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La flore africaine en générale contient une importante réserve de plantes
aromatiques douc€es d’activités biologiques vari€es. Parmi celles-ci, seul un petit
nombre a fait I’objet d’études (1).

Les vertus thérapeutiques des essences aromatiques sont connues depuis l'antiquité.
L'intérét accordé a I'¢tude scientifique des plantes aromatiques et médicinales a
augmenté ces dernieres années. Le but est de rechercher substances chimiques
intéressantes en thérapeutique (2).

Melaleuca leucadendra L. (Myrtaceae) est un grand arbre originaire de Malaisie,
des iles du Pacifique et d'Australie (3,4). Il pousse dans les plaines le long des
rivicres, des cotes ou des marécages saisonniers, dans les sols limoneux et
sableux(5). Il est tolérant aux sols acides, salés, stériles et marécageux. Au Sénégal,
M. leucadendra a été largement planté pour éviter le phénomene de salinisation des
sols (6,7). Les plantes du genre Melaleuca sont riches en huiles volatiles,
principalement utilisés dans la fabrication de cosmétiques, de germicides et
d'agents antiseptiques (8). En Indonésie le M. leucadendra est principalement
cultivé pour la production d'huile essentielle a partir de ses feuilles. Cette huile est
utilisée dans les remedes a base de plantes, comme antiseptiques, contre le mal de
dents, comme antispasmodiques, anti-neuralgiques et les antirhumatismaux, et dans
la fabrication de cosmétiques (4,9). Certaines ¢études ont également démontré
l'efficacité de 1'huile de M. leucadendra comme antioxydant (9,10), antibactérien
(10), antiviral (9), antifongique (9,11) et attractivité para-phéromonale (12—14).

Le but de ce travail est :

¢ ¢tudier de la composition chimique du Melaleuca leucadendra,

e déterminer les activités biologiques (activité anti-inflammatoire et de 1’activité

antibactérienne).



Notre travail est scindé en deux chapitres :

Le premier chapitre aborde les généralités sur les huiles essentielles

Le second chapitre est consacré a I’étude expérimentale :

e I’extraction de I’huile essentielle du Melaleuca leucadendra

e ’analyse de la composition chimique par chromatographique en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS).

e Détermination de Iactivité anti-inflammatoire ainsi que Dactivité
antibactérienne de I’huile essentielle de Melaleuca leucadendra contre quatre
bactéries : Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis

Les principaux résultats obtenus, sont résumés dans la conclusion générale.






CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LES HUILES ESSENTIELLES

I. DEFINITION

I.1. Huile essentielle

Les huiles essentielles sont des substances odorantes et hautement volatiles
présentes dans les plantes. En raison de leur volatilité, ces substances peuvent étre
isolées par distillation a la vapeur d'une plante aromatique d'une seule espece
botanique et peuvent étre détectées a la fois par I'odeur et par le gott (15).

Selon la Commission de la Pharmacopée Européenne, une huile essentielle est un «
produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une
matiere premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique appropri€¢ sans
chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par
un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition
».

Beaucoup de végétaux renferment des HE, mais seulement en toute petite quantité,
ne permettant pas I’extraction avec le prix excessivement cher. Seules les plantes
dites « aromatiques » produisent des quantités suffisantes d’HE. Ces plantes
appartiennent pour la plupart aux familles des Lamiaceae (lavande, thym, menthe
...), des Lauraceae (cannelle, camphrier ...), des Myrtaceae (eucalyptus, niaouli
...), des Pinaceae (pin, ceédre, cyprés, genévrier ...), des Rutaceae (citron,
orange...) ou des Apiaceae (cumin, fenouil, anis vert ...). Les HE sont localisées
principalement dans les fleurs et les feuilles, mais on peut aussi les trouver dans le
bois, les fruits, les écorces, les graines ou les racines (16,17). De nouvelles
techniques permettant d’augmenter le rendement de production, ont été
développées, comme I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse
température et sous haute pression (18) ou I’extraction assistée par ultrasons ou

micro-ondes (19).



1.2. L’aromathérapie

Etymologiquement, le mot « aromathérapie » signifie le traitement des maladies
(thérapie) par les ardmes (essences ou huiles essentielles de plantes aromatiques). 11
s’agit de la capacit¢ et de l'art de soigner avec les huiles essentielles.
L'aromathérapie est l'une des techniques de médecine naturelle, alternative ou
holistique. Généralement prescrites par les médecins naturopathes, ostéopathes et
biothérapeutes, les huiles essentielles sont utilisées également en prévention et en
soin, quotidiennement ou en cure, avec de bons résultats pour les humains comme
pour les animaux (20,21).

Il est important de préciser que I’aromathérapie est une médecine « naturelle » mais
elle n’a rien d’une médecine « douce ». En effet, mal utilisée, elle peut s’avérer
toxique et dangereuse. C’est pour cette raison que le terme médecine « alternative »

pour parler de I’aromathérapie est plus approprié que le terme médecine « douce »

(22).

I1. HISTORIQUE

Beaucoup de faits historiens montrent que l'utilisation d'huiles essentielles remonte
au début de I'histoire humaine : des alambics (appareil qui exploite les propriétés
des différences de température d'évaporation des maticres) datant de 7000 ans, des
écrits égyptiens vieux de plus de 3500 ans, etc. Bien que nous ne connaissons pas
exactement l'origine de l'emploi des huiles qu'on leur trouvait il y a plusieurs
milliers d'années, il est certain que ces peuples anciens avaient trouvé les multiples
utilités des huiles essentielles. Il y a plus d'un siécle, les huiles essentielles étaient
presque uniquement réservées a la fabrication de parfums et de tout autre produit

aromatique (23).



Les grands berceaux géographiques de la civilisation aromatique sont I'Inde, la
Chine et le bassin méditerranéen. Ces berceaux ont légué a I'humanité des procédés
et des connaissances dans le domaine des huiles essentielles dont la validité est
toujours d'actualité.

En 1931, Gattéfossé dans son ouvrage " Aromathérapie" décrivant ses
expériences et ses découvertes, fut le premier a démontrer les relations
structure/activité des molécules aromatiques.Il decrit les propriétés des aromes
naturels comme étant antitoxiques, antiseptiques, tonifiantes, stimulantes,
calmantes etc... (24).

A cette époque, il prophétise que l'avenir ne peut manquer de réserver un role de
premier plan a cette thérapie.

Au cours des dernieres années, I'Amérique du Nord a manifesté un grand intérét a
l'utilisation des plantes médicinales pour plusieurs raisons (25) :

- elles sont moins cofiteuses par rapport aux médicaments de synthese ;

- le public est souvent dégu par la médecine moderne, contre certaines maladies ;

- enfin, la valeur médicinale des plantes est de plus en plus prouvée
scientifiquement; c'est ce qui constitue d'ailleurs un argument de taille pour leur
usage en médecine.

En 1990, Frachomme et Pénoél évoquent le terme de "la médecine aromatique"
dans leur livre "Aromathérapie exactement ' contenant les chémotypes et les
indications thérapeutiques reposant sur les bases scientifiques (26).

Ainsi, l'industrie des plantes médicinales est devenue, le secteur de l'industrie

pharmaceutique connaissant la plus forte croissance annuelle, soit 15 a 20% (27).



III. CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DES HUILES
ESSENTIELLES

II1.1. Propriétés organoleptiques

Aspect : les huiles essentielles sont des liquides assez mobiles, caractérisées par
leur tache sur le papier en chromatographie.

Couleur : les molécules aromatiques sont diversement colorées. Leur couleur varie
de D’incolore au brun clair. On retrouve toutes les couleurs du spectre :
bleu(cannelle), rougeatre (thym), vert émeraude (inule odorante), violet (zeste de
mandarine) jaune imperceptible pour la plupart des huiles essentielles (28).

Odeur : elle est caractéristique pour chaque huile essentielle (29,30).

II1.2. Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et
volatiles, ce qui les différencient des huiles fixes (grasses).

Elles sont plus ou moins colorées et leur densité est généralement inférieure a celle
de I’eau sauf pour le HE de cannelle, girofle et sassafras.

Elles ont un indice de réfraction ¢élevé et la plupart devient active sur la lumiere
polarisée.

Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels , entrainables
a la vapeur d’eau , trés peu solubles dans 1’eau. La liposolubilit¢ des HE est une
propriété majeure qui leur confére une grande diffusibilité dans 1’organisme
quelques soit la voie d’administration utilisée.

Elle absorbe le chlore, le brome, 1’iode avec dégagement de la chaleur et peuvent se
combiner a I’eau pour former des hydrates.

