mise
en terre. Les récoltes sont aussi regroupées par saison.

- a Bonou-Tovo, des récoltes a périodicité identique a celle de Pahou.
* Pour Melaleuca quinquenervia,
4 récoltes espacées de 3 mois, chacune s’effectuant dans chaque saison.

* Pour Chenopodium ambrosioides,

4 récoltes en une seule saison des pluies et 4 récoltes en une seule saison seéche.

2°- Des récoltes mensuelles ont aussi eu lieu :
Eucalyptus camaldulensis, Calavi et Séme,
FEucalyptus citriodora, Calavi et Kétou,
Melaleuca quinquenervia, Sémé.
Enfin, des récoltes sans périodicité ont eu lieu pour les autres espéces d’Eucalyptus

(globulus, tereticornis et torelliana).
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I-2- EXTRACTIONS DES HUILES ESSENTIELLES

Toutes les extractions sont effectuées au Laboratoire de Chimie des Plantes a
Parfums, Aromatiques et Médicinales de la faculté des Sciences et Techniques de I'Université

Nationale du Bénin.

Elles sont faites par hydrodistillation avec un appareil de type Clavenger (figure 41a),
les huiles obtenues sont séchées sur le sulfate de sodium ; ou par I’entrainement a la vapeur
d’eau bouillante (figure 41b). Cette derniére méthode parait étre la meilleure car les huiles

obtenues sont pures et limpides.

Les feuilles sont extraites fraiches le méme jour de la récolte ou le lendemain au plus
tard (aprés avoir été conservées au frais) ou séchées a ’ombre au laboratoire entre 3 et 14

jours selon I’espéce.

La masse des feuilles extraites varie de 50 a4 200 g selon I’état des feuilles et

I’ objectif visé et quelques fois a S00 g.

La durée de chaque extraction varie de 120 min a 360 min selon I’objectif visé

II- ANALYSES ET SEPARATION

1I-1- LES ANALYSES CHROMATOGRAPHIQUES

Les méthodes d’analyse que nous avons utilisées sont :
1°- la chromatographie en phase gazeuse (CPG),

2°- la chromatographie en phase gazeuse couplée avec la spectrométric de masse
(CPG/SM)

3°- la résonance magnétique nucléaire de I’hydrogéne-1 et du carbone-13
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Figure 41a :

Hydrodistillation avec extracteur en verre de type Clavenger
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Figure 41b :

Hydrodistillation par entrainement & la vapeur d’eau bouillante
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4°- Pinfrarouge

Nous avons enfin utilisé la chromatographie sur couche mince (CCM ) analytique et
préparative et la chromatographie sur colonne pour la séparation du produit majoritaire de

Chenopodium ambrosioides en vue de sa caractérisation.

Pour I’analyse de nos échantillons et pour I’aspect quantitatif, nous avons utilisé,
pour la chromatographie en phase gazeuse, la technique du calcul d’indice de Kovats basée
sur le temps d’apparition de chaque pic afin de déterminer et identifier le composé élué.
Quant au couplage CPG/SM, les spectres de masse obtenus sont comparés aux données de

la littérature.

II-1-1- LES ANALYSES EN CPG

Elles ont été réalisées sur :

1)- Chromatographe DELSI IGC 121 C équipé d’une colonne capillaire CP WAX 52
CB (25 m de longueur et 0,3 mm de diamétre intérieur) et d’un détecteur a ionisation de

flamme (FID).

Les conditions chromatographiques sont les suivantes :

- Gaz vecteur : azote U, débit a la sortie de la colonne : 1 ml/min, rapport

de fuite : 1/60 = 1 mI/min, pression : 0,8 bar.

- Gaz combustible : Hydrogéne, débit : 30 ml/min sous une pression de 1 bar.

- Gaz comburant : air comprimé, débit : 300 ml/min sous une pression de 1 bar.

- Température : de I'injecteur 240 °C, du détecteur 250 °C.

- Programmation de température du four : palier isotherme a 50 °C pendant 5min puis
gradient de 2 °C/min pendant 85 min jusqu’a une température finale de 220 °C

- Volume d’huile injecté : 0,05 pl
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2)- Chromatographe HEWELTT PACKARD 5890 équipé d’un détecteur a
ionisation de flamme, d’un injecteur avec diviseur (SPLIT), d’une colonne apolaire DB-5 (30
m x 0,25 m) et d’'une colonne polaire Supelcowax (30 m x 0,25 m). L’injecteur est a une

température de 200 °C et le détecteur a 250 °C.

Le volume d’injection est 2,0 ul. La température initiale est de 40 °C pendant 2min, la

vitesse est 2 °C/min et la température finale est 210 min pendant 33 min.

