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Introduction générale :

Les plantes aromatiques occupent une place imgertlams notre vie, ainsi elles
trouvent des utilisations dans plusieurs domaieesagroalimentaire, parfumerie,
cosmeétique, médecine....ceci est di en grande pafgers teneurs en substances

biologiqguement actives.

Ces dernieres sont issues du métabolisme secondegevégétaux, et sont

représentés principalement par les huiles esskestiel les composés phénoliques.

L’Algérie recele un patrimoine végétal tres richmis par manque d’informations
sur les richesses qu’il peut probablement engendedui-ci est malheureusement
trés peu exploité.

L'oxydation des lipides est I'un des problemes mejeen agroalimentaire, a
cause de la formation des produits d’oxydation, spmt responsables des odeurs
indésirables et de la diminution des qualités ootgptique, nutritionnelle, et

microbiologique des aliments.

Pour prévenir le processus de dégradation des§pidlindustrie agroalimentaire
utilise des antioxydants chimiques a des doses défimies; ces additifs sont de
faible colt et d’'une grande stabilité. Néanmoires,tels antioxydants de synthese
peuvent présenter une certaine toxicité pour I'nemin effet, le BHT, le BHA, et
le TBHQ sont suspectés d’avoir des effets négatifsla santgParadiso etal.,
2006).

De nombreuses études s'orientent vers la rechedthetioxydants naturels

parfaits, a la fois sirs et efficaces.

Les insectes de la famille des Bruchideae occasitinties dégats trés importants

en termes de poids et de qualité sur les cultueegédumineuses a graines, et

constituent sans aucun doute une des contraintesires a leur développement.
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Callosobruchus maculatu®ruche du niébé) est considéré comme 'un des plu
nuisibles des stocks de graines de léegumineuge=ueporter ainsi une atteinte grave

a la sécurité alimentaire.

Le développement de cette espece est a l'origiseddenmages et des pertes
occasionnés sur le pois chich@ider arietinum)qui constitue I'une des principales

légumineuses consommeées en Algérie.

L'utilisation d’insecticides de synthése pendanispurs années a entrainé de
nombreux problémes, entre autres le développengerésistance chez les insectes et

la présence de résidus de pesticides dans lesedestarkées.

Cette situation a suscité depuis quelques annéasntation de la recherche vers
les produits naturels issus des plantes comme liemative pour lutter contre les
ravageurs des denrées stockeées.

Des études récentes signalent que des extraitelzaties plantes appartenant a la
famille des Lamiacées, entre autres la lavandes ebiarin sont dotés de fortes
activités biologiques qui peuvent constituer deésradtifs potentiels pour les agents
chimiques couramment utilisés pour la prévention’aléération des aliments par

oxydation, ou dans le contrble des populationssé'@tes dans les denrées stockées.

Parmi les plantes aromatiques et médicinales spéesa notre travail s’est porté
sur le romarin Rosmarinus eriocalyxdord et Fourr) et la lavandd.avandula
stoechad..) faisant I'objet de plusieurs recherches dansbnde, et ceci a travers
une étude détailléee de la composition chimique, I'detivité antioxydante et

insecticide des huiles essentielles et extraitanéiiques de ces derniéres:

- Une premiere partie sera consacrée a I'extractida caractérisation des huiles
essentielles et des composés phénoliqueRamarinus eriocalyet Lavandula
stoechas.

- La deuxiéme partie visera I'évaluation de I'aitévantioxydanten Vitro des

huiles essentielles et des extraits éthanoliques.
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- La troisieme étape de notre travail consisterauee étude de I'activité
insecticide des huiles essentielles, co@aiosobruchus maculatuet ceci en testant
leurs effets sur la mortalité des adultes selorxdeades de pénétration (contact et
inhalation), sur la fécondité des femelles et audettilité des ceufs de ce ravageur.
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Introduction :

De tout temps, le régne végétal a offert a 'Hondes ressources essentielles a
son alimentation, a son hygiéne et sa santé. Déesiitemps les plus anciens, les
hommes ont utilisé des plantes aromatiques tanty#Enérer leurs dieux que pour se

soigner.

Les huiles essentielles constituent la fractiolatle des métabolites secondaires
produits par les végétaux. Depuis I'antiquité, sebstances ont été valorisées pour

leurs propriétés culinaires et odoran(earry, 1969).

1. Historique :

La nomination ‘huile essentielle’ dérive du terntaiile quintessentielle’ Ceci
provient de l'idée aristotélicienne que la matieeecompose de quatre éléments, a
savoir : I'air, la terre, le feu, et I'eau. Le aingme élément, ou lguintessencea été

alors considéré comme I'esprit ou la force de &(Baser et Gerhard, 2010).
5000 ans avant notre eére, un alambic en terre auwdté découvert au Pakistan.

De petites amphores ayant semble-t-il contenuessksmnces et parfums ont été
retrouvées dans les sarcophages des rois. L'esdertéeébenthine était déja utilisée
et tout porte a penser que certains parfums étdigatobtenus sous forme d’huiles

distillées.

Les huiles essentielles semblent donc avoir accgngdéa civilisation humaine

depuis ses premiéres geneses.

Dans les civilisations chinoise et indienne, onut® la trace d'utilisations
médicinales trés anciennes. Le premier livre deiar@atmédicale, Traité des

plantes médicinales de I'empereur Shen Nung'fut rédigé vers 2900 avant J.C.

Les grands médecins grecs, dont le plus mEl&st Hippocrate (5éme siecle
av. J.C.), utilisaient couramment les narcotiques, laxatifs ou des émétiques
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(vomitifs). Théophraste (370-285 av. J.-C.) clats® plantes dans son ouvrage
"Historia plantarum (Fouché etal., 2000).

C’est Geber (721-815), qui mentionna le premiefagen écrite, la description de
la distillation «séche» et celle par intermédiaite I'eau, mais I'alambic reste

incontestablement associé a Avicenne (930-1037).

Giovanni Baptista della Porta (1540-1615), dans seétebre ouvrag€De
destillatione” parut en 1567, mentionne les connaissances avsadeéeArabes dans

le domaine de la distillation.

Ensuite, les huiles essentielles vont bénéficies deancées scientifiques, au

niveau des techniques d’obtention et de I'analyskedr composition chimique.

En 1866, le terme " terpéne " fut utilisé pour tamiéere fois par Kekule désignant

la classe des composés les plus répandus des ésslestielles.

En 1953, le chimiste Léopard Ruzika proposa uneemmfature pour les dérivés

isopréniques.

Depuis, I'ére industrielle a pris peu a peu le pas un certain empirisme et

développa ainsi de nouvelles techniques de distiia

2. Définition :

De trées nombreux auteurs ont tenté de donner urimitid des huiles
essentielles. AFNOR donne la définition suiva(®rme NF T 75-006) : « I'huile
essentielle est le produit obtenu a partir d’'undiera premiere d’origine végétale,
soit par entrainement a la vapeur, soit par desédés mécaniques a partir de
I'épicarpe des Citrus, soit par distillation «seéshL’huile essentielle est ensuite

séparee de la phase aqueuse par des procédéguesyeAFNOR, 2000).

Cette définition détermine les huiles essentiedlesens strict. Mais, de ce fait,
elle écarte les produits obtenus, toujours a pdeiimatiere premiere végétale, mais
en employant d’'autres procédés d’extraction, contiotdisation de solvants non

aqueux ou I'enfleurag@Besombes, 2008).
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Ces composés volatils ont la propriété de se didabidans les huiles et les
graisses et par la méme ont recu empiriquementre dihuile essentielle, le terme
huile souligne le caractére visqueux et hydrophdbeces substances, le terme
essentiel se comprenant comme la caractéristiqneipale de la plante a travers ses

exhalaisongBruneton, 1993).

3. Localisation et lieu de synthese :

Les huiles essentielles se localisent dans ddeteparties vivantes de la plante
et se forment dans le cytoplasme de certainesleglégétales spécialisg@arhat,
2010).

Elles peuvent étre stockées et emmagasinées dimerses structures de la
plante telles que les poils sécréteurs ou lesanms, les cellules épidermiques, les

cellules sécrétrices internes, les poches séa@sétetles canaux sécréteurs.

Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuwerister simultanément chez une

méme espéce, voire dans un méme organe.

Les trichomes glandulaires sont les sites primaitesla biosynthese d’huile
essentielle, et les plantes qui manquent de telfastures spécialisées synthétisent et
amassent seulement des traces de monoterpenesn&gruence, la dynamique du
développement de ces structures ainsi que le posagcréteur et le mécanisme ont
une incidence indirecte avec la production d’hu#fe le potentiel du systéme
producteu(Sharma etal., 2003).

4. Voies de biosynthese :

Tous les terpénes dérivent de I'union de composgéstde squelette ramifié de

l'isopentane.

Les éléments structuraux de base des terpenes garibis appelés
Unités isopréniquescar les terpénes peuvent se décomposer a haupéragnres

pour donner l'isopréne.
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Les composés terpéniques sont classés en fonctdansombre d'unités 5
carbones qu'ils contiennent. Les terpénes a digaree ; qui contiennent deux unités
isopréniques sont appeléaonoterpenes a 15 carbonessesquiterpenesceux qui
en contiennent 20 carbonediterpenes 30 carbones triterpenes, 40 carbones:

tetraterpenes (Gs),avec n>8 polyterpénoides

SelonLichtenthaler (1999), les composés terpéniques sont synthétisés a partir

des métabolites primaires suivant au moins deussvdifférentes :

Dans la voie la plus élucidée connue sous le nomladeoie de l'acide
mévalonique; 3 molécules d’Acetyl Co-A sont jointe$aide des enzymescetyl-
CoA acyltransferase et hydroxymethylglutaryl-CoA synthase pour former un
compose intermédiaire a 6 carbonesydiroxymethylglutaryl (HMG) qui aprés une

étape de réduction donreacide mévalonique(MVA).

L’acide mévalonique est considéré comme un interan@dclé de cette voie de
biosynthése. Il subit ensuite des réactions deghosphorylation, décarboxylation et
de déshydratation pour aboutir B¢pentenyl diphosphate (IPP).
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Figure 1: Schéma de laoie de I'acide mévaloniqu@ aiz et Zeiger, 2002).

Récemment, il a été démontré que I'lPP pouvaitiaiss synthétisé a partir des
composes intermédiaires de la glycolyse ou de tagsignthese via une autre série
de réactions appelée la voie ohéthylerythritol phosphate (MEP), cette voie est
opérationnelle dans les chloropladiieishtenthaler, 1999).

Dans cette voie, une molécule dmruvate et une deglyceraldéhyde-3-
phosphate se combinent pour formde methylerythritol phosphate (MEP), ce
dernier subit a son tour une série de réactionsngigant la formation du
diméthyallyl diphosphate (DMAPP); un composé a 5 carbones qui peut

éventuellement étre converti ersbpentenyl diphosphate (IPP).
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La figure 2illustre les étapes de la voie du DMAPP.

o M
\'f ? o
sy CH3—CI—CJ/
CHEDP OH
glyceraldéhyde-3- Acide pyruvique
phosphate
H3c\ J‘/DH
C CHy;—O
P My -®
CH, CH
S e
methylerythritol

phosphate (MEP)

)\/CHz —o—@&-®

dimethyallyl diphosphate
(DMAPP)

Ao

isopentenyl diphosphate (IPP)

Figure 2: Schéma de laoie du DMAPP(Taiz et Zeiger, 2002).
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L’isopentenyl diphosphate et son isomere, le diylatlyl diphosphate se

joignent pour donner des molécules plus grandes.

Leur combinaison permet la synthése géranyl diphosphate (GPP) un

composé a 10 carbones considéré comme le préculsetous les monoterpénes

rencontrés dans la composition des huiles esdestiel

Le GPP peut réagir avec une autre molécule de ¢ePgui mene farnesyl

diphosphate (15 atomes de carbone); précurseuradmajorité des composeés

sesquiterpéniques.

Ces réactions sont expliquées dans la figure 3.

A/CHE—D < >

)WCHz —o0—@®-@

isopentenyl diphosphate (IPP)

dimethyallyl diphosphate
(DMAPP)

v

CHy—0 - .
M 2 Monoterpénes (C 10)

Geranyl diphosphate (GPP)

CH3—0 Sesquiterpenes (C 15
A/\M/ Z —’ g P ( )

Farnesyl diphosphate (FPP)

Figure 3: Biosynthése des composes terpénidiliesz et Zeiger, 2002).
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5. ROles physiologiques :

Les composés terpéniques possedent un caractégaeast répulsif vis-a-vis a de
nombreux insectes ravageurs de plantes, ainseidbkent jouer un réle de défense

important dans le regne végét@ershenzon et Croteau, 1992).

Par exemple, les esters de monoterpéne pyrethquidse produisent dans les
feuilles et les fleurs des espécedaiwysanthemurmontrent une activité insecticide

trés saisissante.

Les huiles essentielles offrent aussi un caraatereoxicité pour la plante vis-a-
vis des herbivores potentiels avant méme que cesede fassent une morsure
d’essai(Taiz et Zeiger, 2002).

Ces substances attirent les ennemis naturels gagewars, ce qui empéche la
manifestation d’autres dégdturlings et al., 1995; Kessler et Baldwin, 2001).

Les pyrethroids naturels sont des substances démémat utilisées comme
insecticides parce quils sont caractérises par daible persistance dans
I'environnement et une toxicité négligeable vissa-des mammiféregTaiz et
Zeiger, 2002).