Leur point d’¢ébullition varie entre 110° a 240° C et chaque HE est caractérisée par

son odeur (31).



Elles sont actives sur la lumiere polarisée (pouvoir rotatoire) ; certaines, comme
Pinus sylvestris et Citrus sinensis sont dextrogyres ; d'autres telles que

Cinnamomum verum (écorces) et Mentha piperita sont Iévogyres (28).

I11.3. Variabilités des huiles essentielles

Prés de 3000 huiles essentielles différentes ont été décrites. Parmi ceux-ci, environ
300 sont utilisés commercialement sur le marché des ardomes et des parfums (17).
Cependant, la grande wvariabilit¢ de la composition chimique des plantes
aromatiques pose un probléme potentiellement sérieux pour I’industrie de la
parfumerie. Pour cette raison, de nombreuses recherches ont porté sur les différents
facteurs contribuant a cette variété autres que ceux strictement génétiques. Par
exemple, des chercheurs ont décrit des races distinctes de la méme espéce, par
exemple Melaleuca bracteata, riches en constituants principaux différents
produisant chacun une huile essentielle différente contenant du méthyleugénol, du
méthylisoeugénol et de I'¢1éminine (32). De méme, il a été découvert que d'autres
facteurs peuvent modifier la composition chimique des huiles essentielles, tels que

le climat, les précipitations ou l'origine géographique de la plante.

IV. COMPOSITION CHIMIQUE GENERALE

Les huiles essentielles sont composées de métabolites secondaires lipophiles et
hautement volatils, atteignant une masse inférieure a 300 Da. Dans les toutes
premieres définitions d'huiles essentielles, celles-ci étaient fortement identifiées
avec les terpeénes, principalement les mono et sesquiterpenes. Cependant, avec
l'identification d'autres types de composés, en particulier les phénols allyliques et
1soallyliques (15,33), les constituants des huiles essentielles sont répartis en trois

groupes provenant de trois voies de biosynthese (34).



e le groupe des terpénoides (21,34,35) ;
e le groupe des phénylpropanoides (21,34,35);

e le groupe des lipides, issus de la dégradation d’acides gras et de terpénes (34).

V. BIOSYNTHESE DES HUILES ESSENTIELLES

Les produits chimiques produits par les plantes qui se caractérisent par une
distribution limitée et une absence de valeur évidente dans la physiologie de la
plante productrice sont appelés métabolites secondaires. La gamme de métabolites
secondaires, qui comprend bien sir les huiles volatiles, est énorme. Les terpénes
constituent un groupe majeur, avec plus de 1000 structures monoterpéniques et
peut-étre 3000 structures sesquiterpéniques connues. En revanche, le nombre de
phénylpropénes est faible, moins de 50 d'entre eux étant probablement connus (36)
Malgré le grand nombre et la diversité structurelle des métabolites secondaires,
presque tous résultent de ['une des trois voies de biosynthése, ou d’une
combinaison de deux ou plus de ces voies.

Celles-ci sont appelées acétate, mévalonate (a base d'acide mévalonique) et
shikimate (a base d'acide shikimique). Les terpénes sont entierement dérivés du

mévalonate, alors que les phénylpropénes proviennent de I’acide shikimique (37).

V.1. Biosynthése des terpénes

C’est le groupe le plus important. 11 comprend des monoterpénes (10 atomes de
carbone dans la molécule), des sesquiterpénes (15 atomes de carbone), des
diterpénes (20 atomes de carbone)... Les terpénes sont des molécules organiques

constitu¢es par un multiple de 5 atomes de carbone de formule générale [C5Hg]y,.
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L'acide mévalonique est un intermédiaire chimique contenant six atomes de
carbone qui se forme dans la plante grace a la combinaison de trois molécules
d'acétate, elles-mémes dérivées de l'acétyl coenzyme A. Il s'agit d'un processus
universel appliqué a toutes les plantes supérieures. aux processus de la vie. La
biosynthese de mono- et de sesquiterpenes a partir d'acide mévalonique implique
trois étapes (36,38):

¢ la conversion de l'acide mévalonique en pyroposphate d'isopentényle (IPP) et en
3,3-diméthylallyl pyrophosphate (DM APP).

e ['association d'IPP et de DMAPP pour donner du géranyl pyrophosphate (GPP).

e la combinaison de GPP avec IPP pour donner le farnésyl pyrophosphate (FPP).
L'TPP est le produit initial formé a partir d'acide mévalonique, qui est ensuite
converti en DMAPP par l'enzyme isopentényl pyrophosphate isomérase.

Une molécule d'IPP et une molécule de DMAPP se combinent sous l'influence du
géranyl pyrophosphate synthase pour donner le géranyl phyrophosphate (GPP), le

premier monoterpéne reconnaissable.
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Figure 1 : Biosynthese des terpénes (38)

L’isopréne (CH,=C(CH;3)CH=CH,;) est donc le précurseur des différents terpenes
qui sont des composés avec un squelette hydrocarboné autour d’un assemblage
d’au moins 5 unités isoprényles. Ils se caractérisent par des molécules insaturées,
cycliques et acycliques. On distingue les :hémiterpénes (C5, isopréne),
monoterpénes (C10, a-pin€ne, limoneéne, myrcene), sesquiterpenes (C15, -
caryophylléne), diterpénes (C20), sesterterpénes (C25), triterpénes (C30),
tetraterpénes (C40), polyterpénes (C5)n.

12



V.2. Synthese des phénylpropanoides

La voie des phénylpropanoides commence par un métabolite du fructose: le PEP
(PhosphoEnolPyruvate). Elle aboutit a un trés grand nombre de substances
aromatiques, via une série d'acides, dont l'acide shikimique (ou acide trihydroxy-

3,4,5-cyclohexene-1-carboxylique) et I'acide cinnamique (CgH5—-CH=CH-COOH).

Les métabolites terminaux, importants en thérapeutique, sont les acides
aromatiques suivants: salicylique, cinnamique, et benzoique, et leurs esters, dont le
salicylate de méthyle, et les cinnamates et benzoates, ainsi que certains phénols
(eugénol) et dérivés (28). Il existe aussi des lactones ou esters cycliques (par
exemple, la coumarine) formés a partir de dérivés de 1’acide cinnamique. Parfois, la
chaine aliphatique est réduite a un seul atome de carbone (par exemple, la

vanilline) (34).

VI. PROCEDES D’EXTRACTION

VI.1. Par expression a froid

C’est le procédé le plus ancien et le plus simple pour obtenir une HE. Cependant, il
reste limiter car il ne s’applique qu’aux agrumes dont le péricarpe des fruits
posséde des poches sécrétrices d’essences. Cette technique, née en Sicile et en
Calabre, est uniquement mécanique et consiste a broyer, a 1’aide de presses, les
zestes frais afin de détruire les poches sécrétrices d’essences et donc de libérer
I’essence qu’elles contiennent. L’expression a froid permet de limiter 1’oxydation
en conservant les antioxydants naturels présents dans la fraction non volatile de
I’essence. Le produit final obtenu est appelé essence car il n’a subi aucune

modification chimique lors de son procédé d’extraction (5,12).
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Figure 2 : Montage d’extraction a froid

VI.2. Distillation par entrainement a la vapeur d’eau ou hydrodistillation

Cette technique utilise I’entrainement des substances aromatiques par la vapeur
d’eau. Les plantes sont disposées entieres ou broyées (lorsqu’il s’agit d’organes
durs comme les racines ou les écorces) dans un appareil de type Clevenger ou dans
un alambic (obtention a 1’échelle industrielle). Pour I’obtention a 1’échelle
industrielle, un courant de vapeur d’eau traverse 1’alambic et sous I’effet d’une
source de chaleur, ’eau se transforme en vapeur qui traverse alors la cuve
contenant les plantes aromatiques. La vapeur d’eau ayant volatilisé et entrainé I’HE
se condense ensuite dans le serpentin du réfrigérant et retourne donc a I’état liquide
pour se séparer dans I’essencier ou vase florentin. L’HE étant hydrophobe et
souvent moins dense que I’eau, surnage dans la majorité des cas a sa surface et est
recueillie apres décantation. Il est impératif que la distillation soit complete pour

que tous les constituants aromatiques de I’HE soient récuperes. Par conséquent, les
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durées de distillation sont généralement longues. Elles varient en fonction des

organes distillés de 1 a 24 heures.