Gaz porteur : Hélium, débit : 1 ml/min ; Gaz auxiliaire : Azote, débit : 29 ml/min ;
Gaz combustible : Hydrogéne, débit : 30 ml/min ; Comburant : air zéro 400 ml/min ; Débit
de SPLIT (split vent) : 80 ml/min ; Débit de purge (purge vent ) : 5 ml/min.

3)- Chromatographe SHIMADZU, model GC 14-A relié a un intégrateur
SHIMADZU, model CR 4-A Chromatopac. Il est équipé de deux colonnes capillaires
polaires (Carbowax 20 M) et non polaire (OV 101) de 25 m de long et de 0,22 mm de

diamétre intérieur.

Conditions opératoires :
- Gaz vecteur : Azote U, débit en sortie de colonne : 0,9 ml/min ; rapport de fuite 1/50.
Programmation de température du four : Gradient de température de 5 °C/min de 50 °C a
200 °C.
- Température de I’injecteur : 210 °C, du détecteur : 250 °C. -

Volume injecté : 1 pl d’une solution a 5 % dans le pentane ou le dichlorométhane.

II-I-2- LE COUPLAGE CPG/SM

IL a été utilis€ pour confirmer les constituants identifiés.

Le couplage est fait sur un Détecteur de Masse quadrupolaire HEWLETT
PACKARD (HP) de type 5970 avec ionisation par impact électronique (70 eV), couplé a un
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spectrographe en phase gazeuse de type Sigma 300 équipé d’une colonne CP WAX 51 CB

(50 m de longueur et 0,3 m de diamétre intérieur).

- température initiale = 50 °C pendant 5 min
- programmation de température de 2 °C/min
- température finale = 250 °C pendant 5 min
- volume d’huile essentielle injecté : 0,05 pl.

Un autre Détecteur de Masse quadrupolaire HEWLETT PACKARD (HP) de type
5970 avec ionisation par impact électronique (70 eV), mais équipé d’une colonne capillaire
non polaire (DB-1) en silice fondue de 25 m de long et 0,23 mm de diamétre intérieur, a été
également utilisé. (Gaz vecteur : Hélium, débit 0,9 ml/min ; Programmation de température :
palier isotherme de 1 min a 60 °C puis gradient de température de 3 °C/min jusqu’a 180 °C;

Volume injecté : 1 pl d’une solution a 5 % dans le pentane ou le dichlorométhane).

I1-1-3- LA RMN H-1 ET C-13

Les appareils utilisés sont : BRUCKER MSL 300 et BRUCKER AC 400. Le

tétraméthylsilane constitue la référence interne, le chloroforme deutérié, le solvant.

II-I-4- LE SPECTRE INFRA ROUGE (IR)

Les spectres infra rouge ont été enregistrés sur un appareil PERKIN-ELMER 467,
soit a I’état pur, soit en solution dans le tétrachlorure de carbone. Les cellules sont en

chlorure de sodium (NaCl).
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I1-2- SEPARATION ET ISOLEMENT

11-2-1- CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHES MINCES
(CCM)

L’huile essentielle de Chenopodium ambrsioides est diluée dans 2 cm® de chlorure de
méthyléne (CH,CL,). 200 pl de cette huile diluée est déposé sur les plaques avec différents
solvants :

- Chlorure de méthylene (CH,CL,),

- hexane (CsHi4)

- chloroforme (CH:Cl)

- hexane + 1 % d’acétate d’éthyle (CH;COOC,Hs)

- hexane + 5 % d’acétate d’éthyle

- hexane + 10 % d’acétate d’éthyle

- hexane + 20 % d’acétate d’éthyle
Les plaques sont ensuite révélées a la vaniline.

De tous les solvants utilisés, seul le chlorure de méthyléne (CH,CL,) ou le chloroforme

(CH;Cl) permettent de réaliser une bonne séparation.

Cependant, deés qu’on ajoute de I’acétate d’éthyle a I’hexane, les différents
constituants de I’huile de Chenopodium ambrosioides sont séparés.
Ainsi, pour une bonne séparation sur colonne, les mélanges d’hexane et d’acétate

d’éthyle a des proportions différentes sont utilisés.

I1-2-2- CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE

Deux colonnes ont été utilisées.

La premiére colonne est constituée d’une portion de 0,4 g d’huile essentielle de
Chenopodium ambrosioides dans une colonne ouverte de silice flash (50 g) et eluée

successivement par :
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- hexane - acétate d’éthyle 15% : 100 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 30% : 100 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 40 % : 100 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 60 % : 150 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 70% : 150 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 80 % : 150 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 90% : 150 cm’
- acétate d’éthyle . 400 cm’

Dans la deuxiéme colonne nous avons utilisé 100 g de silice et 1g d’huile essentielle.