6. Techniques d’extraction des huiles essentielles
6.1. Expression a froid :

L’expression a froid est une extraction sans diagefréservée aux agrumes. Le
principe de ce procédé mécanique est fondé swplane des péricarpes riches en
huiles essentielles. L’huile essentielle ainsingméest entrainée par un courant d’eau.
Une émulsion constituée d’'eau et d’essence se fdriassence est alors isolée par
décantationKimball, 1999; Ferhat, 2007).

Cette technigue permet I'expression a froid deilhassentielle des agrumes sans
emploi d’eau, ce qui évite ainsi des altérationdedeles hydrolyses ou les

solubilisations de certaines classes de composéwsiquegMartini, 1999).

11
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6.2. Hydrodistillation:

C’est la méthode la plus ancienne et polyvalenter gmbtention des huiles
essentielle. Dans ce procédé, le matériel végstadubmergé d’eau qui est chauffée

pour produire de la vapeur riche en substancesaiques.

Cette méthode donne de trés bons résultats avepaleges ou des matériels

végetaux durs comme les graines et les racines.

La production de la vapeur en utilisant un chawdfdgect du végétal entrainerait
des réactions d’hydrolyse ce qui va causer la pidgteertains esters aromatiques
(Lee et Lee, 2003).

6.3. Entrainement a la vapeur.

Dans cette technique une source externe de vapeaw dst utilisée. La vapeur
d’eau passe a travers du matériel végétal au nigedwnité d’extraction et sort par

le condenseur.

Durant le passage de la vapeur a travers le miatésecellules éclatent et libérent
I'huile essentielle qui est vaporisée sous l'actaa la chaleur pour former un

mélange « eau + huile essentiell@Meyer-Warnod, 1984).

Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseliessencier avant d’étre
séparé en deux phases bien distinctes: l'huile nsfie et I'eau aromatique
(hydrolat).

L’absence de contact direct entre I'eau et la mat&gétale, puis entre I'eau et
les molécules aromatiques évite certains phénonahgdrolyse ou de dégradation
pouvant nuire a la qualité de I'huileucchesi, 2005).

6.4. Hydrodistillation assistée par ultrason :

Il s’agit dans ce cas précis d'un traitement «podl « post » opératoire. En effet,
les micro-cavitations générées par les ultrasodsprganisent la structure des parois

végeétales, notamment les zones cristallines csilyles.

12
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Les ultrasons favorisent la diffusion et peuvendifier I'ordre de distillation des
constituants des huiles essentielles. Dans certziss les rendements en huile

essentielle sont augmentés et les cinétiques aéeslé

Ainsi, 'avantage essentiel de cette techniquedespermettre une diffusion plus
rapide du solvant a I'intérieur du matériel végeémlqui se traduit par une réduction

de la durée d’extractiofVinatoru, 2001).

6.5. Hydrodistillation assistée par micro-ondes :

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondsss 'une des techniques
d’extraction des huiles essentielles les plus nésenElle a été développée en
remplacant I'énergie solaire par un chauffage mamdes plus performant, plus
spécifigue et beaucoup moins polluant qu'un chaaffaraditionnel au feu
(Lucchesi, 2005).

Cette technique permet I'extraction de I'huile eggdle en utilisant uniqguement

'eau de constitution des matiéres premieres fesich

Par conséquent, I'extraction consomme moins d’'éeargr elle ne nécessite pas
de chauffer I'eau recouvrant le végétal comme edrddistillation ou de disposer

d’'un générateur de vapeur comme en distillatican\zapeur.

De plus, le volume de condensats est alors rédaisaule eau de constitution du
végétal(Anizon etal., 2002).

6.6. Extraction au moyen de solvant :

L’extraction des huiles essentielles au moyen deasb organique est une
méthode connue depuis longtemps. Cette méthodetiisée pour récupérer les
aromes et les huiles essentielles a partir d'ogafiagiles sans causer une

13
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dégradation thermique de ceux-ci. Dans ce modetrdetion on peut utilisée soit
des solvants volatils soit fixes.

6.6.1. Extraction par solvants volatils :

La technique d’extraction « classique » par solvaohsiste a placer dans un
extracteur un solvant volatil et la matiere végetal traiter. Grace a des lavages
successifs, le solvant va se charger en molécubasatiques, avant d’étre envoyé au

concentrateur pour y étre distillé a pression aphésgque.

Du fait de Il'utilisation de solvants organiquesttedgechnique présente toutefois
des inconvénients qu’il est important de noter. dfet, I'intervention de solvants
organiques peut entrainer des risques d’artéfaatesepossibilités de contamination
de I'’échantillon par des impuretés parfois difeicil éliminel(Lucchesi, 2005).

6.6.2. Extraction par solvant fixes :
= Enfleurage :

Cette technique est particulierement adaptée aexirdl fragiles (jasmin,
tubéreuse...), ces dernieres conservent leur cgmes la cueillette, mais elles la
perdent sous I'action de la chaleur.

Des surfaces planes en verre, supportées par gsistgn bois, sont recouvertes,
sur leurs deux faces, d’'une couche de graisse rapdouvent de la graisse animale

raffinée. Apres cette opération, les fleurs séparties sur ce « lit» de graisse.

Grace a son pouvoir d’absorption, la graisse cap#s constituants du parfum
exhalés par la matiere premiere. Les chassis smiburnés régulierement afin
d’éliminer les fleurs « vidées » de leur parfum.eUméme couche de graisse est

utilisée jusqu’a sa saturation en parf(Besombes, 2008).

14
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= Macération :

Il s’agit d’'une variante de la technique précédenéservée aux fleurs un peu
moins fragiles, comme la violette, la fleur d’'orangt la cassiBesombes, 2008).

Cette technique connue aussi sous le nom de ligafie a chaud est I'une des
plus anciennes méthodes utilisées pour présergepddfums des plantdtee et
Lee, 2003).

L’extraction est réalisée par immersion des flefnr@ichement cueillies et
constamment renouvelées dans un bac de graissesleshgusqu’a atteindre la
saturation. Un épuisement a l'alcool absolu estégdament appliqgué sur cette
graissgBlackeway et Salerno, 1987).

6.7. Extraction par fluide a I'état supercritique :

C’est un autre type d’extraction au moyen de sdleane CQ est mis sous haute
pression pour extraire I'huile essentielle et layksine au méme temfisee et Lee,
2003).

Ce procédé est basé sur le fait que le; @@ns des conditions dites critiques
(fortes pressions) présente un pouvoir de dissmluficcru vis-a-vis de divers

composes tels que les huiles essentielles, lesearétries coloran{®layer, 1989).

Le CQO, présente de multiples avantages. Il est peu ceitpau toxique,
ininflammable et chimiquement inerte. Sa tempéeaturitique et pression critique
facilement accessibles sont compatibles avec legposés thermiquement instables.
En outre, son état gazeux a pression atmosphérpprenet de le séparer
spontanément du produit final et d’éviter ainsipl@sence de solvants résiduels
(Ziemons, 2007).

15
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6.8. La Flash-Détente :
Ce procédé comprend 2 étapes :

lére étape:L’utilisation d’'une vis a injection de vapeur assu’étuvage du
matériel végétal a 85-90°C. Cette étape de blarmmimmécessaire a la mise en
ceuvre du procédé, permet d'inhiber l'activité enatique endogene et de détruire

la flore bactérienne.

2eme étape:Consiste en une détente avec l'introduction beutsbus vide
(environ 30 mBar) du matériel végétal. La tempémtiiébullition de I'eau dans ces

conditions de vide se situe entre 27 et 30°C.

Cette mise sous vide provoque donc I'évaporatimatale d’'une partie de I'eau
de constitution du matériel végétal étuvé (envit@fbo de la masse humide initiale)
et une chute brutale de la température du miligette perte d’eau engendre un

broyage fin dd a la création de micro-canaux irgiutaires.

Ce bouleversement et cette explosion cellulairefedent aux produits des

gualités physico-chimiques, rhéologiques et orgaptajues bien particulieres.

Les eaux dévaporation sont récupérées par conti@msaces eaux,
particulierement riches en composés volatils ar@muas, sont appelées eaux
aromatiques et pourront étre réintroduites dansplesluits aprés Flash-Détente
(Besombes, 2008).

7 .Conservation des huiles essentielles :

Il est possible de réduire l'instabilité des molésuconstitutives des huiles
essentielles en utilisant des flacons de faibleumal en aluminium, en acier
inoxydable ou en verre brun, entierement remplferehés de facon étanche, stockés
a basses température, ou conserveés sous atmogpaeote. On peut également

recourir & 'adjonction d’autres antioxydariBruneton, 1993).
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8. Propriétés physico-chimiques des huiles essesiis :

Les propriétés physiques des huiles essentiellesol@ permis d’avoir une place
a part dans la palette des ressources du mond&alégé

Les huiles essentielles sont des substances géménatl liquides, trés |égeres, de
densité inférieure a celle de I'eau (0,750<d<0,9%@uf celle de cannelle et de

girofle.

Les huiles essentielles sont souvent colorées anega pale ou incolore a
température ambiante a I'exception des huiles ésfles de camomille, romarin qui

est de couleur bleue claire.

Les huiles essentielles ne rancissent pas et stuiiles dans I'alcool et dans tous
les solvants organiques (chloroforme, éther deof@trbenzéne, etc.) mais sont
insolubles dans 'eau. Leur indice de réfractiong&néralement élev@ernard et
al., 1988).

9. Traitement des huiles essentielles :

Les qualités organoleptiques des huiles essemtisthat surtout exploitées dans
lindustrie des ardbmes alimentaires et de la paefien Dans ces domaines, les
essences sont souvent modifiées, neutralisées|odées, rectifiees pour éliminer
certains  produits indésirables potentiellement tants, allergénes ou
photosensibilisantd{biri, 2005).

= La rectification :

C’est une distillation sous vide qui permet d’éli les traces d’eau, les matieres

solubles ou résineuses et les colorants.

Elle consiste a séparer plusieurs constituants aié@lange liquide par échange de
matiere entre une phase vapeur et une phase ljgaidenoyen d’'une série de
vaporisations et de condensations entre ce ligatdeette vapeur qui chemine a
contre courant dans une colonne. Elle permet dareéges constituants de mélanges
liquides dans un état de grande pureté.

17



Partie bibliographigue Chapitre 1: Les huiles essentielles

= La déterpénation :

Cette opération est basée sur le fait que les ce@gpi@rpéniques ne jouent qu'un
réle mineur dans I'arbme des huiles essentiellesissi dans le but de concentrer les

composeés intéressants et d'augmenter leurs sdéubddins un milieu agueux.

La déterpénation peut étre effectuée par distifatiractionnée, par extraction

sélective, par une combinaison de ces deux proadéncore par chromatographie.
= La sesquidéterpénation :

La distillation ne permet pas, dans les conditiangisées, d'éliminer les
sesquiterpenes; cette opération, réalisée parctiginasélective ou chromatographie,

conduit a des huiles sesquidéterpénees.
= La concentration :

La concentration consiste a déterpéner partiellerfesn huiles essentielles par
distillation et est généralement utilisée pour lasiles essentielles d’agrumes
(Crouzet, 1998 ; Cicile, 1994, 2002)

10. Analyse des huiles essentielles :
10.1. Analyse olfactive :

L’examen olfactif qui précéde ou suit toute analgiriile essentielle est du plus
grand intérét car, si 'odeur de I'huile essengiellest pas satisfaisante, il importe

peu gue les constantes physico-chimiques soierdctes : le produit doit étre rejeté.

Cet essai olfactif est conduit par comparaison aweéchantillon type de I'huile
essentielle aussi frais que possible et consera8 s meilleures conditions. Cet
examen doit étre effectué soit par un parfumeyaesable du contréle de la qualité,

soit par un panel d’experts.

Il est d’autant plus utile gu'avec les progres dmdlyse et de la synthese
chimique on peut parvenir a donner a une huile ntigdle falsifiece ou méme

reconstituée les caractéristiques physico-chimiguwesroduit pu{Garnero, 1996).
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10.2. Analyse chimique :
» La Chromatographie en Phase Gazeuse :

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est etiwode d’analyse par
séparation qui s’'applique aux composés gazeux sceptibles d’'étre vaporisés par
chauffage sans décompositi@rpino et al., 1995).

C’est une méthode de séparation dont les prin@gagraux sont les mémes que
ceux énoncés pour la chromatographie en générakt-a*dire fondés sur la
migration différentielle des constituants du mékarg analyser au travers d'un
substrat choigjTranchant, 1999).

La CPG est la technigue usuelle dans I'analyséndidss essentielles. Elle permet
d’opérer la séparation de composés volatils de mgéka trés complexes et une
analyse quantitative des résultats a partir d'ulnime d’injection réduifArpino et
al., 1995).

Principe:

En CPG, I'échantillon est vaporisé et injecté ete tde colonne. L’élution est
assurée par un flux de gaz inerte qui sert de pimdrle. La CPG est basée sur le
partage de I'analyte entre une phase gazeuse neihilee phase (liquide ou solide)

immobilisée sur la surface d’'un support indB&oog etal., 2003).