Figure 3 : Hydrodistillation a I’aide d’un systéme de type Clevenger

VI1.3. Extraction par enfleurage
C’est une méthode plus guére utilisée, car trop complexe sauf pour les fleurs
principalement. Celles-ci sont étalées délicatement sur des plaques grasses qui

absorberont tout le parfum. Les corps gras vont, ensuite, &tre épuisés par un

solvant.
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Une fois I’arome des fleurs absorbé, nous remettons des fleurs fraiches, et ceci
jusqu'a saturation du corps gras. Au bout de 24 heures, le corps gras et les huiles

essentielles sont séparés (21).

Figure 4 : Montage d’extraction par enfleurage

VI1.4. Extraction au CO2 supercritique

Ce procédé, trés moderne, consiste a faire éclater les poches a essences des
végétaux et ainsi entrainer les substances aromatiques en faisant passer un courant
de CO, a haute pression dans la masse végétale (28). On utilise le CO, car il
possede de nombreux atouts : il s’agit d’un produit naturel, inerte chimiquement,
ininflammable, facile a éliminer totalement, aisément disponible, peu réactif
chimiquement et enfin peu cotteux. Le CO, a également la capacité de fournir des
extraits de compositions trés proches de celles obtenues par les méthodes décrites
dans la pharmacopée européenne. Tous ces avantages permettent & ce procédé¢ de se

développer malgré un investissement financier important (39).
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Figure 5 : Montage d’extraction au CO, supercritique

VII. CARACTERISATION DES HUILES ESSENTIELLES

VII.1. Chromatographie en phase gazeuse.

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composeés
gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition (40).
C’est la technique de séparation la plus utilisée dans le domaine des huiles
essentielles, car elle permet d’effectuer I’individualisation des constituants a partir
d’échantillons de I’ordre du milligramme voire du microgramme. Les progrés
technologiques réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases
stationnaires et des détecteurs (FID) ont contribué a rendre la CPG incontournable
pour I’analyse des huiles essentielles (41).

Chaque constituant est caractérisé par des indices calculés a partir d’une gamme
d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a température constante
(indice de Kovats) (42) ou en programmation de température (indices de rétention)
(43). Les temps de rétention, bien que spécifiques d’un composé, ont tendance a
varier d’une analyse a 1’autre, notamment du fait du vieillissement des colonnes.
Les indices de rétention polaire (Ir p) et apolaire (Ir a) sont comparés a ceux

d’¢chantillons authentiques contenus dans des bibliotheques de référence ¢laborées
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au laboratoire, dans des bibliotheques commerciales (44,45) ou répertori¢es dans la
littérature (41).

Les techniques de couplage de la CPG avec des techniques spectroscopiques (SM,
IRTF) ont permis une approche beaucoup plus précise de I’identification.

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de
masse (CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et 1’analyse des
différents constituants d’un mélange complexe. Il existe deux modes d’ionisation :
I’1onisation par impact électronique (IE) et 1’ionisation chimique (IC). Dans ce
dernier cas, on distingue 1’ionisation chimique positive (ICP) et I’ionisation

chimique négative (ICN) (41).

VIIL.2. La chromatographie liquide haute performance (CLHP)

C’est le développement moderne de la chromatographie d’élution sur colonne a
pression atmosphérique. La technique de CLHP est appelée en anglais High
Performance Liquid Chromatography ou HPLC. Les phénoménes physiques mis en
jeu sont : partage, échange d’ions, exclusion-diffusion, adsorption. Le phénomeéne
de partage interviendra dans le cas des huiles essentielles et des extraits végétaux.
Les solutés d’un mélange, principalement ceux non volatilisables, présentent une
distribution différente entre la phase mobile liquide et la phase stationnaire liquide
ou solide. La technique peut étre simple, rapide et éventuellement sélective (34).

La CLHP est indiquée surtout pour les molécules non volatilisables, elle est tres
utilisée pour le controle des médicaments. Les applications pour les huiles
essentielles sont peu nombreuses. D’une part, I’ efficacité des colonnes en CPG est
bien meilleure que celles de la CLHP, d’autre part, les huiles essentielles courantes,
facilement volatilisables, seront analysées le plus souvent par CPG. Si I'on

considére des huiles essentielles riches en terpénes peu volatilisables (diterpenes,
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triterpenes...), mais €galement des extraits de végétaux ou des mousses contenant

des allergenes, la CLHP sera plus adaptée (34).

VIL.3. Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN)

L’utilisation de la RMN pour I’identification de molécules connues présentes dans
une huile essentielle a été non seulement suggérée mais fortement conseillée (46).
Afin d’éviter ou tout au moins de réduire étapes de purification, il était donc
intéressant de pouvoir utiliser la RMN sans passer par une séparation préalable des
constituants, pour [’analyse d’un mélange complexe. Dans cette optique
I’utilisation de la RMN du carbone-13 qui permet d’avoir des spectres simplifiés
s’imposait. A la suite des travaux précurseurs de Formacek et Kubeczka (47), une
méthode d’identification des constituants des mélanges naturels, basée sur 1’analyse
du spectre de RMN du mélange a ét¢ mise au point et développée par I’équipe «
Chimie et Biomasse » de 1’Université de Corse (48). En fait, jusqu’au début des
années 90, la RMN permettait de contréler la présence d’un composé
préalablement identifi¢ ou suspect¢ par une autre technique (CPG/SM par
exemple). L’informatisation de la recherche des structures a partir de bibliothéques
de spectres a permis d’en faire une véritable méthode d’analyse appliquée a
différentes familles de composés naturels : terpenes dans les huiles essentielles
(49-51), acides diterpéniques dans les résines (52) , triterpenes dans les extraits de
licge (53), phénols et sucres anhydres dans les liquides de pyrolyse de la biomasse

(54,55), sucres dans les miels (56,57), etc...

VIII. ACTIVITES LIEES A LA COMPOSITION CHIMIQUE
L’activité¢ biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa
composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires

(alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) et les possibles effets
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synergiques entre les composants. Ainsi, la nature des structures chimiques qui la
constituent, mais aussi leurs proportions jouent un réle déterminant.

L’activité d’une huile essentielle est souvent réduite a I’activité de ses composés
majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre actifs. Evalués séparément sous la forme
de composés synthétiques, ils confirment ou infirment I’activité de [’huile
essentielle de composition semblable. Il est cependant probable que les composés
minoritaires agissent de maniére synergique. La valeur d’une huile essentielle tient
a son « totum », c’est a dire dans I’intégralité de ses composants et non seulement a
ses composés majoritaires (58). Il est connu que ce sont les terpénoides et les
phénylpropanoides qui conferent aux huiles essentielles leurs propriétés
antibactériennes. L’activit¢ de ces molécules dépend, a la fois, du caractére
lipophile de leur squelette hydrocarbonée et du caractére hydrophile de leurs
groupements fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives

que les hydrocarbonées (59).

VIII.1. Activité anti inflammatoire

I’activité anti inflammatoire "in vitro” est étudiée par la méthode de I’inhibition de
la dénaturation de I1’albumine et la stabilisation membranaire d’un model
érythrocytaire, 1’huile essentielle de Citrus limon a donné un pourcentage

d’inhibition important confirmant sa propriété anti inflammatoire (60).

VIII.2. Activité antibactérienne

Les huiles essentielles posseédent, "in vitro”, une activité antibactérienne puissante,
y compris sur les souches habituellement antibio-résistantes. Le mode d’action
n’est pas clairement ¢lucidé mais il semblerait que de par leurs hydrophobicités, les
HE puissent se solubiliser dans les membranes et ainsi altérer la structure et la
fonctionnalité membranaires des bactéries (39).

20



Sfeir et al. (2013) ont évalué¢ in "in vitro" P’activité antibactérienne de 18 HE a
I’encontre de Streptococcus pyogenes en utilisant la méthode de diffusion sur
disques. Sur les 18 HE testées, 14 ont montré une activité antibactérienne a
I’encontre de Streptococcus pyogeénes et en particulier Cinnamomun verum,
Thymus vulgaris, origanum compactum et Satureja montana (61).

Andrade-Ochoa et al. (2015) ont évalué "in vitro" I’activité antibactérienne de 8
molécules entrant dans la composition des HE a I’encontre de Mycobacterium
tuberculosis . Toutes les molécules testées ont montré une activité antibactérienne
contre Mycobacterium tuberculosis. Le carvacrol, le thymol et ’acide cinnamique
ont ét¢ les molécules les plus actives (62).

Lopez-Romero et al. (2015) ont quant & eux démontré I’activité antibactérienne "in
vitro" de plusieurs composants (carvéol, carvone, citronellol et citronellal) a

I’encontre d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus (63).