La colonne a été successivement €luée avec :

- hexane pur . 200 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 10% : 150 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 20% 150 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 30% : 200 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 40% : 200 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 50 % : 200 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 60 % : 200 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 70 % : 200 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 80 % : 200 cm’
- hexane - acétate d’éthyle 90 % : 200 cm’
- acétate d’éthyle pur - 200 cm’

Ainsi, le solvant S capable d’entrainer C a un pouvoir éluant insuffisant pour détacher

A et B. Les constituants A et B restent encore fixés sur la colonne.

Les solutions de méme volume c’est-a-dire les éluants renfermant le produit élué

dissout sont recueillies séparément.

Toutes ces fractions sont pesées aprés avoir €té évaporées a sec et leur pureté a été

controlée par les différentes techniques d’analyse chromatographique citées ci-dessus.




296

CONCLUSION GENERALE
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L’objectif du présent travail est d’optimiser la production des huiles essentielles des especes
retenues par ’étude des variations inter et intraspécifiques de leurs rendements et de leurs

compositions chimiques et de déterminer leur effet sur les agents pathogénes du corps humain.

Pour y arriver, nous avons étudié 432 échantillons d’huiles essentielles issues de deux familles
(Myrtacées et Chenopodiacées), de trois genres (Eucalyptus, Melaleuca et Chenopodium) et de sept
espéces (camaldulensis, citriodora, globulus, tereticornis, torelliana, quinquenervia et ambrosioides)

botaniquement controlées.

Les échantillons ont été distillés par entrainement a la vapeur et/ou par I’hydrodistillation.
Nous avons également testé les propriétés pharmacodynamiques de sept échantillons d’huiles
essentielles sur cinqg microorganismes (deux bactéries Gram positif et deux bactéries Gram négatif et

une levure).

Pour cela, nous avons réalisé une bibliographie la plus exhaustive possible en ce qui concerne,
d’une part, I’extraction et I’analyse des huiles essentielles, et d’autre part, pour ce qui concerne les

tests antimicrobiens.

Les rendements et quelques constantes physiques ont été donnés. Les analyses ont été
effectuées par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et par couplage CPG/SM et comparaison
avec les données de la littérature. Nous avons aussi effectué les analyses par RMN H-1 et C-13, par

chromatographie sur couche mince (CCM), préparative et sur colonne et enfin par IR.

Dans la premiére partie :

* Du point de vue du rendement, si I’on tient compte des deux familles, les rendements en
volume des huiles essentielles obtenues varient entre 0,4 et 5,95 %. Le rendement le plus élevé est
obtenu chez les Myrtacées et plus précisément chez Eucalyptus citriodora ; I’espéce donnant le plus

faible rendement est Chenopodium ambrosioides.

Les résultats montrent que les rendements en volume, des huiles extraites, dépendent plus du
site que de la période de récolte pour E. citriodora, alors que pour E. camaldulensis, les deux

facteurs, lieu et date de récolte doivent étre pris en considération.
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Pour Melaleuca quinquenervia, nous avons noté d’'une part, une faible influence de la
période de récolte sur le rendement qui passe par un minimum pendant la saison seche et par un
maximum pendant la saison pluvieuse et d’autre part, qu’il n’y a pas perte de volume aprés 60 jours
de stockage et que 6 a4 14 jours de séchage a 'ombre du matériel végétal parait étre le temps

nécessaire pour un rendement optimal.

Par ailleurs, nous avons remarqué que les rendements en huiles essentielles évoluent de
maniére générale avec 1’dge de la plante et qu’ils dépendent plus de la pluviométrie que de la

température.
Enfin, les rendements obtenus pour les autres espéces ne sont pas moins intéressants.

*- Du point de vue de la composition chimique, environ 106 constituants chimiques ont été
identifiés dans les échantillons des huiles essentielles analysées au sein des deux grandes familles
d’origine béninoise étudiées : 92 pour le genre Fucalyptus, 40 pour le genre Melaleuca et 22 pour

Chenopodium.

L’investigation effectuée sur les huiles essentielles d’ Fucalyptus camaldulensis
acclimaté au Bénin met en évidence une grande variation intraspécifique de la composition chimique
influencée par la période, le lieu de récolte et I’dge des feuilles. Cette variation se manifeste par la
présence de trois types chimiques :

- type a 1,8-cinéole (déja signalé),

- type a paracymene (déja signalé),

- type a y-terpinéne (jusqu’a présent jamais signalé dans la littérature) qui présente une

homogénéité.

Le type a 1,8-cinéole (70% en moyenne) présente un intérét pour la médecine et le type a

paracymene est utilisable comme matiére premiére en parfumerie.