Pour chacun des composés, deux indices de réteplaite et apolaire, peuvent
étre obtenus. lls sont calculés a partir des tetepgétention d’'une gamme étalon
d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliquesalnes, a température constante
(indice de Kovats]Kovats, 1965)ou en programmation de température (indice de
rétention)(Van Den Dool et Kratz, 1963).

lls sont ensuite comparés avec ceux de produitgéfierence (mesurés au

laboratoire ou décrits dans la littérature).
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» Spectroscopie de Masse (SM) :

La spectrométrie de masse est une technique apaytjui permet d’identifier et
de doser une substance ou un élément chimique. dpiporte également des

informations sur la composition, la structure etiasse moléculaire de I'échantillon.

Enfin, le spectrométre de masse est un outil peantett'étudier la chimie des
ions en phase gazeuse sous ses divers aspectgiq(@néénergetique et

meécanistique).

Le principe de fonctionnement d’'un spectrométrentisse repose sur I'action
d'un champ électromagnétique sur une particule gder L'analyse par
spectrométrie de masse nécessite par conséquientiation initiale d’ions, a I'état

gazeux, a partir de I'échantillon.

Vue sa capacité a identifier un tres grand nomlereamposés présents dans le
mélange a analyser, elle représente le couplagéute utilisé dans divers secteurs

notamment avec la chromatographie phase gazeuse.

» La chromatographie en phase gazeuse couplée a laespposcopie de
masse (CPG/SM) :

L’instrumentation moderne est progressivement amée a des analyses de plus
en plus complexes, liées au nombre important destitobants présents et aux

guantités extrémement faibles a détecter.

Un exemple classique des milieux complexes préstnts caractéristiques sont
les huiles essentielles dans lesquelles il n'est @ae de vouloir identifier et
guantifier dans le mélange un seul produit présentaees représentant une partie
par milliard de I'échantillon totgDe Maak et Sablier, 1999).

Lorsqu’on soumet un composé moléculaire a cettdysmaon déclenche un

processus a plusieurs étagesafeau et Cohen, 1992
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lonisation : les molécules présentes dans I'échantillon setilisémt sous
I'effet du vide et de la haute température (2009C@n résulte un mélange

d’ions issus de la fragmentation de départ.

» Accélération : les ions formés se dirigent vers le disposititdparation sous

I'effet d’'un champ magnétique augmentant ainsidetmergies cinétiques.

» Séparation :les ions seront distribués suivant leur rapposadcharge.

» Détection : aprés séparation, les ions sont recueillis patéiacteur sensible

aux charges électriques transportées.

» Traitement du signal : le signal de sortie de I'appareil conduit au spede
masse qui constitue la représentation conventitendell'abondance des ions

en fonction de leurs rapports: masse / charge.

Les spectres de masse ainsi obtenus sont ensoifgaoés avec ceux des produits
de référence contenus dans les bibliotheques imfisées disponibles,
commerciales ou construites au laboratoire. Lestsgme de masse expérimentaux
peuvent aussi, si besoin, étre comparés a desrespecbntenus dans des

bibliotheques non informatisées.

L’appareillage CPG/SM permet de fournir un chrorgeamme accompagné d’un
ensemble de spectres de masse correspondants e giiacqchromatographique, ce
qui permet I'identification précise de la majorités constituants séparés par la CPG.

» Analyse de I'espace de téte « Head Space » :

Une cloche de verre est placée sur la fleupgd et elle est parcourue par un
gaz neutre qui va se charger des molécules odsrafite gaz sera ensuite analysé
pour réaliser une carte d'identité moléculaire duiym de cette fleufLaszlo et
Riviere, 1997).
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» La Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13RKIN)

L'utilisation de la RMN pour l'identification de nhécules connues présentes dans
une huile essentielle a été non seulement suggé@@e fortement conseillée
(Grundschober, 1991).

La résonance magnétique nucléaire est un outilptioceel pour déterminer la

structure d’une molécule naturelle ou synthétique.

L'originalité de la RMN par rapport aux autres heitjues spectroscopiques
réside dans le fait d’apporter une information [@@cet individuelle sur la tres
grande majorité des atomes constitutifs de la ndecde fournir la possibilité
d’identifier les connexions entre atomes des diwematités, squelette, groupes
fonctionnels et finalement de permettre de lesisdaas I'espace les uns par rapport
aux autregPlatzer, 2002).

La RMN étant une technique non destructive, I'étilan peut étre récupéré pour

étre éventuellement soumis a d’autres analyses.

Les spectres sont réalisés a température amba@mntgii évite la dégradation ou la

transformation éventuelle des molécules thermobkassi

Enfin, I'étude de produits « lourds » ne pose pagpmablemes particuliers alors

que leur faible volatilité rend souvent leur analgifficile (Cavalli, 2002).

11. Composition chimique des huiles essentielles :
11.1. Les terpenes :

Les terpenes qui appartiennent a la vaste famdeisloprénoides constituent la
classe la plus large des métabolites secondaieemdjorité des substances de cette

classe sont généralement insolubles dans (€aiz et Zeiger, 2002).

Les isoprénoides ont une structure plus ou moinsptaxe issue de la
condensation des molécules a chaines carbonéesdimé 5 atomes de carbone qui

dérivent de l'isopréne.
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Apres extraction des huiles essentielles, on rere seulement les terpenes
plus volatils dont le poids moléculaire est faibde, sont les monoterpéenes et
sesquiterpeng$uignard, 2000.

= Monoterpénes:

Ce sont des molécules a 10 atomes de carbonexigter® sous la form
d’hydrocarbures simples qui peuvent étre acycliguUdsyrcene, Ociméne

monocycliquesd-Cymeéne a-Terpinene), ou bicycliques (Camphéne, Piné

A c6té des hydrocarbures, on rencontre des dérmvggénés dive : des
aldéhydes (Linalal, Géranial..), alcools (CitrookllGéraniol..) et acides (Acic
linalique..) voire des esters (Acétate de linaly)e(Singh etal., 1989, Kaufman et

al., 1999).
CH,
CHg = CH, CH,
— | =" “CHs
CHj H s H X
| +
HiC CHy HiC CHa

C: Hs CH,
Hsc CH3 HSCE ECH

p-Cymene o-Phellandrene ﬁ—Ocimene (Z/E) c-Pinene [B-Pinene
CH3

CH2 CH3
H3C CHa HiC CHy H4C CH,

Sabinene  g-Terpinene B-Terpinene

3

Figure 4: Structure de quelgues monoterpénes

= Sesquiterpene:

Ce sont des molécules a 15 atomes de carbone toéestipar trois unite
isopréniques, ils forment un sous groupe répartil@leméme facon que I
monoterpenefNink, 2003).
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lIs sont abondantslans les essences dont ils constituent parfois parge
considérable, se distinguent des autres terpéndsupgpoint d’ébullition plus élev
(250 a 280°C), par une densité plus forte d>0,paetun indice de réfraction pl
élevé (Bruneton, 1999).

Exemples de sesquiterpenes caractéristiques dedes huessentiellt:
Hydrocarbures [{-bisabolene longifoléne..), alcools (carotol, fapies) aldéhydes

(sinensal..) et d’esters (acétate de cedry

CH4 CH4
"\\ ’_/
CH, H-5C
‘H
H

H5C CH
HiC  cH, 3 3

[-Caryophyllene Germacrene D

Figure 5: Exemples de sesquiterpenes entrant dans la comoposiimique de:

huiles essentielles

11.2. Composés aromatiqut :

La plupart des huiles essentielles contiennent foree teneur en dérive

aromatiquegBruneton, 1993.

Ces composés odorants sont ype phénylpropanoides dont la biogénése

différente de celle des terpér(Bernard et al., 1988).
Les composés aromatiques peuvent :
-Des aldéhydes (cinnamique, cuminique, anisi
-Des phénols et éthers (thymol, eugénol, ané

-Descoumarines et des alcoc
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/)—\
V,

|/"’x |,:|\

OCH,4 f”{ OCH,4
OCHj, OH
Eugenaol Methyleugenol Vanillin

Figure 6: Structure de quelques dérivés du phénylpropanoide.

11.3. Composés d’origines diverses :

Selon le mode de récupération utilisé, les huikesemrtielles peuvent renfermer
divers composés aliphatiques, généralement deefaibksse moléculaire entrainables
lors de TI'hydrodistillation : hydrocarbures (lings ou ramifiées, saturées ou
insaturées...), acides {@ Gy), alcools, aldéhydes, esters acycliques et désrlas
(Bruneton, 1995).

12. Toxicité des huiles essentielles:

Rasooli etal., 2006; ont rapporté les effets anti-listeria de I"hudssentielle de

thym.

Les auteurs signalent que des huiles essentieddss tque celles du thym
pourraient avoir une application dans la consemwaties produits alimentaires ou

elles seront considérées comme des additifs.

Les huiles essentielles, y compris celles des espéifférentes de thym, ont une
composition chimique trés variable, dont certaiomposants ont un effet toxique

sur les cellules cutanées des humains et ceci mé&mndaibles doses.
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Le linalol, qui est un composant de I'huile essdtgide thym, s'est avéré toxique

pour les cellules cutanées humairesaghar et al., 2004)

Eugénol, qui est un composant de I'huile esséntilThymus capitaty<ilicus,

funkii, etvulgaris, est un composé hépatotoxiguames efal., 2005)

Chez les enfants, une quantité de 10 ml de I'reskentielle du clou de girofle

contenant de I'eugénol a mené a une insuffisanpattgie(Hartnoll et al., 1993)

Les autres effets toxiques des huiles essentiefiekient lirritation de la
muqueuse, les vomissements, la diarrhée, les cgsipusl I'insuffisance rénale, et la

dépression du systéme nerveux central.

Comme n'importe quel additif, chaque composant aievétre examiné
rigoureusement pour vérifier sa toxicité avant lggoit autorisé a étre mis au contact

des produits alimentaires pour la consommation ims{&isenhut, 2007).

13. Utilisations:
= Pour leurs activités biologiques:

Moharramipour et al., 2008 ont signalé I'effet insecticide de I'huile essetig
de Thymus persicuk. sur les insectes ravageurs des denrées alimentdiribolium

castaneunet Callosobruchus maculatus.

Les huiles essentielles ont une activité antiseptigpour les poumons

(Eucalyptus), dépuratives ou cicatrisantes (Lava(@aillard, 2003).

Les terpenes ou terpenoides ont des effets cagdrbdctéries, les myceétes, les
virus et les protozoaires. En 1977 a été signak® &@Po des dérivés des huiles
essentielles examinés jusqu'au 1999 sont inhilsiteler mycetes tandis que 30%

inhibent les bactéries.

Le triterpénoide, I'acide bétulinique est I'un degpéenoides qui ont montré une

action inhibitrice envers HI{Cowan, 1999).
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= En parfumerie et produits de beauté :

Les huiles essentielles sont employées dans leewseate la cosmétique,
notamment pour la fabrication des parfums ; dasstenpositions parfumantes des
détergents et des produits de parfumerie fonctitenenais aussi dans le domaine
alimentaire. L'utilisation des huiles essentielf@sur I'élaboration des parfums est
evidenteg(Besombes, 2008)

= Enindustrie agroalimentaire:

Les huiles essentielles possedent des profils dgasition chimique différents,
elles sont utilisées comme agents naturels de p@ign des aliment§Turgeon,
2001). Leur utilisation comme agents de conservationdest a la présence de
composés ayant des propriétés antimicrobiennastiexgdantegConner, 1993).

Dans les domaines phytosanitaire et agro-alimenté#s huiles essentielles ou
leurs composés actifs pourraient également étrelogdg comme agents de
protection contre les champignons phytopathogenesleg microorganismes

envahissant les denrées alimentaires.

= En aromathérapies:

L’homme a percu les produits naturels comme aya# propriétés pouvant
améliorer la santé humaine et sans danger. Aiadiddes essentielles sont utilisées
pour leurs effets guérissant, par exemple I'huBseatielle extraite de la baie de
geniévre est utilisée pour I'élimination rénalel@au et nettoyer la sphere urinaire

lors d’infection des voies urinaires.

En usage externe, certaines huiles essent{etlesrin, geniévre, clou de girofle et
lavande) sont utilisées sous formes de pommadeastiter les irritations cutanées
notamment lors d’affections rhumatismales, neugalgs et arthrosiqug3euscher
etal., 2005).
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Introduction:

Les plantes produisent une grande variété de métgbosecondaires qui
contiennent un groupement phénol constitué parranpg fonctionnel d’hydroxyle
sur un noyau aromatique. Ces substances sont efasg€ tant que composés
phénoliques.

Les composés phénoliques de végétaux sont un gahimequement hétérogéne
constitué d’environ 10.000 composés différentsexiiste parmi eux des composés
solubles seulement dans les solvants organiquedaine sont des acides
carboxyliques et des glycosides hydrosolubles,aettibs sont de grands polyméres

insolubles.

Beaucoup servent de composés de la défense coesrehetbivores et des
microbes pathogénes. D’autres permettent I'atwacties insectes pollinisateurs,
'absorption du rayonnement ultraviolet nocif, @urEduction de la croissance des

autres plantes voisines de concurrence.

1. Mécanisme général de la biosynthese des compogiénoliques :

La phénylalanine est un intermédiaire dans la bitt®se de la plupart des
composeés phénoliques. Les composés phénoliquessygotitétisés par différents

processus et constituent ainsi un groupe hétéragiangoint de vue métabolique.

Deux voies de base sont impliquées: la voie dedéashikimique et celle de

I'acide malonique.

La voie acide shikimique participe a la biosynthdsela plupart des composés
phénoliques des végétaux.