VIIL.3. Activité antifongique

Certaines HE sont actives "in vitro" sur les champignons responsables de mycoses
et sur les levures du genre Candida. Parmi ces HE on peut citer ’HE de Melaleuca
alternifolia (tea tree), de Syzygium aromaticum (giroflier) ou encore de
Cinnamomun verum (cannelle de Ceylan) (39).

Selon Shama Hmiri et al. les deux extraits végétaux Eucalyptus camaldulensis et de
Mentha pulegium ont totalement inhibé la croissance d'Alternaria alternata et de
Penicillium expansum. Cette activité antifongique est due essentiellement a la
composition chimique des huiles essentielles (64).

Une étude realisée sur le carvacrol et I’eugénol peuvent étre considérés comme une
base pour la mise au point d’une nouvelle génération d’agents antifongiques
naturels pouvant étre utilisés contre les infections rebelles aux agents antifongiques

classiques (65).
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Les trois huiles essentielles ont ét¢ testées a partir de plantes aromatiques et
médicinales : thym (Thymus saturejoides L.), menthe pouliot (Menthe pulegium L.)
et romarin (Rosmarinus officinalis L.) présentent des activités inhibitrices sur la
germination des spores ou des arthrospores de tous les dermatophytes testés a des

concentrations allant de 0,001 a 4 % (66).

IX. TOXICITE DES HUILES ESSENTIELLES

Les huiles essentielles sont de plus en plus utilisées par les populations. La
demande de produits naturels pour se soigner « autrement » augmente. Bien qu’en
vente libre, y compris en dehors du circuit officinal, les huiles essentielles ne sont
pas des produits anodins et présentent certains risques de toxicité.

Les monoterpénes sont irritants pour la peau et les muqueuses et nécessitent de ce
fait, une dilution a 50% dans une huile végétale avant une utilisation cutanée (67).
Les sesquiterpénes ne présentent généralement aucune toxicité aux doses
thérapeutiques. Contrairement aux monoterpénes, ils sont mieux tolérés au niveau
cutané et ne provoquent pas d’irritation (68).

Les aldéhydes terpéniques sont irritants pour la peau et les muqueuses. De ce fait, il
est important de les diluer dans une huile végétale avant toute utilisation par voie
cutanée.

Les cétones terpéniques sont toxiques pour le systéme nerveux et sont donc contre-
indiquées chez les patients neurologiquement fragiles (épileptiques, jeunes enfants
et personnes agées). Ces molécules posseédent €également une action abortive et les
HE les contenant sont donc contre-indiquées chez la femme enceinte ou allaitante
(69).

Les oxydes terpéniques sont en géneral bien tolérés au niveau cutané et les HE les
contenant pourraient, de ce fait, €tre appliquées pures sur la peau (sur une petite

surface).
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Le 1,8-cinéole est une molécule irritante, notamment au niveau des voies
respiratoires, pouvant entrainer une crise d’asthme chez les personnes asthmatiques
(22,67).

Les esters terpéniques possedent généralement une bonne tolérance aux doses
thérapeutiques (69,70). Cependant, de nombreux accidents ont été recensé€s aux
Etats-Unis avec le salicylate de méthyle. Cet ester est particulierement dangereux
car bien résorbé au niveau cutané. Il peut ¢également intéragir avec les
anticoagulants et potentialiser leur action. Une patiente traitée et stabilisée par de la
warfarine a vu son INR augmenté a 12,2 suite a 1’utilisation topique pendant 8 jours
d’un gel antalgique a base de salicylate de méthyle. Les patients traités par
antivitamines K doivent donc étre informés de ce risque (71).

Les phénols sont dermocaustiques. De ce fait, les huiles essentielles contenant des
phénols nécessitent une dilution avant une utilisation par voie cutanée. A forte
dose, les phénols peuvent s’avérer hépatotoxiques (69,70).

Les lactones terpéniques sont neurotoxiques (a fortes doses) mais sont finalement
présentes uniquement a 1’état de trace au sein des huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation. Les HE contenant les cétones, sont contre-indiquées chez les
personnes neurologiquement fragiles (épileptiques, jeunes enfants et personnes
agées) ainsi que chez la femme enceinte ou allaitante (69,70).

Les aldéhydes aromatiques sont dermocaustiques. Il est donc impératif de les diluer
dans une huile végétale avant une application cutanée (68).

Les furanocoumarines sont photosensibilisantes aussi bien par voie orale que en
utilisation externe. Toute exposition solaire est donc contre indiquée apreés

utilisation d’une HE riche en furanocoumarines (72).
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X. APPLICATIONS
X.1. En cosmétologie
Les cosmétiques sont des produits du bien-étre et non des médicaments. Ils ne
nécessitent pas d’autorisation de mise sur le marché. Cependant, on peut constater
des allégations excessives sur les bienfaits thérapeutiques des produits cosmétiques
par la présence d’huiles essentielles incorporées. L’ Afssaps reste trés vigilante sur

cette pratique (34).

X.2. En pharmacie

Ce sont principalement les propriétés antiseptiques et antifongiques qui sont
reconnues par les autorités sanitaires. Différentes spécialités pharmaceutiques sont
sur le marché. La tendance actuelle serait I’utilisation de cette activité antiseptique,
notamment, pour purifier I’air atmosphérique dans les centres de soins (hopitaux,
clinique) et aussi dans les maisons individuelles par diffusion d’huiles essentielles
dans I’air. Des travaux récents soulignent I’apport des huiles essentielles face aux
infections nosocomiales bactériennes dont les souches sont résistantes aux
antibiotiques utilisés traditionnellement. Souvent, les huiles essentielles sont
rajoutées dans la formulation des spécialités pharmaceutiques, pour masquer le
mauvais goit des médicaments et pour donner un caractére plus agréable a leur

consommation (1,2).

X.3. Dans les industries agro-alimentaires

Certaines drogues sont utilisées en nature (épices et aromates),d’autres sous forme
d’huiles essentielles ou de résinoides disperses, encapsules ou complexes . si la
réfrigération et d’autres moyens de conservation se sont substitues aux €pices pour
assurer la conservation des aliments , le développement de nouvelles pratiques

culinaires (plats préparés, surgelés), le gout pour I’exotisme et les qualités
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gustatives, conduisent a une rapide augmentation de la consommation de ce type de
produits. On note leur intégration dans: les boissons non alcooliques, les
confiseries, les produits laitiers ou carnes, les soupes, les sauces, les snacks, les

boulangeries, ainsi que la nutrition animale (73).

X.4. Dans ’industrie chimique

L’huile essentielle est un mélange trés complexe. Il est possible d’isoler des
molécules d’intérét, soit pour un usage ultérieur en tant que produit naturel présent
sous une forme énantiomorphe, soit pour la réalisation d’hémisynthése avec
I’obtention finale de nouvelles molécules, économiquement plus rentables que la
synthése chimique classique qui présente des rendements faibles au bout de

nombreuses étapes réactionnelles (34).

XI. Travaux antérieurs sur Melaleuca leucadendra

XI.1. Botanique

XI.1.1. Classification botanique

Melaleuca leucadendra est un arbre de la famille des myrtaceae, originaire
d'Australie et d'Indonésie. La variante orthographique Melaleuca leucadendron a
¢té autrefois utilisée. Depuis 1966, clle est bannie (74), car contraire au code
international de la nomenclature botanique.

Jusqu’a la révision taxonomique du complexe Melaleuca leucadendra par Blake
basée sur la morphologie florale et le type d'indumentum (poil), le nom a été utilisé
dans un sens trés large pour décrire I’un quelconque de plusieurs melaleucas a
feuilles larges étroitement apparentés. Cette espece a souvent été confondue avec
des especes proches, aux feuilles larges comme Melaleuca viridiflora, Melaleuca
quinquenervia (niaouli) ou Melaleuca cajuputi (cajeput). Le botaniste australien

Lyn Craven (75), spécialiste des mélaleucas australiens, considere que c'est un peu
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ironique que ces especes proéminentes dans le paysage australien, connues sous le
nom local de « broad-leaved paperbark », mélaleuques a larges feuilles, et si utiles
pour leur bois et surtout les huiles essentielles que fournissent leurs feuilles, aient
donné tant de fil a retordre aux botanistes pour étre classées.
La famille des Myrtacées comprend environ 140 genres et plus de 3000 especes
dont un grand nombre est aromatique.
La classification botanique du Melaleuca Leucadendra est la suivante

- Regne : Plantea

- Sous-régne : Tracheobionta

- Division : Magnoliophyta

- Classe : Magnoliopsida

- Ordre : Myrtales

- Famille : Myrtaceae

- Genre : Melaleuca

XI.1.2. Habitat et distribution géographique

M. leucadendra est originaire d'Australie (Australie-Occidentale, territoire du
Nord, Queensland), des Moluques, de Papouasie-Nouvelle-Guinée et sur les iles de
I’est de I’Indonésie (76).