Les essences d’Eucalyptus citriodora, dont la qualité est en tout point comparable a celles
commercialement connues avec des taux en citronellal supérieurs a 70%, sont de la variété type et
peuvent étre utilisées en parfumerie, en savonnerie, en cosmétique. ... Leurs compositions chimiques

sont plus influencées par le site que par la période de récolte.
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L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus, avec un taux en 1,8-cinéole supérieur ou égal a

70%, serait indiquée comme huile médicinale.

L’analyse de ’huile essentielle d’ Eucalyptus tereticornis du Bénin indique I’existence de deux
chémotypes :

- type commun a 1,8-cinéole
- type a farnésole (84% tout isomere compris) spécifique du Bénin (et nulle part signalé) présente un

intérét économique important a cause de I’effet bactéricide connu pour ce produit.

La derniére huile d’Eucalyptus analysée, celle de I’espece forelliana, peu étudiée par les
auteurs, ne présente qu’un intérét académique avec comme produits majoritaires y-terpinéne, o-

pinéne, p-cymeéne, limonéne et 1,8-cinéole.

Les investigations menées sur Melaleuca quinquenervia révélent:
d’une part, I’existence de trois chémotypes :
- type (dominant) a 1,8-cinéole
- type a taux égal en 1,8-cinéole et en viridiflorol
- type a viridiflorol, spécifique du Madagascar et du Bénin, beaucoup utilisé en industrie
pharmaceutique et,
d’autre part, une homogénéité de la composition chimique tout au long de I’année et ne subissant

aucune influence saisonniére.

Quant aux huiles essentielles de Chenopodium ambrosioides analysées, le taux en ascaridol
varie entre 6,4 et 26,45%. Un nouveau produit (oxyde d’ascaridol), isolé et caractérisé avec un
pourcentage allant de 14,40 a 50,7%, est caractéristique du Chenopodium ambrosioides d’origine

béninoise.

Un échantillon provenant de Porto-Novo, riche en a-terpinéne (44,4%) et pauvre en
ascaridol (8,32%) devient, aprés vieillissement par autoxydation, trés riche en ascaridol  (52,28%)

et trés pauvre en o-terpinéne. Ceci prouve la bioconversion de a-terpinéne en ascaridol.
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Dans tous les échantillons, le p-cyméne apparait comme un produit majoritaire avec un

pourcentage variant entre 5,2 et 43,4%.

En ce qui concerne l’activité biologique, dans la deuxiéme partie, nous avons obtenu des

résultats intéressants.

Les huiles essentielles en général présentent une activité certaine contre toutes les souches
testées a P'exception de Klebsiella pneumoniae. L’activité antifongique observée pour Candida
albicans varie aussi suivant les lots d’huiles essentielles testées. Nous avons également remarqué

que les essences actives contre les bactéries le sont aussi contre Candida albicans .

La sensibilité des bactéries varie d’une souche a une autre. Staphylococus aureus (Gram+) se

révéle étre la bactérie la plus sensible et Klebsiella pneumoniae (Gram-) la plus résistante.

L’huile essentielle d’Eucalyptus citriodora est la plus active suivie de celle de Melaleuca
quiquenervia. Du point de vue activité biologique, I’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides
de Porto-Novo présentant I’activité la plus faible se classe, aprés vieillissement par autoxydation, en
premiére position devant Eucalyptus citriodora. On en déduit que le vieillissement des huiles

améliore leurs propriétés biologiques.

Apreés examen de la composition chimique des huiles étudiées, I’activité d’une essence semble

étre influencée par la présence de composés comportant une fonction oxygénée .

Ces résultats nous ouvrent de nouvelles perspectives sur le plan de la recherche et sur les

plans pharmaceutique et économique.
En effet, il est envisageable :

- de créer une équipe pluridisciplinaire (chimistes, biologistes, pharmaciens, médecins et
tradipraticiens) pour tester les propriétés pharmacodynamiques in vivo et in vitro des huiles

essentielles d’origine béninoise afin de tirer pleinement tous les bienfaits et profits de la nature dans

I’ Aromathérapie.
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- de sélectionner les individus les plus performants et les plus intéressants, de procéder a leur
clonage et de vérifier si les caractéristiques chimiques sont bien transmises a leur descendance. Dans

I’affirmative, la mise en place de parcs multiplicatifs pour une production commerciale est nécessaire.

Dans un avenir proche, on pourra s’intéresser a la production d’Eucalyptus citriodora qui
donne des essences riches en citronellal pour la synthése de citronellol, de ’hydroxycitronellal et du
menthol, utilisées en parfumerie, en cosmétique et en savonnerie. De méme, la protection et
Pexploitation de Melaleuca quinquenervia dont I’huile essentielle est utilisée en pharmacie devient
envisageable. La production du type a viridiflorol est beaucoup souhaitable grice a une sélection

rigoureuse des graines du peuplement déja existant.
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