La voie de l'acide malonique, bien qu'une sours®gdrtante des produits
phénoliques chez les champignons et des bactésesl'importance moindre chez

les végétaux supérieurs.
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La voie de shikimate convertit les précurseurs sieses simples issus de la
glycolyse et la voie du pentose-phosphate en aciohéses aromatiqugsierrmann
et Weaver, 1999).

Une des intermédiaires de cette voie est un atidt@rsque, qui a donné son nom

a cet ordre entier des réactions.

La voie acide shikimique est présente dans lestaggéupérieurs, les myceétes, et

les bactéries mais absente chez les animaux.

La majorité des composés phénoligues des planted dérivés de la
phénylalanine par I'élimination d’'une molécule dimoniac pour former I'acide
cinnamique. Cette réaction est catalysée pdhi@nylalanine Ammonium Lyase
(PAL) qui constitue I'enzyme la plus étudiée daesmétabolisme secondaire des
plantes.

Cette enzyme se situe a un point de branchememat leninétabolisme primaire et
secondaire, ainsi la réaction gqu’elle catalyseuest étape de régulation importante

dans la synthese de plusieurs composés phénoliques.

L’activité de PAL est augmentée par des facteussremnementaux tels qu’un
apport insuffisant en nutriments, la lumiere (pan ffet sur le phytochrome), et
l'infection fongique. Le point de commande semltie de déclenchement de la

transcription.

Une infection fongique, par exemple, déclencherdadcription des codes de
I’ARN messager codant pour la PAL, ce qui fait aegter le taux de I'enzyme dans

la plante, stimulant ainsi la synthése des compplsésoliques.

La régulation de l'activité de PAL dans la plargetees complexe, ceci est due a
I'existence dans beaucoup d'espéces de multiphess g2 codant pour la PAL, dont
certains sont exprimés seulement au niveau destispécifigues seulement dans

certaines conditions environnementglesgemann etal., 1995).

Les réactions suivantes catalysées par PAL conuugd'addition de plus de

groupes d'hydroxyle et d'autres substituants.
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L'acide transcinnamique, l'acidep-coumarique, et leurs dérivés sont des

composés phénoliques simples appelés les phéngipoiges

contiennent un noyau benzene et une chaine latieateis carbones.

parce qu'ils

Les phénylpropanoides sont des éléments importpats la formation des

composés phénoliques plus complexes.

La figure 7 illustre les différentes voies de biathese des composés phénoliques.

Erythrose-4 phosphate (voie
de pentose phosphate)

Acide phosphoénolpyruvique
(glycolyse)

Acide gallique ‘

oy

Voie de I'acide shikimique

Phénylalanine ‘ [ '33]

Acetyl-Co A ]

Acide cinnamique [(Cs—c,]

Voie de I'acide malonique

v '
[@-<ll@—<l] [&-<]

[Cg]n [CS]n
© Tannins condensés

e

Figure 7: Schéma général des principales voies de biosyaties

composés phénoliquésaiz et Zeiger, 2002).
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Maintenant que les voies biosynthétigues menana @llipart des composeés
phénoliques répandus ont été déterminées, leshehescont tourné leur attention a

étudier comment ces voies sont régulées.

Dans certains cas, les enzymes spécifiques, tplled?AL, sont importantes dans
le contréle de flux de la voie. Plusieurs factedestranscription ont été approuvés
pour réguler le métabolisme phénolique en lianégion de promotion de certains

genes de biosynthése et en déclenchant la tratisarfpin et Martin, 1999).

2. Classification des composeés phénoliques :

Selon Harborne (1989), les polyphénols peuvent étre divisés en au moins 10
classes difféerentes selon leurs structures chirsiqiee base. Peuvent s’étendre de
molécules simples telles que les acides phénatsc@mposés fortement polymérisés
tels que les tannins.

Plusieurs classifications des composés phénolidueestes sur des criteres
différents ont été proposées.

Selon leur structure chimique, les polyphénols stivisés en 4 classes majeures:

phénols, acides phénoliques, flavonoides, tan@inders, 2002).
2.1. Les phénols simples :

lls sont largement répandus chez les végétaux laasesi et semblent remplir

plusieurs fonctions. Leurs structures incluent gesqit :

2.1.1. Les phénylpropanoides simplesomme l'aciddrans-cinnamique, I'acide
p-coumarique et leurs dérivés, tels que l'acide iqaf® ayant un squelette de
phénylpropanoide (figure 8).
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H CooH H CoOH
Se—e” SNe=e”
H“H HH
HO HO
OH OCH,
Acide caféique Acide férulique

Figure 8 Exemples de phénylpropanoides simjllesz et Zeiger, 2002).

2.1.2. Les phénylpropanoides lactonegester cycliques): appelés encore

Coumarines ces composés possedent également un squelgttedgpropanoide.

T
m Ombelliférone: Coumarine simple
HO 0”0

i
/ Psoralen Furanocoumarine

Figure 9: Exemples de coumarin€Baiz et Zeiger, 2002).
2.1.3. Les dérivés de I'acide benzoiqudls possedent un squelette de typeCe

qui est formé par le clivage d’'un fragment de deaxoones du coté de la chaine

aliphatique.

o
Il
CH gmm
HO OH

OCH,

Vanilline Acide salicylique

Figure 10: Exemples de dérivés de I'acide benzoiieiz et Zeiger, 2002).

Beaucoup de composés phénoliques simples ont des iportants dans la
plante comme défenses contre des herbivores lespiiaons et les insectes.
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Les phénylpropanoides simples et les dérivés deidéa benzoique sont

frequemment dotés d’'une activité allélopathique.

Des composés tels que l'acide caféique et l'acédalifjue peuvent étre libérés
dans le sol et inhiber la germination de plusi@lastesInderjit et al,. 1995).

L’acide salicylique est un régulateur de la craregades plantes, impliqué dans

leur résistance systématique contre les pathogénes.

2.2. Tannins :

Les tannins sont des polyphénols polaires d’orginégétalegBerthod et al.,
1999),existent presque dans chaque partie de la plactieced bois, feuilles, fruits et

racines, leurs poids moléculaires s’étendent dedSBQ00 DaltongCowan, 1999).

Il est difficile de séparer les tannins d’un extsadgétal, parce que de nhombreux
isomeéres avec une base moléculaire semblable tertiBerthod etal., 1999).En
plus des propriétés classiques des phénols, lesntan peuvent précipiter les
alcaloides, la gélatine et les protéingtarzfeld et al, 2002) Les tannins se
subdivisent en tannins hydrolysables et condefiRiésreau-Gayon, 1968)

» Les tanninshydrolysables:

Les tannins hydrolysables sont des esters de glsi@d d'acide phénols, ou de
dérivés d'acides phénols ; la molécule glucidigsieem général du glucose, mais

dans certains cas des polysacchar{#sereau-Gayon, 1968).

Ce groupe de tannins est caractéristigue des Décliges; on le rencontre
notamment chez les rosidées dans tous les orgaaemes, tiges, feuilles ou fruits
avant la maturité. Ces tanins en raison de leursbneux groupements -OH se
dissolvent plus ou moins (en fonction de leur pondgléculaire) dans l'eau, en

formant des solutions colloidaléSuignard, 1996).
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Les tannins hydrolysables sont constitués d'un un@gmtral « le glucose » et de
chaines latérales (en position 1, 2, 3, 4 ou 6lsuglucose) comprenant 1 a n
monomere(s) d'acide phénol. Des liaisons carboneadbone entre noyaux,
conduisent a des molécules ramassées plus rigelessldbilité diminuée dites les

tannins ellagiqueGuignard, 1996).

O,

OH
HO. OH OH
HO
COOH o
(6]
Acide gallique Acide ellagique

Figure 11: Structures de I'acide gallique et de I'acide eltpgi

» Les tanins condensés :

Les tanins condensés, appelés aussi polyphénolgraanthocyanidines, sont

largement répandus dans I'alimentation humainégfiégumes, thé, dattes, ...).

lls jouent un réle important dans les qualités nad@ptiques et nutritionnelles des

produits(Haslam, 1998).

lls ne s’hydrolysent pas sous l'action des acidegraux dilués mais forment a

I'ébullition des composeés insolubles appelés : eamtaningGuignard, 1996).

La structure complexe des tanins condensés estééordiunités répétitives
monomeriques qui varient par leur centre asymédriqu leur degré d'oxydation

(Hemingway, 1992).
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Les formes naturelles monomériques des flavan-3selsdifférencient par la
stéreochimie des carbones asymeétrique C2 et Caré¢ miveau d'hydroxylation du

noyau B. La structure des tannins condensés estréde sur la figure 12.

Figure 12: Structure de base des tannins condefi&émeton, 1987).

2.3. Les flavonoides :

Les flavonoides constituent l'une des classes les parges des composés
phénoliques. Le squelette des flavonoides contigr@tomes de carbone disposés en

deux noyaux aromatiques reliés par un pont a Jocad

Cette structure résulte des deux voies indépenslatgebiosynthése : la voie de
I'acide shikimique et celle de I'acide maloniquegfie 13).
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De la voie Shikimate; via la
phénylalanine

De la voie Malonate

Pont a 3 carbones

Figure 13: Structure du squelette de base des flavonoides.

Les flavonoides sont classés dans différents geoupe la base du degré
d’'oxydation de leur pont a trois carbones, ainsi geut en citer 6 groupes:
les anthocyanines, les flavones, les flavonols iesflavones. flavanones et

les flavan-3-ols.

Le groupe le plus répandu de flavonoides pigmesdéselui des anthocyanines,
qui sont responsables de la plupart des couleawrger rose, pourpre, et bleue

observées chez les végétaux.

En colorant les fleurs; les anthocyanines permetteattirer les animaux de
pollinisation et donc jouent un réle important ddade processus de reproduction

des végétaux.

Les anthocyanines sont des glycosides possédarsudess en position 3. Ainsi,

dépourvus de leur sucre, ils prennent le nom d@oyianidines.

La couleur des anthocyanines est influencée pasiqults facteurs, tels que le
nombre de groupements hydroxyle et méthoxyle snoi@u B de I'anthocyanidine,
la présence d’acides aromatiques estérifies saqulelette principal, et le pH de la

vacuole de la cellule au sein de laquelle ces ceggeont stockés.
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Tableau 1: Effet du substituant sur la couleur de I'anthocgane.

Anthocyanidine Substituants Couleur
Pelargonidine 4'-OH Orange, rouge
Cyanidine 3'-OH et 4'-OH Rouge violacé
Delphinidine 3'-OH et 4'-OH et 5'-OH Pourpre bleuatre
Peonidine 3'-OCH; et 4'-OH Rouge violacé
Petunidine 3'-OCH; et 4'-OH et 5'-OCHl Pourpre bleuatre

Deux autres groupes majeurs de flavonoides reremtiez les fleurs sont les
flavones et les flavonols. Ces composés absorbdatiiere a des longueurs d’onde
plus courtes que celles absorbées par les anthoegane qui les rend invisibles
pour I'ceil humainTaiz et Zeiger, 2002).

Cependant, les insectes tels que les abeillesyaient plus loin dans la gamme
ultra-violette du spectre que des humains, peuv@mbndre aux flavones et aux

flavonols en tant qu'objets d’attraction.

3. Utilisation des polypohénols : (Mompon edl., 1998)

Les polyphénols sont le principe actif de nombrengdicaments : rutoside
(flavonoides) isolé de plusieurs plantes (eucabyparrasin, sophora), extrait de
méliot tiré en coumarine, podophyllotoxine (lignanextraite de la raisine du

podophylle.

Largement employés dans [lindustrie pharmaceutiqgemme protecteur
vasculaire, les oligomeres procyanidoliques (OP€)pdpins de raisin sont aussi

utilisés en cosmétique pour lutter contre les madidibres et les effets du soleil.

Les extraits de romarin ainsi que les tocophérotsproduits de l'industrie
cérealiere, ont des propriétés antioxydantes laegémnutilisés dans l'agro-

alimentaire.
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L’intérét majeur des anticyanosides, est leur pouwsaorant, d’ou leur utilisation
comme additif alimentaire. A 'heure actuelle, leoa-rouge et les peaux de raisin
dominent le marché des matieres premieres. Comnaeicbap de composés
phénoliques, les pigments anthocyaniques se coergoggalement comme des

piégeurs de radicaux libres.

Substances ameres, astringentes ou sucrées, lggh@obls sont aussi des
aromatisants de choix (tanins de chéne, vanilliné\.titre d’exemple, la vanilline
est produite par oxydation de lignine présente tiesmiqueurs sulfitiques résiduelles

de la fabrication de la pate a papier.

Les applications des tanins en tannerie découtienteur affinité irréversible pour
le collagene. Dans les pays industrialisés cet ausagégressé au profit d’autres
utilisations : revétements protecteurs, adhésléstigues, teintures.

4. Toxicité des produits phénoliques:

La phototoxicité de certains coumarines appelésulesmocoumarines, qui ont un
noyau furane attaché est particulierement inténéssa

Ces composés ne sont toxiques qu’apres leur dotivabus I'effet de la lumiére.

La lumiere du soleil dans le domaine Ultraviolet (820-400 nm), induit
I'activation de certains furanocoumarines qui pagssin état excité d’électron a une

énergie plus élevée.