Il croit partout ou les eaux souterraines sont abondantes, le long des cours d'eau en
Australie du nord, dans les zones marécageuses et dans la forét tropicale humide
(77). 1ls tolerent les sols acides et infertiles. La formation de racines adventives est
observée lorsqu'elles poussent dans des zones inondées. Les arbres présentent
¢galement une bonne tolérance au feu (78). Il est aussi cultivé dans les parcs et le

long des rues.
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XI.1.3. Description botanique

M. leucadendra est un grand arbre, pouvant faire jusqu'a 40 m de haut (79), a
écorce blanchatre, formée de plusieurs couches s'exfoliant en larges bandes. En
raison de ses minces rameaux et feuilles retombantes, il est nommé « weeping tea
tree », mélaleuca pleureur. Les jeunes rameaux sont couverts d'une pubescence
blanchatre (77).

Les feuilles étroitement lancéolées, trés longues, de 7,5 a 27 cm de long (79), soit
de 3,5 a 16 fois plus longues que larges, représentent parmi les plus longues du
genre. Elles sont parcourues par 5 nervures longitudinales.

Les inflorescences sont des €pis cylindriques, groupant les fleurs par trois. Les
fleurs blanches possédent de nombreuses étamines de 7 a 16 mm de long,
rassemblées en 5 faisceaux opposés aux pétales. L'hypanthium est glabre alors que
ceux du cajeput et du niaouli sont pubescents.

Le fruit est une capsule ligneuse, glabre, de plus de 4 mm de diamétre.

Figure 6: Planche botanique de Melaleuca leucadendra (79)
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XI.2. Utilisations thérapeutiques

M. leucadendra a été introduit en Inde et pousse dans les jardins et les parcs
comme arbres d'ornement. Les feuilles de fraiches lors de la distillation donnent
une huile essentielle communément appelée huile de cajuput et trouve une
utilisation en médecine. L'huile est utilisée comme expectorant dans les laryngites
et bronchites chroniques, également carminatives, les surdoses provoquent une
irritation  gastro-intestinale. La plante est ¢également utilisée comme
anthelminthique, en particulier contre les vers ronds (80).

En Indonésie, M. leucadendra est principalement planté pour la production d'huile
essentielle a partir de ses feuilles. Cette huile est utilisée dans les remedes a base de
plantes, y compris les antiseptiques, les antispasmodiques, les antineuralgiques et
les antirhumatismaux, et dans la fabrication de cosmétiques (4).

Cependant, il a été reboisé¢ au Sénégal, plus particuliecrement dans la région de

Fatick pour lutter contre la salinisation des sols (81).

XI.3. Composition chimique des huiles essentielles
La composition chimique des huiles essentielles de M. leucadendra a fait ’objet de
plusieurs études ; portant en majeure partie sur les feuilles. Cette composition
présente une variabilité chimique aussi bien qualitative que quantitative. Ainsi, a
notre connaissance sept chémotypes ont été décrits dans la littérature :

v méthyleugénol
En 1988, Brophy et al. ont rapporté le méthyleugénol (99,0%) comme constituant
principal des feuilles de M. leucadendra récoltées dans plusieurs localités du nord
du Queensland en Australie (82). Cette forte teneur en méthyleugénol (96,6%) a été
¢galement décrite dans les huiles essentielles en provenance du Breésil (83). Tout
récemment, Siddique et al. (2020) ont rapporté ce chemotype (95,4%) dans I’huile
essentielle de Pakistan (10).
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v méthylisoeugénol
Brophy et al. (1988) ont aussi rapport¢ dans leur étude le méthylisoeugénol
(88,0%) comme seul constituant des huiles essentielles de feuilles de M.
leucadendra (82).

v P-cyméne/-pinéne
Un chémotype riche en p-cymene (23,7%) et en -pinene (13,1%) a été signalé dans
I’huile essentielle de feuilles en provenance du Vietanam (84).

v’ 1,8-cinéole
En Indonésie, les huiles essentielles de feuilles de M. leucadendra a différents ages
(5, 10 et 15 ans) étaient dominées par le 1,8-cinéole (44,76—60,19%), 1'a-terpinéol
(5,93-12,45%), le limonéne (4,45-8,85%) et le B-caryophylléne (3,78—7,64%) [54].
En Egypte, le 1,8-cinéole (64,30%) était également le principal constituant de
I’huile essentielle des feuilles de M. leucadendra, suivi de 1'a-terpinéol (11,02%)
[60]. L’huile de M. leucadendra du Brésil était constituée de monoterpénes, dans
lesquels le 1,8-cinéole était largement prédominant (49%), suivi de I’a-terpinéol
(7,6%) et du terpinéne-4-ol (4,3%)(85).

v’ viridiflorol/1,8 cinéole
Les principaux composés volatils identifiés dans I'huile de feuilles de M.
leucadendra de Cuba ont été le viridiflorol (38,2%) et le 1,8-cinéole (21,3%) (86).

v' 1,8-cinéole/B-eudesmol/ o, -eudesmol
Le 1,8-cinéole (19,9%), le B-eudesmol (15,8%), l'a-eudesmol (11,3%), le
viridifloral (8,9%) et le guaiol (9,0%) étaient les principaux constituants des huiles
essentielles de feuilles d'Inde (80).

v’ 1,8-cinéole/épiglobulol/-pinéne
Une scule étude existe sur la composition en huile essentielle de M. leucadendra
du Sénégal, qui rapporte le 1,8-cin¢ole (28,87%), 1'¢épiglobulol (15,8%), le [I-
pinene(12,22%) comme principaux constituants(87).
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XI.4. Propriétés biologiques des huiles essentielles

L’évaluation des activités biologiques de I’huile essentielle de M. leucadendra a
fait I’objet de quelques d’études.

Pujiarti et al. (2011) ont évalué les effets antioxydants, antifongiques et
physiologiques de I’huile essentielle de M. leucadendron riche en 1,8-cinéole
(53,90%). Le test antioxydant in vitro avait montré que cette huile essentielle
possédait une activité antioxydante (ICso: 4,24 mg/ml). Le test antifongique in vitro
avait montré une activité antifongique relativement forte de cette huile contre les
champignons phytopathogénes de F. oxysporum (ICso: 0,44 mg/ml), T. cucumeris
(ICsp: 0,97 mg/ml) et R. oryzae (ICso: 7,71 mg/ml). L'enquéte sur l'effet de 1'odeur
de l'huile de M. leucadendron dans cette étude avait également montré le parfum
fonctionnel de cette huile pour contréler le comportement physiologique humain
9).

Farag et al. (2004) ont montré que I’huile essentielle de M. leucadendron riche en
1,8-cinéole (64,30%) possédaient des activités antimicrobiennes, antivirales,
antifongiques et antioxydantes (88).

En 2020, Saddique et al. ont évalué les activités antibactériennes et antioxydantes
de TI’huile essenticlle de M. leucadendra principalement constituée de
méthyleugénol (95,4%). Des études antibactériennes in vitro ont été effectuées par
méthode de diffusion et de microdilution sur puits d'agar et les huiles essentielles
testées ont présenté¢ des effets bactériostatiques et bactéricides contre les agents
pathogeénes d'origine alimentaire testés a 4-8 pg/ml. Le dosage temporel avait
montré un effet bactéricide significatif de 1’huile pendant quatre semaines. Le
potentiel antioxydant a été évalué par l'activité de piégeage des radicaux libres
L’huile avait montré une forte activité antioxydante avec environ 89,0-89,5%

d'inhibition du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle.
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CHAPITRE 2 : DETERMINATION DE LA COMPOSITION CHIMIQUE
ET DES ACTIVITES ANTIBACTERIENNES ET ANTI-
INFLAMMATOIRES DE L’HUILE ESSENTIELLE DE MELALEUCA
LEUCADENDRA L.

I. MATERIELS ET METHODES

I.1. Cadre d’étude

Cette étude a été réalisée au sein du Laboratoire de Chimie Thérapeutique de la
Facult¢ de Médecine de Pharmacie et d’Odontologie de 1I’Universit¢ Cheikh Anta
Diop de Dakar et Laboratoire des Produits naturels de 1’Universit¢ de Corse

(France).

1.2. Echantillonnage

Dix échantillons de feuilles fraiches de M. leucadendra ont été collectés dans
deux localités de Fatick-Sénégal (14 ° 2024.99 "N, 16 ° 23'1.284'0). Chaque
échantillon de feuilles a été prélevé sur le méme arbre. Les arbres ont environ 25
ans d’age. Le matériel végétal a ét¢ identifié par les techniciens du département de
botanique de I'Institut Fondamental d'Afrique Noire (IFAN) de I'Université Cheikh
Anta Diop de Dakar.

1.3. Extraction de I’huile essentielle

Le matériel végétal a été séché a 'air pendant 14 jours a température ambiante.
Les échantillons ont été hydrodistillés (5 h) a 1'aide d'un appareil de type Clevenger
selon la méthode recommandée dans la Pharmacopée européenne (89). Les
rendements en huiles essentielles (p / p, calculés sur la base du poids sec) sont

donnés dans le tableau 1.
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1.4. Méthodologie d’analyse du laboratoire

I.4.1. Analyse GC et GC/MS

Les analyses chromatographiques ont été¢ effectu¢es a l'aide d'un appareil GC
Perkin-Elmer Autosystem XL (Walthon, MA, USA) équipé d'un systeme de
détection a double ionisation de flamme (FID) et de colonnes capillaires en silice
fondue, a savoir Rtx-1 (polydiméthylsiloxane) et Rtx- cire (polyéthyléneglycol) (60
m % 0,22 mm de diametre intérieur; épaisseur de film 0,25 pm). La température du
four a été programmée de 60 a 230 ° C 4 2 ° C / min puis maintenue isotherme a
230 ° C pendant 35 min: I'hydrogéne a été utilis€é comme gaz vecteur (1 ml / min).
Les températures de l'injecteur et du détecteur ont ét¢ maintenues a 280 ° C et des
¢chantillons ont été injectés (0,2 puL. d'huile pure) en mode fractionné (1:50). Les
indices de rétention (RI) des composés ont été déterminés par rapport aux temps de
rétention d'une série de n-alcanes (C5 — C30) par interpolation linéaire en utilisant
'équation de Van den Dool et Kratz (1963) a 1'aide d'un logiciel de Perkin-Elmer (
Navigateur Total Chrom). Les pourcentages relatifs des constituants pétroliers ont
¢été calculés a partir des zones de pic GC, sans application de facteurs de correction.
Les échantillons ont ¢galement été¢ analysés avec un détecteur de masse Perkin-
Elmer Turbo (quadripdle) couplé a un Perkin-ElmerAutosystem XL, équipé de
colonnes capillaires en silice fondue Rtx-1 et Rtx-Wax. La température du four a
¢té programmeée de 60 a 230 ° C a 2 ° C / min puis maintenue isotherme a 230 ° C
(35 min): I'hydrogéne a été utilis¢é comme gaz vecteur (1 ml / min). Les conditions
chromatographiques suivantes ont été utilisées: volume d'injection, 0,2 puL d'huile
pure; température de l'injecteur, 280 ° C; rapport de split, 1/80; température de la
source d'ions, 150 ° C; énergie d'ionisation, 70 eV; MS (EI) acquise sur la gamme

de masse, 35-350 Da; taux de balayage, 1 s.
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L'identification des composants €tait basée sur: (a) la comparaison de leurs indices
de rétention GC (RI) sur des colonnes non polaires et polaires, déterminés a partir
des temps de rétention d'une série de n-alcanes a interpolation linéaire, avec ceux
de composés authentiques ou donnés de la littérature; (b) sur l'appariement par
ordinateur avec les bibliothéques commerciales de spectres de masse (44,45,90) et
la comparaison des spectres avec ceux de notre bibliothéque personnelle; et (c)
comparaison des données spectrales RI et MS des composés authentiques ou des

données de la littérature.
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Figure 7 : Identification des constituants volatils par CPG et CPG/SM.
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I.5. Matériels pour la détermination des activités biologiques

I.5.1. Activité antibactérienne

a. Souches bactériennes

Les micro-organismes utilisés dans la présente enquéte comprenaient des souches
de référence de I'American Type Culture Collection (ATCC): E. coli ATCC 25922,
S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212.

Toutes les souches ont été cultivées sur Gélose Mueller Hinton pour les bactéries.

b. Mode opératoire

L'activité antibactérienne de I'huile essenticlle de M. leucadendra a été
¢valuée en utilisant la méthode de diffusion sur disque d'Agar (91). Les inocula ont
été préparés en diluant des cultures pendant une nuit dans du bouillon Mueller-
Hinton (MHB; Oxoid) a environ 106 UFC/ml. Des disques de papier filtre (disque
Whatman, 6 mm de diametre) ont été imprégnés de 20 pl d'huile essentielle et
placés sur les boites de Pétri inoculées contenant de la gélose Mueller — Hinton 2.
De plus, des disques de référence sans huile ni chloramphénicol (30 pg / disque)
ont été utilisés pour la comparaison. Aprés incubation a 37 + 1 © C pendant 18 a 24
h pour les bactéries, les diameétres des zones d'inhibition ont ét€ mesurés (mm) et
enregistrés en tant que moyenne + écart-type. Chaque test a été effectué en triple
exemplaire séparé. Selon la largeur du diamétre de la zone d'inhibition exprimée en
mm, les résultats ont été¢ appréciés comme suit: non sensible (-) pour un diamétre
¢gal ou inférieur a 8,0 mm, modérément sensible (+) pour un diametre compris
entre 8,0 et 14,0 mm, sensible (++) pour un diamétre compris entre 14,0 et 20,0

mm et extrémement sensible (+++) pour un diametre égal ou supérieur a 20,0 mm.
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I.5.2. Activité anti-inflammatoire

¢. Animaux de laboratoire

Des rats Wistar (120-180 g) des deux sexes ont été €levés dans le laboratoire de
pharmacologie et de pharmacodynamie de la Facult¢ de médecine et de pharmacie
de 1'Université¢ Cheikh Anta Diop de Dakar. Les animaux ont été répartis au hasard
dans des groupes et maintenus dans des boites en plastique a température ambiante
controlée (25-28 °C) avec libre accés a la nourriture et a l'eau, selon un cycle
lumiere / obscurit¢ de 12 h 12. Toutes les procédures expérimentales ont été
réalisées pendant la journée (de 08h00 a 17h00) et étaient conformes aux directives
de soins aux animaux ¢tablies par le comité d'é¢thique de la recherche de
I'Universit¢ Cheikh Anta Diop de Dakar pour ['utilisation des animaux en
Recherche menée conformément aux principes internationalement acceptés pour
l'utilisation et les soins des animaux de laboratoire. Les animaux soumis a
I'administration orale de 'EOML ou des médicaments ont été mis a jeun pendant 12

h avant les expériences et acclimatés pendant au moins 2 h avant les expériences.

d. Mode opératoire
L'eedéme de patte de rat induit par le carraghénane est largement utilis¢é comme
modele de travail de l'inflammation dans la recherche de nouveaux anti-
inflammatoires. L'activité anti-inflammatoire de I'huile essenticlle de M.
leucadendra a été évaluée par la méthode de I'eedéme de la patte de rat induite par
le carraghénane (92).

Les rats ont été divisés en 5 groupes de 5 animaux chacun. L'huile essentielle
de M. leucadendra (EOML) a été dissoute dans une solution de NaCl a 0,9% et
administrée per os a différents niveaux de dose. Les rats du groupe I ont recu une
solution saline normale (10 ml / kg, pc) et ont été traités comme témoins négatifs.

Des rats du groupe II ont regu de l'acide acétylsalicylique (100 mg / kg, pc) et ont
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¢té considérés comme standard. Des rats du groupe III au groupe V ont recu des
doses croissantes de solution d'huile essentielle de M. leucadendra (25, 50, 100 mg
/ kg, pc). Un cedéme aigu de la patte a été induit par l'injection de 0,1 ml d'une
solution de carraghénane a 1% (p / v), préparée dans une solution saline normale.
Apres 1 h, 0,1 ml, une suspension de carraghénane a 1% dans une solution de NaCl
a 0,9% a été injectée dans le tissu sous-plantaire de la patte arriere gauche. La
circonférence linéaire de la patte sera mesurée a intervalle horaire pendant 5 h.
L'eedéme accru a été mesuré a 1'aide d'un pied a coulisse numérique 60, 180 et 300
min (T1h, T3h et T5h) apres I'injection de carraghénane.