Désormais actives, ces furanocoumarines peuverdesér dans la double hélice
de 'ADN et se lier aux bases pyrimidiques : laosyhe et la thymine ; ceci bloque

la transcription et la réparation de 'ADN et méyae la suite a la mort de cellules.

Psoralen est un furanocoumarine présentant un pffetotoxique contre les

insectes herbivorgSandberg et Berenbaum, 1989).
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1.La lavande :

1.1. Généralités :

Le mot Lavandula dérive du latin : lavare, qui dign laver (Chu et Kemper,
2001).

La lavande a été récoltée par les personnes lopalasdes buts cosmétiques et

médicinaux tout au long des siécles.

Actuellement, elle est commercialement cultivéeautdu monde pour plusieurs
utilisations comprenant des buts ornementaux satibbns culinaires (comme thé ou
épice) ou usages de produit de beauté (huile eskentparfum). En outre, les
abeilles rassemblent le nectar des fleurs de lankde qui est transformé en miel,
une autre activité économique possitde(ra etal., 2009).

Les espéces deavandulasont d’une grande valeur marchande due a leurerém
plaisant. La matiere végétale et son huile esgknsent principalement utilisées en
parfumerie, cosmétique, et industries alimentaitéisnportance médicinale de la
plante est bien documentée et les extraits prépaaépartir de cette plante sont

enregistrés dans beaucoup de pharmacq@dian etal., 2008).

Le genre Lavandula est un membre important de lemé Labiatae (Lamiaceae)
et se compose d’environ 28 espéces, qui sont dansplupart d’origine

méditerranéenngBarrett, 1996; Maganga, 2004).

Les especes du genreavandula sont des sous-arbrisseaux aromatiques a
inflorescences en épis denses terminaux. Les flesams bractéolées. Le calice est
tubuleux a 5 dents courtes inégales et la coralieexserte a tube dilaté a la gorge,
avec 2 lévres, la supérieure a 2 lobes, l'infégear3. Les étamines sont incluses
(Quezel et Santa, 1963).
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» Composition chimique :
Toutes les especes et les hybrides du geavandulasont des plantes fortement
aromatiques produisant des mélanges complexedal'éssentielle dans des glandes

situées sur la surface des fleurs et feuilles.

La composition chimique de ces huiles essentiglest présenter une grande

variabilité selon I'espece et la région.

Tableau 2: Teneurs en composés majoritaires des huiles éstestde quelques

especes de lavande.

Teneur en % par rapport a I'huile essentielle

Composeés L. o (L. latifolia x
angustifolia - latifolia L. angustifolia)
Acetate linalyl (%) 12-54 19-26 0-1,5
Linalool (%) 10-50 20-23 26-44
Cis et/ou trans Ocimene (%) 1,0-17 1,0-3,0 0-0,3
Lavandulol acétate (%) 0,1-14 0,5-0,8 0,2-1,5
1,8-Cinéol (%) 2,1-3,0 10 25-36
Camphre (%) 0-0,2 12 5,3-14,3
a- et B-pinéne (%) 0,02-0,3 0,6-0,9 1,6-3,6
Bornéol (%) 1,0-4,0 2,9-3,7 0,8-4,9
Caryophyllene (%) 3,0-8,0 2,7-6,0 0,1-0,3
Myrcéne (%) 0,4-1,3 1,2-1,5 0,2-0,4
Farneséne (%) Traces 1,1 0,2-0,3
Germacréne D (%) 0,2-0,9 1,0-1,2 -
Camphéne (%) 0,1-0,2 0,3-0,6 0,2-1,8
Limonéne (%) 0,2-0,4 0,9-1,5 1,0-2,2

Source : (Boelens, 1995)
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On remargue que les composés majoritaires de &'lagisentielle de.angustifolia
sont: acétate linalyl, linalool, cis-Ociméne et lavandulol; tandis que pour
L.latifolia I'huile présente des teneurs élevéediraool, linalyl acétate, camphre,

borneol et1,8 Cinéol.

L’huile essentielle extraite de I'espece hybride latifolia x L. angustifolia ;

possede comme composés majoritaires: 1,8 cinaalpbl, camphrey etp-pinéne.

Cette huile essentielle semble donc avoir hérite alractéristiques principales

des deux parents.

Lavandula stoecha&. 1753

Le terme Stoechas désigne en grec I'espéce dedavan croissait abondamment
dans les iles d’Hyeres (France), lesquelles avamgu pour cette raison le nom
d’lles Stoechadedeniston, 1984).

1.2. Classification :

Nom scientifique Lavandula stoechals.1753

Nom communs :Lavande stoechas (Francais); Spanish, Italian,Fooged

lavender, (Anglais), Halhal (Arabe).

Systématique :
Regne :Plantae
Embranchement : Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe :Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Lanvandula

Espece Lavandula stoechals., 1753
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1.3. Caracteres généraux :

Lavandula stoechasst un sous-arbrisseau a tige et feuilles pendegtajusqu’a
1 métre de longueur, étroit, vert pale, peuvertes@re du gris bleuatre profond au
vert a brun péle, fleurs de couleur bleu-violetalites variétés sont a fleurs blanche

et rose. Le feuillage est gris-vert et aromatique.

L’ensemble de la plante est trés aromatique conapteteurs et feuille$Chu et
Kemper, 2001).

1.4. Ecologie :

Lavandula stoechasst une plante tendre, qui préfere les endro#sleitiés et les
sols riches, Actuellement, sont cultivés dans le sacaire des pays méditerranéens
aussi bien que d’autres régions, particulieremee®Bulgarie et les pays de I'ancienne
Yougoslavig(Wiesenfeld, 1999; Chu et Kemper, 2001).

En Algérie, elle est couramment rencontrée dangdesgues et les foréts du Tell

et du littoral, ou elle préfere les formations ptives (silicicoles, calcifuge).

L'inflorescence dé.anvandula stoechasst illustrée par la figure 14.

42



Partie bibliographigue Chapitre 1: Monographie des espéces étudiées

Figure 14: Lavandula stoechals.1753

1.5. Aire botanique :

De nombreuses espéeces de Lavande sont largeménibudies dans la région

méditerranéenne et cultivées en France, en Espdgmeltalie.

En Turquie, principalement deux espécesldeandula stoechast Lavandula
angustifoliaet leurs sous-espéeces y poussent spontanémeanboudtivées $ultan
etal., 2008).

Largement distribué dans les fles canari, Islantea etravers tout le tell
méditerranéen, I'Afrique du Nord, Sud West de I&sAfrique tropicale avec une
disjonction vers I'IndéQuezel et Santa, 1963; Upson et., 2000).
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1.6. Huile essentielle dé. stoechas :
Les autres composés importants sont : terpiné®icibgole et acétate de bornyle.

Il a été signalé aussi que 19 % des composes fidsnéitaient des alcools avec
13,48% d’alcools libres.

L’huile essentielle delLavandula stoechad.. renferme comme composés
phytochimiques: 1,8-cinéol, fenchone;pinéne, B-pinéne, B-santaléne, bornéol,

camphre, caryophylléne , géraniol, et le limoné€gsiyok etal., 2004).

Tableau 3: Composés majoritaires des huiles essentiellesiffiereshtes sous-

especes de. stoechaslu Portugal et d’Espagne.

- 5 T .
Sous espéces de Teneur en % par rapport a I'huile essentielle

L. stoechas Camphre 1,8-Cinéol Fenchone
ssp.stoechas 23 - 42
ssp.pedonculata 24 - 20
ssp.sampaioana 38 - 20
ssp.luisieri - 22 -

Source Garcia etal. (1989).

D’apreés le tableau 3, le camphre est le composéritaje des huiles essentielles
de trois sous-especes destoechasmais ces taxons sont caractérisés aussi par une

forte concentration en fenchone.

L’huile d’une autre sous-espece.. stoechasssp.luiseri provenant du Portugal
est chimiquement différente en produisant seulerbightCinéol et quelques esters

non identifiés comme composés majoritaires.
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1.7. Composés phénoliques

En ce qui concerne les flavonoides du genre Lavyangeu d’enquétes ont été

entreprises, bien que quelques espéces aienuéliéead.

Les flavonoides principaux dé. stoechas apigénine 7-glucoside, lutéoline 7-

glucoside et lutéoline 7-glucuroni@epson etal., 2000).

1.8. Utilisations :

Elle est utilisée comme expectorant, antispasmedigarminative, et comme un
bon stimulant. L’huile essentielle obtenue a patits sommités fleuries a été
employée comme un reméde contre la colique, poulager les maux de téte, et

pour le nettoyage des blessu€sllcin etal., 2004).

La lavande a été intensivement étudiée phytochiemgnt, avec des travaux
limités sur des aspects pharmacologiques et estlogé® par les médecins
traditionnels pour différentes maladies du systenmerveux central, comme

I'épilepsie et la migraine.

Cette plante a été eégalement employée dans la médeaditionnelle comme un

antispasmodique en douleur coliqidadkarni, 1982; Usmanghani etl., 1997)

Elle a des effets analgésique, tranquillisant, septiqgue et antimicrobien. La
lavande a également des effets positifs sur lasbies les infections urinaires, les

maladies cardiaques et I'eczé(Baytop, 1999).

La lavande a été employée traditionnellement d&mildpsie et comme reméede

antispasmodique et séddBilani et al., 2000).

La lavande a été montrée pour réduire des tawudte slans le san@samez et

al., 1987).
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2. Le romarin :
2.1. Généralités :

Le mot romarin dérive du latin Rosmarinus » qui se compose B®s : rose et

Marinus : marin, donc qui signifie ‘Rose de la mer’.

Le romarin est a la fois une essence aromatiqueédicinale, reconnue pour ses
vertus antiseptiques, toniques-stimulantes, afianmmatoires, cholagogues et
antispasmodiqug€ampanili, 1998; Flamini etal., 2002; Fiorenzuoli, 2000).

Cette plante était déja connue a I'époque romaioer ses vertus et a été

progressivement introduite vers le centre de I'lipero

Au début du 18" siécle, Isabelle de Hongrie a eu I'idée de madérptante dans

de I'alcool pour soigner ses rhumatismes.

Originaire du bassin méditerranéen, le romarin peus I'état sauvage dans les
fles et les régions cétieres (Sud et Centre daiélt Sud de la France, Dalmatie, Sud
et Est de I'Espagne, Portugal, Nord du Maroc, Nded la Tunisie et Gréce),

constituant 'une des essences typiques des ges(§aartezzini, 2001).
Le genre Rosmarinus ne comprend que trois espéeces:
» R. officinalisLinné, de loin I'espéce la plus importante et amnn
» R. eriocalyxJord. & Fourr.

» R. tomentosubluber-Morath et Maire, morphologiquement tres peode
R. eriocalyxet, comme ce dernier, moins aromatique Buefficinalis(Bartels,
1997).

Le romarin est une plante pérenne a feuilles gardiss, il est caractérisé par une
ramification importante de type prostrée-ascendatit@eut ainsi atteindre une
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hauteur de 2 m et une largeur de 1 a 4 m seloariété botanique et les conditions
climatiques et environnemental@own et Hawthorne, 1997; Roccabruna, 2003).

Les romarins sont des arbustes ou sous-arbrisdiggneux tres odorants. Leurs
feuilles sont linéaires a marge révolutée, gaufréeslatres en dessus plus ou moins
hispides blanchatres en dessous. Le calice eskoeheg bilabié. La corolle est de
couleur bleue péale ou blanchatre a 2 lévres, laérseyre entiere ou a peine
émarginée pas plus longue que l'inférieure, cedmidre est trilobé€Quezel et
Santa, 1963).

* Huile essentielle :

Ses principaux constituants sont généralement.cihgble (entre 3 et 60%),
I'a-pinene (1 a 57%), du camphre (1 a 57%), du bor(iéal 18%), de I'acétate de
bornyl (1 a 21%), de la verbénone (0 a 28%), dwymene (0,5-10%) ou du
myrcene (0,5 a 12%). Ces teneurs peuvent varioreion du chémotype de I'huile

essentielle.

D’autre composés peuvent eégalement étre rencantr@saryophyllene,
limonéne, linalool, B-pinéne, sabinéney-terpinéne,a-terpinéol et terpinéol-4
(Teuscher etal., 2005).

* Composés phénoliques :

(Ibanez etal., 2003; Ramirez etal., 2004) ont montré que l'acide vanillique,
l'acide caféique, et l'acide p-coumariqueonstituent les principaux acides

phénoliques du romain.

Certains auteurs ont montré la présence de comppgéstenant a la familles des
flavonoides: genkwanine, cirsimaritirfbanez etal., 2000; Cavero etal., 2005),
ériocitrine, hesperédine, diosmine, lutéol{@kamura et al., 1994; Del Bao etal.,
2004),apigéningYang etal,. 2008).
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« Utilisations :

> Effets sur le systeme nerveux : L’administratiohudfe de romarin, a la fois
par inhalation et par voie orale, stimule l'actvitlu systeme nerveux central,

respiratoire et locomotrice chez la soKevar et al., 1987).

» Drautres études montrent que les composants durionmibent les phases

d’initiation et de promotion de cancérogénédéord et al., 1995).

» Carnosol du romarin posséde une activité antwicaintre le virus du SIDA
(HIV) (Aruoma etal., 1996) ; alors que I'acide carnosique a un effet inhibitees

puissant contre la protéase de HIPhris etal., 1993).