L'importance de I'edéme a été évaluée en déterminant I'augmentation
moyenne en pourcentage (% AUG) du diamétre de la patte linéaire selon la formule

suivante:
Dt — Do
Do x 100

Dt, diamétre de patte au moment t; Do, Diameétre initial de la patte.

%AUG =

e. Analyse statistique

Les moyennes des contorsions dans les groupes traités ont été comparées au
controle avec le test t de Student. Une valeur de p <0,05 avait été considérée
comme significative et n = 5 représente le nombre de rats dans chaque groupe. Les
moyennes des volumes de pattes postérieures de rat ont été comparées par une
analyse de variance (ANOVA), afin de prouver I'homogénéité entre les groupes.
Les moyennes des pourcentages de variation de 'eedéme de la patte arriere du rat a
1 h et 5 h ont également été comparées au groupe témoin avec test t. Une valeur de
p <0,05 avait été considérée comme significative et n = 5 représente le nombre

de rats dans chaque groupe. L'analyse statistique a ¢té effectuée a l'aide d'un

logiciel GraphPad Prism.
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I1I. RESULTATS ET DISCUSSION
I1.1. Composition chimique des huiles essentielles

Ces résultats sur la composition des huiles essentielles de feuilles de M.
leucadendra différent fondamentalement de ceux déja signalés sur 1'échantillon
sénégalais (85) pour lesquels la présence de méthyleugénol a été détectée a 1'état de
traces. Un probléme de synonymie botanique entre M. quinquinervia et M.
leucadendra est a l'origine de cette contradiction. En effet, jusqu'a la révision
taxonomique du complexe Melaleuca leucadendra par Blake (qui l'appelait M
leucadendron), ce dernier nom a été utilisé dans un sens tres large pour décrire I'un
des nombreux Melaleuca a feuilles larges étroitement apparentés. Un article
complet sur la nomenclature botanique initialement confuse, y compris la
synonymie, peut étre trouvé dans l'article de Blake (93). Par conséquent, la plupart
des articles précédemment publiés sur les huiles essentielles de M. leucadendra ont
en fait trait¢ des huiles d'une des espéces incluses dans le complexe. Ainsi, le
présent travail est le premier a se concentrer sur M. leucadendra du Sénégal et leur
composition d'huile avec du méthyleugénol comme constituant ultra-majeur est
similaire a ceux d'échantillons d'huile brésiliens et australiens précédemment
publiés (82,83). Le méthyleugénol est trés connu pour sa propriété d'attractivité
paraphéromonale vis-a-vis des mouches males du genre Bractocera, nuisibles aux

fruits (12—-14).
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Tableau I : Composition chimique des huiles essentielles de feuilles de M. leucadendra

N | Compounds IRIa” | RIa* RIpd Bare tannes Herbaceous tannes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 | Methyleugenol 1369 | 1367 | 2009 | 99,5|99,2 | 99,5| 99,4 | 99,3 99,1 (99,3 | 98,4 | 99,5 | 99,0
2 | Trans-methyliso-eugenol | 1463 | 1461|2175 | 0,1 |0,1 |[0,1 |[0O,1 |[O,1 0,1 (0,1 [0,1 |0,1 [0,1
3 | Germacrene D 1491 | 1490 | 1695 [ 0,3 (0,4 |03 |0,3 |0,2 0,5 {03 {08 [0,3 |0,5
4 | Bicyclogermacrene 1494 | 1493|1712 0,1 0,2 |0,1 [0,2 |0O,1 02 10,2 (04 |[0,1 (0,3
Phenylpropanoids 99,6 [ 99,3 199,6 | 99,5 | 99,4 99,2 199,41 98,5(99,6 | 99,1
Hydrocarbon sesquiterpenes 04 10,6 [0,4 |05 (0,3 0,7 10,5 |1,2 (04 |0,8
Total identifié (%) 100 {99,9 (100 | 100 | 99,7 99,9 (99,9 199,7 | 100 | 99,9
Rendements 2,49 11,78 12,37 | 2,75 | 2,12 1,94 | 1,64 1,92 |2,35| 1,83

* L'ordre d'élution est donné sur la colonne apolaire (Rtx-1).

® Indices de rétention de la littérature sur la colonne apolaire (IRIa).

¢ Indices de rétention sur la colonne apolaire Rtx-1 (RIa).

¢ Indices de rétention sur la colonne polaire Rtx-Wax (RIp).
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I1.2. Activité antibactérienne

Le criblage antibactérien de I'huile essentielle de M. leucadendron a été réalisé
par la méthode de diffusion discale contre quatre bactéries: E. coli ATCC 25922, S.
aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853 et E. faecalis ATCC 29212. Les
résultats ont montré que les zones d'inhibition moyennes (ZI) de 1'huile essentielle
¢taient inférieurs a ceux du témoin positif, le chloramphénicol (30 pg / disque)
(tableau II). L'huile essentielle de M. leucadendra a montré une activité modérée
contre S. aureus, E. coli (IZ = 13,1 £ 0,3 et 1Z = 12,5 £ 0,9, respectivement).
Cependant, 1'huile n'a présenté aucune activité contre les souches d'E. Faecalis et
de P. aeruginosa.

Auparavant, le potentiel antimicrobien de diverses Melaleuca spp a été établi
contre une variété de souches bactériennes résistantes aux médicaments, vérifiant
leur utilisation dans des agents antimicrobiens topiques. Les huiles essentielles du
genre Melaleuca a forte activité antimicrobienne se caractérisent par une forte
proportion de monoterpénoides (notamment 1,8-cinéole et terpinéne-4-ol),
sesquiterpénoides (principalement  (E)-nerolidol et  viridiflorol) et
phénylpropanoides (eugénol)(10,82,83,94-97). De plus, des rapports antérieurs sur
les huiles essentielles riches en phénylpropanoides (eugénol et méthyleugénol) ont
révélé que le méthyleugénol avait moins d'activité que l'eugénol (98). La teneur
¢levée en méthyleugénol et le réle synergique mineur des autres composés dans
I'huile sénégalaise de M. leucadendra ont contribu¢ a sa trés faible activité
antibactérienne par rapport aux huiles essentielles de diverses especes de

Melaleuca.
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Tableau II : Activité antimicrobienne de 1'huile essentielle de M. leucadendra

Microorganismes Zone d’inhibition (mm)
Huile Essentielle (20 pL/disc) Chloramphénicol (30 pg/disc)
E. coli ATCC 25922 12,5+0,9 30.2+1.2
S. aureus ATCC 29213 13,1+0,3 29.6+0.9
E. faecalis ATCC 29212 NS 28.5£1.6
P. aeruginosa ATCC 27853 NS 14.3+0.9

a La concentration d'huile essentielle était de 20 ul / disque.
b La concentration de chloramphénicol était de 30 pg / disque.

¢ Concentration inhibitrice minimale.
NS: Non Sensible
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I1.3. Activité anti-inflammatoire

Les résultats de l'activité anti-inflammatoire in vivo de l'huile essentielle de M.
leucadendra sur l'cedéme induit par le carraghénane sur la patte de rat sont présentés
a la figure 7. L'injection intraplantaire de carraghénane chez le rat a augmenté le
diametre de la patte au fil du temps. Cependant, un traitement avec de 1'huile de M.
leucadendra a réduit 1'cedéeme de la patte d'une maniere non dépendante a 1,3 et S h
apres une injection de carraghénane.

Au cours de la premiere heure, l'administration d'huile essentielle de M.
leucadendra (25, 50, 100 mg / kg, pc) et d'acide acétylsalicylique (AAS) en tant que
médicament standard n'a montré aucune réduction significative de I'eedéme par
rapport au groupe témoin du véhicule. Cependant, toutes les doses d'huile
essentielles ont significativement inhibé l'cedéme aux 3éme et 5¢me heures (p
<0,001 et 0,0001, respectivement). Bien qu'il n'y ait pas de différence claire
d'intensité d'activité entre les trois doses d'huile essentielle dans la plupart des
expériences, I'AAS (100 mg / kg, pc) a significativement (P <0,0001) réduit
'cedéme de la patte aux 3° et 5° heures par rapport a ’huile de M. leucadendra.

Ce travail est une étude expérimentale témoin randomisée. Le carraghénane utilisé
ici agit comme un agent phlogistique. Le développement d'un cedéme de la patte
apres l'injection de carraghénane a été caractéris€ comme un événement biphasique
dans lequel divers médiateurs sont impliqués pour générer une réponse
inflammatoire (99). La phase aigué de 1'eedeme (0-2,5 h) contribue a la libération
d'histamine, de 5- hydroxytryptamine et de bradykinine, qui ne sont pas inhibées
par les anti-inflammatoires non stéroidiens (100). Cependant, une phase
d'inflammation retardée est corrélée a une surproduction de prostaglandines dans
les tissus, médi¢e par la COX-2 (101). L'effet anti-inflammatoire de 1'huile de M.
leucadendra sur l'eedéme de patte de rat induit par la carraghénine est

particulierement significatif dans la deuxieme phase de 1'inflammation, suggérant
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une éventuelle prévention de la production d'eicosanoides de ces prostaglandines,
probablement par inhibition de la COX-2.

Le méthyleugénol est un composé naturel intéressant avec des effets
antiallergiques, antianaphylactiques, antinociceptifs et anti-inflammatoires. Il s'agit
¢galement d'une diminution de la phosphorylation de la phospholipase A2
cytosolique (cPLA2) et de la 5-lipoxygénase (5-LO) et de l'expression de la
cyclooxygénase-2 (COX-2) (36). L'huile essentielle de citronnelle riche en
méthyleugénol (méthyleugénol 73,17%) possede IC50 38,00 pg / mL,
méthyleugenol 36,44 ng / mL et sodium diclofenac 22,76 pg / mL, dans un test

anti-inflammatoire in vitro (test de dénaturation de I'ccuf albumine)(102).

Figure 8 : Effet de I'huile essentielle de M. leucadendra sur I'épaisseur de
I';edéme de la patte de rat dans le modéle carraghénine. ** p <0,01, *** p
<0,001, **** p <0,0001 par rapport au groupe témoin. EOML: huile essentielle
de M. leucadendra; ASA: acide acétylsalicylique
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Les huiles essentielles sont des mélanges complexes constitués de plusieurs
dizaines, voire de plus d’une centaine de composés, principalement des terpénes et
de composés aromatiques qui peuvent étre rencontrés dans une large variété de
plantes. Ces produits naturels présentent un grand intérét comme maticres
premieres destinées a différents secteurs d’activité tels que [D’industrie
pharmaceutique, 1’agroalimentaire, les cosmétiques et la parfumerie.

Dans ce contexte, la valorisation des ressources végétales du Sénégal, en
particulier des especes aromatiques et médicinales, pourraient étre un levier du
développement économique du pays. Le Sénégal posséde une flore spécifique qui
constitue une richesse a condition qu’elle soit mise en valeur et insérée dans le
contexte local. La valorisation des plantes a parfum, aromatiques et médicinales
(PPAM) est un secteur économique a fort potentiel de développement dans les
zones rurales et agricoles du Sénégal, notamment, par la densité des végétaux
potentiellement exploitables.

La diversification de la production d’huiles essentielles ne peut Etre
envisagée que si la caractérisation de ces substances naturelles est réalisée et celle-
ci passe par la connaissance de la composition chimique, qui constitue un facteur
déterminant en vue de leur commercialisation. Ainsi, 1’accés a des données
complétes et fiables constitue un des objectifs prioritaires car les substances
végétales se présentent, pratiquement toujours, sous forme de mélanges complexes
de molécules volatiles ou non.

Le but de nos travaux est d’étudier la composition chimique et les activités
antibactériennes et anti-inflammatoires de 1’huile essentielle de Melaleuca
leucadendra. Les feuilles sont utilisées depuis des siécles pour la préparation de
toniques. Elle entre également dans la composition du "Baume du tigre rouge",
onguent de la Pharmacopée chinoise qui soulage les contractures musculaires. Elle

est utilisée aussi dans le traitement traditionnel de divers troubles tels que
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infections respiratoires, bronchites, sinusites, varices, hémorroides, varicelle,
herpés. Au Sénégal, M. leucadendra a été largement planté pour prévenir le
phénomene de salinisation des sols notamment a Fatick au cours des années 1970
dans le cadre des recherches d’afforestation des sols salés.

Les feuilles récoltées dans la région de Fatick ont permis d’effectuer I’étude
de la composition chimique et des activités biologiques de 1’huile essentielle. La
détermination de la composition chimique, le rendement, a nécessité 1’utilisation de
différentes méthodes d’analyses. L’extraction par hydrodistillation a I’aide d’un
appareil de type Clevenger a permis d’obtenir un rendement compris entre 1,64-
2,75% .

La caractérisation par CPG/SM nous a permis d’identifier principalement 4
composés représentant plus de 99% des compositions chimiques totales de I’huile
essentielle de M. leucadendra. Methyleugenol (98,4 - 99,5%) était le constituant
majoritaire présent dans les échantillons. Outre ce composé, le Trans-methyliso-
eugenol (0,1%), Germacrene D (0,2-0,8%) et le Bicyclogermacrene (0,1-0,4%) ont
¢galement été trouvés.

La détermination de Dactivité antibactérienne de 1'huile essentielle de M.
leucadendron a été réalisé par la méthode de diffusion discale contre quatre
bactéries: E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC
27853 et E. faecalis ATCC 29212. Les résultats ont montré que les zones
d'inhibition moyennes (ZI) de l'huile essentielle étaient inférieurs a celui du
chloramphénicol utilis¢ comme témoin actif.

L'activité anti-inflammatoire in vivo de 1'huile essentielle de M. leucadendra
a été évaluée en induisant un cedéme par le carraghénane sur la patte de rat. Un
traitement avec de l'huile de M. leucadendra a réduit l'eedéme de la patte d'une

maniere non dépendante a 1, 3 et 5 h apres une injection de carraghénane, comparé
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a I'Acide Acétyle Salicylique qui a significativement réduit 1'cedéme de la patte aux
3° et 5° heures.

Cette étude a rapporté pour la premiere fois la composition chimique, les
activités antibactériennes et anti-inflammatoires des huiles essentielles de M.
leucadendra du Sénégal. Le méthyleugénol constituant principal de cette huile a
montré une activité modérée contre S. aureus et E. coli et de notables propriétés
anti-inflammatoires. Au Sénégal, ce composé pourrait étre utilis€é par les
producteurs de manguiers comme arme pour la lutte biologique contre les
infestations de mouches des arbres cultivés entrainant des pertes importantes de
récolte. En effet, les pieges a mouches commerciaux imprégnés de méthyleugénol
synthétique sont trop chers pour les producteurs de mangues sénégalais et 1'huile

essentielle locale de M. leucadendra devrait leur étre plus accessible.
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COMPOSITION CHIMIQUE ET ACTIVITES BIOLOGIQUES DE
L°’HUILE ESSENTIELLE DE MELALEUCA LEUCADENDRA L.

(MYRTACEAE) DE LA ZONE SALINE DE FATICK (SENEGAL)

RESUME

Melaleuca leucadendra L. (Myrtaceae) est un grand arbre originaire de
Malaisie, des iles du Pacifique et d'Australie. Il pousse dans les plaines le long
des rivieres, des cotes ou des marécages saisonniers, dans les sols limoneux et
sableux. Il est tolérant aux sols acides, salés, stériles et marécageux. Au Sénégal,
M. leucadendra a ¢été largement planté pour prévenir le phénomene de
salinisation des sols.

Cette étude visait a déterminer la composition chimique, les activités
antibactériennes et anti-inflammatoires des huiles essentielles de feuilles de
Melaleuca leucadendra.

Dix échantillons de feuilles de M. leucadendra ont été collectés dans la zone
salée de Fatick (Sénégal). Les huiles correspondantes ont été obtenues par
hydrodistillation et analysées par GC / FID et GC / MS.

Les rendements en huile des feuilles séchées étaient compris entre 1,64 et
2,75%. Le composé presque exclusif de tous les échantillons d'huiles de M.

leucadendra était le méthyleugénol (98,4 a 99,5%). L'huile essentielle a présenté

une activité modérée contre S. aureus et E. coli et aucune activité contre E.
faecalis ainsi que contre les souches de P. aeruginosa. Les propriétés anti-
inflammatoires de I'huile essentielle (25, 100 et 150 mg / kg, pc) ont montré une
inhibition significative de l'cedéme de la patte de rat induit par la carraghénine a
la 3¢me et Seme h (p <0,001 et 0,0001, respectivement) par rapport au controle
et au standard médicament (acide acétylsalicylique).

L'é¢tude expérimentale a révélé que l'huile essenticlle de M. leucadendra,
source naturelle de méthyleugénol, présente une remarquable activité anti-
inflammatoire.