> Ozcan et Akgul (1995)ont signalé la forte activité antioxydante de llBui
esentielle deRosmarinus officinalisL., par rapport a celle d’'un antioxydant
commercial (BHA), et ont trouvé que cette huile antné un fort pouvoir

d’inhibition de I'oxydation des lipides.

Rosmarinus eriocalyxJORD. & FOURR.
2.2. Classification :

Nom scientifigue: Rosmarinus eriocalyYORD. & FOURR.

Nom communs:Romarin (Francais), Rosemary (Anglais), Iklil (Aegb
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Systématiqgue :

* Regne :Plantae

* Embranchement : Spermatophytes

» Sous embranchement Angiospermes

* Classe :Magnoliopsida

* Ordre : Lamiales

* Famille : Lamiaceae

» Genre : Rosmarinus

» Espece RosmarinugriocalyxJORD. & FOURR.

Cette espéce de romarin est synonymBakemarinus tournefortii de Noé.

2.3. Caracteres botaniques :

C’est une plante rarement trouvée en Espagne, quaipousse dans la région
d’Almeria et dans I'Afrique du Nord, différenciée &. officinalis par son calice

velu.

Etroitement liée aRosmarinus tomentosug’est une espéce endémique des
falaises de mer a formation de pierres a chawesi&@m magnésium dans la province
de Grenade, Espagfigpson, 1992).

Ce romarin, essentiellement distribué en AfriqueNdud, mais que I'on rencontre
dans une zone localisée du Sud-Est de I'Espagowifoe d’Almeria), se distingue
duR. officinalisL. par des feuilles plus courtes (jusqu’a 1,5 @vahgueur), a dents
légerement marquées, et des calices et pédondatasi¥ couverts de longs poils

glandulaires (coexistant avec des poils plus caidses).
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L’inflorescence et calice sont a pilosité doublené courte, I'autre constituée par
de longs poils dressés glanduleux au sommet. &dt@nces longues, a bractées

amples cordiformes longues de 3-4 if@uezel et Santa, 1963).

La figure 15 montre I'inflorescence &e eriocalyx:

L

Figure 15: Rosmarinus eriocaly¥ORD. & FOURR

2.4. Ecologie :

Elle forme un type distinct de végétation avgtipa tenacissimaouvrant de
grandes surfaces de terre. Elle pousse égalemenspbradiquement sur des roches
presque pures de gypse ou le manque de végétaticnrcente lui permet de former
un arbuste vo(té extrémement attrayaigson, 1992).
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3. Etude bioécologique d€allosobruchus maculatus
Introduction :

La bruche du niébé&@allosobruchus maculatus.), est considéré comme I'un des
ravageurs les plus redoutables des graines de laguses. Ce coléoptere attaque les
graines seines en champs ou entreposées et cotematégats particulierement

graves.

Malgré que ce ravageur a été contrélé en par leemdgs insecticides chimiques,

des populations résistantes a ce type de lutteraigpant chaque année.

Ceci suscite la recherche de nouveaux produits grdulmiter l'infestation et

minimiser les pertes occasionné par cet insecte.

3.1. Caracteres généraux de la famille des bruchida

La famille Bruchidae appartient a I'ordre des cpk&oes, un grand nombre
d’espéces appartenant a cette famille sont deg€d&gurs majeurs des stocks de

légumineusegNyamador, 2009).

Environ 30 espéces des bruches dans le mondalesmtivageurs redoutables,
et au moins 9 sont devenus cosmopolites suites émimanges commerciaux
(Kingsolver, 2004).

Les bruches sont des coléopteres de petite talllenfn en moyenne, mais
certaines especes peuvent atteindre 25 mm), aws gepéralement trapu et de

couleurs ternes (a dominante brunatre).

A l'instar des autres Coléoptéres Phytophaga, desl8 premiers articles et le

dernier article des tarses (les tarsomeres) sqarapts.

lls se différencient des autres Chrysomeloidedequartéte allongée en museau, et

bien dégagée du prothorax, ainsi que par la coidigles procoxas.
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En vue dorsale, la téte est cachée par la partsadodu prothorax, le pronotum.
Les deux élytres recouvrent le ptérothorax, a kgtion d’'un petit écusson de forme
rectangulaire ou triangulaire, le scutellum. Legrék recouvrent également tous les

tergites abdominaux a I'exception du dernier, lgigyam.

Les larves de bruche s’alimentent entierement desnes, faisant de leur
détection et de contrble des taches diffic{l2aly etal., 1998).

3.2. Systématique :
Embranchement : Arthropoda
Classe :Insecta

Ordre : Coleoptera
Sous-ordre :Phytophaga
Superfamille : Phytophagoidea
Famille : Bruchidae

Genre : Callosobruchus

Espece :Callosobruchus maculatug~abricius, 1775).

3.3. Répartition géographique :

L’espéceC. maculatusest cosmopolite, maiSouthgate (1978) considére que
c’est une espece originaire du continent africig;échanges commerciaux seraient

a, l'origine de sa distribution actuelle.

Elle est surtout abondante en Amériqgue mais égaieswe tout le pourtour du
Bassin méditerranéen, dans I'Ouest africain, a Mgasl@ar, en Chine, au Japon et a
Hawai(Lepesme, 1944).
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3.4. Description des stades évolutifs de. maculatus:

-L’ceuf : Les femelles déposent généralement leurs ceufstelinent sur les
gousses ou les graines. Cette ponte se fait de tag® spécifique, mais il arrive que
les femelles se trompent de plantes-h{Bedobel etal., 2000).

L'ceuf deC. maculatusest asymétrique, arrondi a la base, subsonigesteémité.
Il mesure de 0,4 a 0,7 mm de long sur 0,3 a 0,4dararge. Lorsque la femelle le
dépose sur la surface du haricot, il s'aplatit iégeent sur ce substratum auquel il

adhere grace a un liquide expulsé par la femellm@&me temps que I'ceuf.

-Les larves :

En effet, les larves de ces insectes sont clétlaggmhet se développent en général

au sein d’'une seule et méme graihehnson, 1981 ; Delobel et Tran, 1993).

La larve néonate qui émerge de I'ceuf se distingnrs des autres stades larvaires
par des structures particulieres qui l'aident dirsde I'ceuf(Johnson, 1981, 1988;
Johnson et Siemens, 1991 ; Delobel et Tran, 199Baly et al., 1998).Elle est en
outre tres mobile, et elle peut percer des tégusnegas épais et durs de facon a

pénétrer dans les graines.

Peu de temps aprés étre entrée dans la graimey&adu premier stade (L1) mue.
Les stades larvaires suivants sont apodes et stog@ent dans la graine. La
situation inverse existe et parfois plusieursdarde la méme espece peuvent se

développer dans une méme graine.

En général, le dernier stade larvaire se nymphdggerieur de la graine

consommeée (apres avoir préparé un orifice de 3¢Relobel & Tran, 1993).
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-La nymphe :

Comme chez tous les holométaboles, des transfamsatimportantes vont
s’opérer pendant la nymphose. Grace a des sé@étiamchatres provenant des
tubes de Malpighi, les organes se sclérifient damndre suivant : les yeux d'abord,
les pieces buccales et les antennes, les patteglyiges puis le corps tout entier
(Ouedraogo, 1978).

-L'imago :

L'imago émerge de la graine en découpant la meraliggyumentaire a l'aide de
ses mandibules. C’est un adulte qui s’accouple desmsninutes qui suivent son
émergence s'il est de la forme non voiliére. Dangds des imagos de la forme
voiliere, les organes génitaux sont immatures eh'observe aucun accouplement

dans les 4 ou 5 jours suivant I'émergence.

Dans tous les cas, I'age de l'insecte est déeteranpeétir de l'instant ou il émerge

de la graine et mene une vie lib@ugédraogo, 1978).

Les adultes mesurent de 2,8 a 3,5 mm de long, ayaobrps trapu de coloration
rougeatre. Les élytres présentent quatre tachedésnbordées de soie, ces taches
peuvent faire complétement défaut ou se réduineeasimple bordure latérale sur les

élytres.

Les antennes sont noires avec quatre premierseartioux, chez le male elles
sont plus élargies a partir di™? article, mais certaines femelles ont les antennes

entierement rougg#ioffman, 1945 ; Balashowsky, 1962).

Les pattes postérieures sont plus longues queeles altres paires, elles portent
des épines dont le nombre et la disposition peantte différencier la bruche du
pois chiche de celle du hariqaftida, 1981).

Le pygidium est de couleur blanche parsemé de dgendes taches noires rouges
plus ou moins brunatrdkepesme, 1944).
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3.5. Distinction des sexes :

Les males et les femelles sont facilement distindag uns des autres par aspect
général. La caractéristique de distinction esblaration du plat couvrant I'extrémité
de lI'abdomen.

Chez la femelle, le plat est agrandi et est olgsoant coloré des deux cétés.
Chez le male, le plat est plus petit et manqueraies. En général, les femelles sont

plus grandes dans la taille que des m@esk et Blumer, 2011).

En outre les macules (taches) sont trés réduiteg & male ou peuvent faire
carrément défaut, leur conférant une couleur plugeatre par rapport aux femelles
(Lepesme, 1944).

Figure 16: Schéma d’'une vue dorsale du male et de femel@ deaculatus

(Brown et Downhower, 1988).
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3.6. Cycle biologique:

/ Incubation (7 jours) \

(Eufs (moyenne : 40 a 60) ] Stade larvaire dans la graine (14 jours)

Adultes (7 jours)

A

Nymphe dans la graine (7 jours) l

™ \

o

)

Figure 17: Cycle biologique d€. maculatuen conditions optimales
(Laurie et Ntoukma, 2002).

Une fois inséminées, les femelles adultes dépdssmeufs fertilisés sur la surface
externe de la graine. Les ceufs (0,75 mm de longf) ®mles ou axe formés, clairs,

brillants et fermement collé sur la surface dertarge.

Apres éclosion, la larve pénétre a lintérieur tandosperme. Une fois que la
larve creuse dans le pois chiche I'ceuf restanufliteydevient blanc opaque pendant

gu'il se remplit de déchets de la larve.
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La larve creuse et s’alimente sur I'endospermeestbiryon du grain, subit une
série de mues, et creuse dans une position juste Ecale du grain avant la
nymphose. Bien que la graine soit encore intaate, fenétre ronde de 1-2 mm

apparait a I'endroit ou se déroule la nymph&sxk et Blumer, 2011)

La nymphose représente le stade de développentenniédiaire entre la larve et
'imago, ce dernier émerge de la graine en décdulamembrane tégumentaire a

l'aide de ses mandibul@Suedraogo, 1987).

Les adultes sont entierement mars 24 a 36 heures apparition. Les méles vont
rechercher des femelles a inséminer; ces derriémeslles stockent le sperme viable
dans leur spermatheque (une structure dans lanrégiroductrice femelle pour

stocker le sperme).

Les adultes méles et femelles s’alimentent peu asidu tout pendant leur vie
courte (10-14 jourg)Beck et Blumer, 2011).

Callosobruchus maculatusst une espece de coloration variable, ce qui peut
conduire une confusion avec d’autres especes dueng&mre. Une partie de cette
variabilité est due a la présence de deux formeg ts adultes, qui different non
seulement dans leurs morphologies mais au nivegsigdgique(Utida, 1981).

Utida (1954), les a baptisées forme non voiliére, et forme gwdliselon la

présence ou I'absence d’aptitude au vol.
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3.7. Dégats occasionnés p&. maculatus :

Malgré que la pontpeut avoir lieusur d’autres espéces de légumineuses comme
le haricot Phaseolus vulgar)s la feve Vicia fabg, le petit pois Risum sativury
Callosobruchus maculatuse se développe que sur le niébégha unguiculata
Walp.), ou le pois chicheCcer arietinun).

Sur ces denrées alimentaires, cette espece preeizgé générations en un an
lorsque les graines sont disponib{Egtoh et Glitho, 2006)et occasionne des pertes
estimées entre 800-900 g/kg dans les différenteagezen AfriqugOuedraogo et
al., 1996; Glitho et Nuto, 1987)mais c’est en Afrigue du Nord et en Amérique

centrale que I'ampleur des dégats est considé(bldarat Lessard, 1980).

D’autre part, d’autres pertes en éléments nutnitéavent étre occasionnées: une
diminution de la teneur en thiamine, une augmemale I'acidité des gousses et une
dénaturation des protéinESouthgate, 1978)

3.8. Ennemies naturels:

De nombreux prédateurs et parasite€deaculatusont été identifiés ce qui peut

constituer une autre alternative pour limiter légdts causées par cet insecte.

58



Partie bibliographigue Chapitre 1: Monographie des espéces étudiées

Le tableau 4 regroupe quelques ennemies naturéls ih@cultaus

Tableau 4: Ennemies naturels d& maculatus.

Famille Especes

Auteurs

Uscana lariophagéteff

. ' Uscana semifumipenn@Sirault
Trichogrammatidae

Uscana mukerjiani

Monge et al, (1990)

Van Huis (1991)

Kapila et Agarwal
(1990)

Eupelmus orientali€rawf
Eupelmidae
Eupelmus vuilletCrawf

Van Huis (1991)

Monge et al, (1990)

Anisopteromalus calandrae
How

Chaetospila elegang/estwood

. Dinarmus basaliskondani
Pteromalidae

Heong (1981)

Van Huis (1991)

Rojas-Rousseet al,
(1988)

Dinarmus vagabundus
Timberleke

Lariophaga texacu€rawf

Van Huis (1991)

Eurytommidae Eurytoma sp

Prevett (1961)

3.9. Méthodes de lutte contre les ravageurs des déns stockées :

Si l'infestation des graines n’'est pas maitrisée;i @eut entrainée de lourdes

pertes en quantité mais aussi en qualité du produit
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3.9.1. Lutte chimique
* Insecticides de contact:

Ce sont des produits pénétrant les tissus de dimsapres avoir traversé la

cuticule.

Les familles d'insecticides les plus utilisées desszones de culture du niébé
sont les organophosphorés et les organochloréss quav les pyréthrinoides et les

carbamategNgamo, 2004).

Parmi organochlorés, le lindane semble étre le effisace contreC. maculatus
avec unéL 5o de0,01ng/adulte.

* Les fumigants :

Les fumigants sont des insecticides a haute terdgovapeur qui agissent sous
forme gazeuse. Ces composeés tres toxiques poumiiteo et les animaux sont
soumis lors de leur application a des normes derisédrés strictes. Par rapport aux
insecticides de contact, ils possédent I'avantageel laisser aucun résidu sur les

denrées.

La fumigation est un traitement purement curatiielois réalisée, le stock n’est

plus protégé contre de nouvelles infestations.

Dans les pays chauds, la phosph{Réls) est le fumigant le plus couramment
utilisé (Howe, 1978; Hindmarsh etal., 1978)et s’avere trés efficace contre les ceufs

et les larves d€. maculatus(Singh etal., 1990).
3.9.2. Lutte physique :
* lrradiation gamma :

Son principe repose sur I'exposition des populatidiinsectes, soit a des
doses éleveées d'irradiation pour tuer tous les estade développement de

l'insecte, soit a des doses plus faibles pourti&sliser
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L’éclosion des ceufs a été inhibée a 10 Gy, tendlisng dose de 20 Gy a été
suffisante pour arréter le développement de tous deades larvaires de

Callosobruchus maculayus.

L’exposition a une dose d50 Gy, a réduit le pourcentage d’émergence des
adultes a 50%. D’une autre part, la longévité dhrdtas a été significativement
affectée a une doses de 500 Gy et n'a pas dépess& jours(Elbadry et
Ahmed, 1975;Hekal et El-Kady, 1987).

» Atmosphere controlée :

Il a été démontré que I'enrichissement de I'atmesglpar I'azote () ou par le

gaz carbonique (Cffait chuter la teneur en oxygene et ainsi I'asgpiyge l'insecte.

3.9.3. Lutte biologique:

La lutte biologique constitue de nos jours la sy sur laguelle se focalisent les

attentions des institutions de recherche.

Pour la gestion des bruches, les études ont mquéées especésdscana
lariophagaet Dinarmusbasalisrespectivement parasitoide oophage et larvophage d
Callosobruchusmaculatusconstituent de potentiels candidats pour une lutte
biologiqgue(Thomas-Odjo et Gaspar, 1994; Ouedraogo &tl., 1996).

3.9.4. Phytopesticides:

L'utilisation des produits chimique dans la luttntre les ravageurs des produits
agro-alimentaires constitue un moyen efficace galier a ce probléeme. Toutefois,
ces substances peuvent avoir un effet néfasteassarité de 'homme, ceci incite a

chercher d’'autres modes d’actions qui ne préseptende risque sur notre bien-étre

Les huiles essentielles des végétaux semblenuggeiste prometteuse dans ce
domaine de recherche vue leurs fortes activitésctigde et leur caractére naturel

non toxique.
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Ce sont des produits issus des végétaux et quaiesel pas de résidus et ne
présentent aucun risque sanitaire pour le consoeumales plantes les plus
efficaces dans la protection des denrées au caurstatkage appartiennent aux
familles des Meliaceae, Annonaceae, Labiatae, Ra&gcAsteracae, Canellaaceae
(Jacobson, 1989).

L'utilisation des extraits végéetaux et des huilssentielles pourrait réduire les

dégats causés par les différents ravageurs.

3.10. Effet des huiles essentielles:

Les huiles essentielles ont des effets anti-appgtaffectant ainsi la croissance, la

mue, la fécondité et le développement des insettasariens.

Il'y a eu également inhibition compléte de la péai&n des larves dans les
graines traitées de linalool et de thymol. De plees,dernier produit s’est avéré

inhibiteur de 'émergence des adultBe@nault-Roger et Hamraoui, 1995).

3.10.1. Effets sur I'octopamine:

L’'octopamine est un neuromodulateur spécifiqueinlesrtébrés: cette molécule a
un effet régulateur sur les battements de cceunptacité, la ventilation, le vol et le

métabolisme des invertébrés.

Enan (2000) et Isman (2000¥ont le lien entre l'application de I'eugénol, de
l'alpha-terpinéol et de I'alcool cinnamique, et locage des sites accepteurs de
'octopamine. Il conclut que I'effet peut varieruth terpéne a l'autre et que les huiles
essentielles peuvent agir en tant qu’agonistesitaganistes du neuro-transmetteur.

En général, les huiles essentielles sont connuasneodes neurotoxiques a effets
aigus interférant avec les transmetteurs octopagiouges des arthropodes.. Ces

huiles sont donc peu toxiques pour les animauxg shaud.
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3.10.2. Sur le systéme nerveux :

Les huiles essentielles sont riches en monoterpénesuse la mort des insectes
par inhibition de I'activité de I'acetylcholineséée au niveau du systeme nerveux
(Houghton etal., 2006).

3.10.3. Effets physiques :

Les huiles essentielles agissent directement auwuticule des arthropodes a
corps mou.lsman (2000) fait cette hypothése car plusieurs huiles esddie

semblent plus efficaces sur les arthropodes a coqus

La nature lipophile de I'huile essentielle peut idéigr la couche cireuse de la
cuticule et causer des pertes en eau. Les traghdes sacs d’air des insectes sont
enduits de cette couche cireuse et sont affectgéeshuile essentielle ce qui peut

entrainer I'asphyxie.

D’autres travaux ont démontré que I'huile esseletigé Thymus persicupossede
un effet répulsif et toxique vis-a-vis deallosobruchus maculatust Tribolium
castaneumLes doses létales a 50% de cette huile contredes thvageurs étaient

de 2,3%ul/cm? et 234,42ul/cm? respectivemen{Moharramipour et al., 2008)

Suthisut et al., (2011), les huiles essentielles de trois plantes de lallame
Zingiberaceae ont montré une forte activité toxigqaatre Tribolium castaneum,

Sitophilus zeamais

D’une autre part, les composés majoritaires dehtales ont été testés et ont

manifesté un effet toxique comparable.

Deux lepidoptéresHctomyelois ceratoniageller etEphestia kuehniellZeller),
sont avérées trés sensibles aux traitements avéhule essentielle ddlistacia

lentiscus

Les auteurs ont aussi détecté une réduction d=tailité et du taux d’émergence

des ravageur@achrouch etal., 2010).
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Introduction :

Ces derniéres années, l'intérét de la recherchélelules antioxydants dérivés des
plantes dans la nourriture et la santé humaine ggnanté. Cependant, d'autres
champs ont besoin également des antioxydants, codans la commande de
polymérisation dans la fabrication du caoutchows plastiques et de la peinture et
pour la protection des plastiques clairs contriitaiere UV, ou dans la conception
de meilleurs carburants d'automobile et des huilesgraissagegHalliwell et
Gutteridge, 1999).

Par conséquent, l'application pratiqgue des antiamigis'est développée pour étre
si large qu’il est difficile de trouver une défimim appropriée pour le terme

antioxydant lui-méme.

Généralités sur le phénomene d’oxydation des lipide
1. Substrats lipidiques :

Les acides gras libres ou estérifiés sous formeylgeérides sont sensibles a
I'oxydation. Libres, les acides gras s’oxydent ptapidement que les triglycérides
montrant l'importance de la lipolyse dans le déesouént des phénomeénes

d’oxydation.

Ainsi, les huiles riches en acides gras polyingetuelles que celles de poissons
sont trés sensibles a I'oxydati@@roguennec etal., 2006)

2. Phénoméne d’oxydation des lipides :

L’oxydation des lipides peut s’effectuer suivarft@ients mécanismes. Cependant
les compositions des produits de la réaction somasignent les mémes et

indépendantes du mécanis(Rokorny, 2003).
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Le tableau 5 résume les principaux mécanismes dation des lipides :

Tableau 5: Mécanisme d’oxydation des lipid@8okorny, 2003).

Type Lipides Agent ) _
) ) Catalyseur Prévention
d’oxydation oxydés oxydant
Tous les ) .
_ . Metaux lourds, Oxygene _
Auto-oxydation lipides . . ) Antioxydants
_ ] radicaux libres triplet
insaturés
Oxydation Lipides . ] Oxygene Inactivation
) ] i Lipoxygénases ]
enzymatique  ployinsaturés triplet des enzymes
Oxydation duea  Tous les ) . Piégeage
. o Molécules Oxygene .
I'oxygene lipides _ ) d’'oxygene
) ) ) photosensibles singulet _
singulet insatures singulet

2.1. Mécanisme d’auto-oxydation des lipides :

L’'auto-oxydation des lipides est une réaction raldice en chaine
autocatalytique. Une séquence impliguant une étHimdtiation correspondant a
I'activation de la molécule d’acide gras, une phdasg@ropagation et des réactions de
terminaison ont été proposeées pour expliquer [|axtgdation des lipides
(Croguennec efal., 2006)

Etant une réaction des radicaux libres, I'auto-@tigh se procede en 3 étapes :

2.1.1. Phase d'initiation: c’'est la premiére étape durant laquelle des rasica
libres sont formés a partir des molécules lipidgpar arrachement d’'un atome

d’hydrogéne d’'une chaine d’acides gras généralenmntaturés.
La réaction principale de la phase d'initiation lessuivante :
R-H->R+H

Figure 18: Phase d’initiation
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D’aprésCroguennec etal. (2006),'oxydation des lipides est d’abord tres lente
du fait de la faible vitesse d'initiation. En efféd départ de I'atome d’hydrogéne est
peu probable en raison de I'énergie d’activatioevéé de la réaction. Il est

cependant facilité par :
-Le chauffage (thermolyse).
-La lumiére (photolyse).
-Les radiations ionisantes.

-La présence dions métalliques polyvalents, libms lies & des molécules

organiques
-Certaines enzymes (lipoxygénase).
2.1.2. Phase de propagation :

Apres l'initiation, les réactions de propagationdgelenchent durant lesquelles un

radical libre est converti en un radical d’acidagydifférent.

Ces réactions entrainetiarrachement d’'un ion d’hydrogene ou l'addition de

I'oxygéne sur un radical alkylique.

L’enthalpie d’activation de la réaction de propawyatest relativement plus faible
gue celle de rlinitiation, ce qui explique sa vgesplus élevéePpkorny et al.,
2000).

La réaction d’'un radical acide gras avec une mddédioxygene est trés rapide

lorsque la teneur en oxygene n’est pas limitante.

Lors de la phase de propagation un seul radicad lieut initier la formation de

nombreuses molécules d’hydroperoxydes (1000 ougausninute).

La quantité d’hydroperoxydes générée corresponda aguantité d’oxygene

consommee lors de I'oxydation des chaines d’acids.g

La vitesse de formation des hydroperoxydes s’aceédu cours du temps
(Croguennec efal., 2006)
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Les réactions la phase de propagation sont lessigis sont représentées dans la
figure 19:

R'+ O,— ROO’
ROO'+R'—H —> ROOH + R’

Figure 19: Phase de propagation

» Formation des produits secondaires d’oxydation :
Une fois les radicaux formés, il se produit de noenk réarrangements :

La voie majoritaire de scission des hydroperoxydesne lieu a des radicaux

hydroxyles (OH*) et des oxyradicaux (RO¥).

Ces derniers engendrent divers produits d'ogdaainsi que de nouveaux
radicaux tres réactifs pouvant entretenir réaction ou réagir avec d’autres

especes chimiques (exemple: les amines).

Le remaniement des hydroperoxydes peut évolusrdes fonctions époxydes,
cétones, hydroxyles, furanes plus stables, avecpdssibilités de cumul sur une
méme chaineRana, 2006).

La figure 20 résume les principales voies de foionatles produits secondaires
d’oxydation des lipides.

67



Partie bibliographigue Chapitre 4: Oxydation et antioxydants

R R“T:I_[R1 + DH_
0* —RO-
/ "~ R'CR'+ROH

N
R'CHO +R'

R'CR' +RH
R"CHR' + R+

OH

Figure 20: Formation des produits secondaires par la décomiposiles

hydroperoxydegPokorny etal., 2000).

2.1.3. Terminaison :

Lorsque la concentration en radicaux libres devsefiisamment importante, ces
derniers peuvent se combiner pour terminer d’auiaation selon les réactions de

terminaison suivantes:
ROO™+ ROO" — ROOR + O,
ROO’ + R"— ROOR
R'+ R"— RR
Figure 21: Phase de terminaison

La combinaison entre deux peroxydes prédomine lerdg pression partielle en

oxygene est élevée.

L’enthalpie d’activation des réactions de termipnaisest faible mais la limite
provient du facteur de probabilité de rencontre rdelscaux entre eugCroguennec
etal., 2006)
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La figure 22 représente I'évolution de la formatides produits d’oxydation au
cours des différentes périodes en fonction du temps

160 -
140 A
120 A

100 -
80 - Période de propagation

Unités arbitraires

60 < < >

40 -|Période d'initiation Période de terminaison

0 5 10 15 20 25

Temps (heures)

Figure 22: Représentation schématique de I'oxydation des sgos insaturés
par I'oxygene atmosphérique (la formation des pitsdilioxydation est indiquée par

des unités arbitraires en fonction du ten{Pxkorny etal., 2003).

2.2. Oxydation des lipides par I'oxygéne singuletPhoto-oxydation

Elle est trés intense dans les aliments exposa&suaniere visible ou ultraviolette.
En présence d’'un photosensibilisateur, I'énergadiante convertit 'oxygene triplet
en oxygene a I'état singulet qui est mille foisgphctif que I'oxygene dans son état
triplet. C’est une autre voie de formation des lopeéroxydes.

Dans ce cas l'excitation des lipides (Photo-oxytatiype 1) ou I'excitation de
'oxygene (Photo-oxydation type 2) peuvent ava@ulien présence de la lumiére et
d’'un photosensibilisateur. La réaction de la phmtgdation ne comprend pas une

phase d’induction.
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2.2.1. Photo-oxydation type 1 :

Dans ce type de photo-oxydation, I'énergie de taiéme (ultraviolet > 280 nm, et
le spectre visible) est absorbée par un photosésatbur, ce qui I'éleve a I'état

singulet.

Ensuite, un croisement intersystématique formeat'étiplet. Le sensibilisateur
excité reéagit directement avec une autre molécule capturant un atome
d’hydrogene. Ce mécanisme donne des radicaux lijuegpeuvent initier I'auto-

oxydation.

Les principales réactions ayant lieu durant ce tgee photo-oxydation sont
rassemblées dans la figure 23:

Sen+hwv Sen
'Sen __ | Sen
Sen+RH — "R%Sen-H
Sen+ROOH RO® *sen-H

Figure 23: Photo-oxydation type 1

2.2.2. Photo-oxydation type 2:
La photo-oxydation type 2 implique aussi des phertegilisateurs.

L’énergie électromagnétique véhiculée par les taia du domaine visible
excite le photosensibilisate(8en)d’abord dans un état singuf@en* puis dans un

état triplet >Sen* compatible avec I'oxygéne dans son état fondarhéste triplet).

L’énergie acquise par le photosensibilisateur asts restituée et transférée a

I'oxygene triplet qui est converti en oxygéne silegu

Les étapes de la photo-oxydation type 2 sont réssrdans la figure 24:

70



Partie bibliographigue Chapitre 4: Oxydation et antioxydants

Sen + v » ISen*
'Sen* » Sen*
3Sen* +°0, » Sen'®,

'0, + RH » ROOH

Figure 24: Photo-oxydation type 2

A son tour 'oxygéne singulet réagit avec les desbiaisons d’'un accepteur a
I'état singulet, dans la plupart des cas, lipidigeél), ce qui aboutit a la formation
d’hydroperoxydes (ROOHCroguennec etal., 2006)

2.3. Oxydation enzymatique:

Plusieurs enzymes sont susceptibles de catalysgrdiation des lipides mais les

lipoxygénases sont les plus actiy€soguennec etal., 2006)

Les lipoxygénasedinoléate oxygéne oxydoréductasejont tres répandues dans
les regnes animal et végétal. De fagcon généraldipexygénases exigent des acides
gras libres comme substrat, bien qu’il y ait quekjisoenzymes qui réagissent avec

les triglycéridesRokorny etal., 2000).

Les lipoxygénases sont des métalloprotéines posséada atome de fer non
hémique qui est a I'état ferreux dans I'enzyme tinac L’activation de I'enzyme se
produit lors de l'oxydation du fer ferreux couplée la décomposition d’'un

hydroperoxyde en radical alkyl.

Une fois active, la lipoxygénase catalyse I'ingartd’une molécule d’oxygene sur
un acide gras insaturé selon une réaction stéréifisp@ et aboutit & la formation
d’hydroperoxydegEymard, 2003).
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L’oxydation enzymatique est une réaction radicalan chaine qui se déroule de
facon similaire a l'auto-oxydation. Elle peut étralentie par des antioxydants

phénoliques qui interrompent les réactions de<aac libregPokorny, 2003).

3. Les antioxydants :

Dans l'industrie alimentaire, un antioxydant edtnii€omme substance qui, dans
une concentration faible, est capable d'empécherretarder, d'une maniére

significative, I'oxydation des matériaux facilemeriydables, tels que des graisses.

Cependant, les lipides ne sont pas les seules mat&oules qui peuvent souffrir

I'oxydation.

Non seulement il est difficile de définir spécifequent un antioxydant mais il n'y

a aucune définition internationale admise pourecaé.

Par exemple, l'ascorbate se protege bien contigetaxydation de lipide de
plasma, provoquée par la fumée de tabac, mais omtnecdes dommages de protéine
de plasmgHalliwell et Gutteridge, 1999).

En termes mécanistes, un antioxydant peut étranidéfi tant qu'un donateur
d'hydrogene ou donateur d'électrdfcDonald-Wicks etal., 2006).

Le potentiel de réduction détermine la capaciténdaomposé pour réduire
chimiquement un autre. Un systéme avec un potesta@ldard négatif de réduction
(-E°) devrait réduire (donner les électrons) unt&aye avec un E° moins négatif,

zéro, ou positifHalliwell et Gutteridge, 1999).

En raison du potentiel positif inférieur de rédanti le systéme radicalaire
Ascorbate/Ascorbyl est capable de réduire le systé&adical tocopheroxylaf

tocopherol.
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Par conséquent, la réaction d'ascorbate (forme queni pH=7,4) est
thermodynamiquement possible, permettant a l'aatertbe régénérer la vitamine E

(tocopheéroal).

H*+ ascorbaté + a-tocopheroxyl— a-tocopherol-H + ascorbate

L'action d'oxydation dépend également des constatgevitesse. Dans ce sens, le
radical d’hydroxyle est un oxydant extrémement, fpas simplement en raison de
son potentiel fort de réduction mais égalementason des constantes de vitesse

relativement élevées.

L'ordre de grandeur de la constante de vitessectésistique des réactions
limitées seulement par le mouvement de moléculed@K0 mol/l/s. Cet ordre de
grandeur, Vérifié pour assurer le radical d'hydrexgvec beaucoup de substrats,
indique qu'il y a une réaction des qu'une collissenproduira entre deux entités,

c’est-a-dire a une énergie d'activation pratiqueémeiie.

Les radicaux d'hydroxyle sont extrémement réacisc une diffusion trés petite,
et leur réactivité est reliée a I'endroit de leamfation. En outre, ils ont une durée de
vie treés courte 12-20 second€afdes-Albert et Jore, 2005).

Ces réactions sont responsables des dommagesiQi@egtendus détectés loin
de I'emplacement de leur producti@eghpande etl., 1995).

3.1. Types d’antioxydants :

Pour prévenir ou retarder la détérioration oxydaties aliments, les antioxydants
était largement utilisés comme des additifs damss geaisses, les huiles et dans
lindustrie agroalimentaire. Il existe deux grandasnilles d’antioxygénes, ceux

d’origine naturelle et ceux de synthése.
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3.1.1. Antioxydants de synthese :

Les antioxydants de synthése habituellement wWilisdnt les composés
phénoliques comme le Butyl Hydroxy Anisol8HA), Butyl Hydroxy Toluene
(BHT) et le Ter-Butyl-Hydroxy-QuinonéTBHQ), et les esters de 'acide gallique.

Les antioxydants phénoliques sont toujours suléstitpar les alkyls qui ont

prouvé une plus grande solubilité dans les graissks huiles.

Les principaux antioxydants de synthese utilisés agmoalimentaire sont

regroupés dans la figure 25;

OH o I/ OH
@74 }

O OH

\ N J BHT

BHA
OH
HO H
HO
Oﬁ:f M
H

Gallate de propyle

TBHQ

Figure 25: Structure de quelques antioxydants de synthése

3.1.2. Les antioxydants naturels:

» Les sulfures allyliques :Ce sont des composés caractéristiques de I'adrdt s
dotés d’'un fort pouvoir antioxydant qui est souvita leur capacité a réduire les

especes réactives de I'oxygene ainsi qu’'a I'adovatles enzymes anti oxydatives.
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» Les composés phénoliques :

Les polyphénols et les flavonoides constituent tand) groupe de composants

chimiques largement présents dans le regne végétal.

Les flavonoides peuvent agir comme des antioxydaautgpiégeage des radicaux

incluant les anions superoxydes, les peroxydedidjpes et les radicaux hydroxyles.

Les flavonoides, les acides phénols et les gallsbd@$ connus aussi pour leur

pouvoir d’inhiber la lipoxygénase et 'oxygene giltej.
* Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles extraites de certainestgdaaromatiques ont été aussi
étudiées pour leurs activités antioxydantes. Ainss composés des huiles
essentielles possedent une activité antioxydaatgrdfil aromatique de ces huiles

essentielles limite leur utilisation comme antioagts dans les aliments.

» Les tocophérols(E 307 a E 309):sont des antioxydants classés comme
antioxydants de rupture de chaine, c’est a-dirdsgagissent au niveau de I'étape de

propagation et de terminaison.

La vitamine E est un antioxydant importanti grotege les cellules contre
les dommages associés aux radicaux libres etg@séquent, prolonge la vie

cellulaire tout en ralentissant le processusvidgdlissemeni{Maydani, 2000)

Il a été déterminé que la vitamine E naturelle, ldemétre deux fois plus

biodisponible que la vitamine E synthétiq(Rurton et al., 1998).

La vitamine E est rencontrée surtout dans lekesuiégétales, les noix et les
germes de diverses grain@tansant, 2004). La figure 26 montre la structure des

tocophérols.
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HO ‘

O

Figure 26: Structure des tocophérols

 Les Caroténoides :sont une classe de composés phytochimidres
importante, trouvés dans les légumes et fruiégalement dans le lait,

empéchent les dommages génétiques, protegertecles dommages oxydants.

» L’acide ascorbique (E 300 a E 304) :

La vitamine C est un micronutriment qui n'est pysthétisé par I'organisme

humain et doit étre apporté dans les aliments.

Cette vitamine hydrosoluble est capable de réagic@ment avec les radicaux
superoxydes, hydroxyles et I'oxygene singulet aitpeuer le réle d’antioxydant.

L’acide ascorbique agit comme un piégeur efficae©gd.

2 O;” + acide ascorbique + ZHs> acide déhydroascorbique + 2,®3
(Wang etal., 2000).
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La structure de I'acide ascorbique est représentéta figure 27:

CH
HO
HDW o
HOK %O

Figure 27: Structure de I'acide ascorbique

3.2. Evaluation de la susceptibilité a I'oxydatioret du niveau d’oxydation :
3.2.1. Analyse sensorielle :

Dans lindustrie alimentaire, la détection des a@deundésirables dues a
'oxydation par I'odorat ou le golt est la prindg@améthode pour décider qu’un

aliment lipidique n’est plus consommable.

3.2.2. Mesure de la consommation des substrats diaation :

L’étude cinétique de la consommation d’oxygéne mdrde mesurer la durée de
la phase d’induction. On mesure I'accroissemenpalds de la matiere grasse sous
l'effet de la fixation de l'oxygéne ou la chute gmession engendrée par la

consommation d’oxygene.

Selon Sanchez-Moreno, 2002) activité antioxydante des différents extraits des
plantes, huiles essentielles et autres composéspaut étre évaluée en utilisant de

multiples essais in vitro.

Les tests de l'activité antioxydante sur les alitaegt les systemes biologiques

peuvent étre divisés en deux groupes :
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-Les tests évaluant la peroxydation des lipides.
-Les tests mesurant le pouvoir de piégeage desaadiibres.
A/ Mesure des peroxydes formes :

Pour évaluer la peroxydation des lipides, plusieusstrats peuvent étre utilisés
tels que les huiles et les graisses, l'acide ligo& les esters méthyliques d'acide
gras et les lipoprotéines a basse densité (LDLS).

L'activité antioxydante dans de tels systemes paat détectée en mesurant le
substrat et la consommation d'oxydant, et lesnmé€iaires ou la formation finale de

produits. Dans des matrices de nourriture, plusiewgsures peuvent étre effectuées:

» Mesure de l'indice de peroxyde 1a mesure de l'indice de peroxyde est un
test simple et par conséquent tres utilisé. Lesxyeles sont dosés par iodométrie,
polarographie ou colorimétrie apres réaction aeethiocyanate ferreux ou encore
par CPG aprés un choc thermique. Il s’exprime endpgygéne actif par kg de

matiere grasse.

> Le test SWIFT ou AOM (active oxygen methgd de I'air ou de I'oxygéne
purifié est mis a barboter dans un échantillordlgpie maintenu a 97,8°C. Le dosage

des peroxydes permet de mesurer la susceptibdgdipides a I'oxydation.

> Le test ORAC(The oxygen radical absorbance capacity)suit la
peroxydation d’'un aliment qui est provoquée parradical hydrosoluble stable
initiateur, par la perte de fluorescence de larflgsoéine. Elle s’exprime par l'aire
nette sous la courbe représentant I'intensité wlerdscence a 515 nm en réponse a

une excitation a 493 nm en fonction du temps.
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» La spectroscopie de résonnance paramagnétique élextique (RPE):
L’'analyse est basée sur la mesure des radicaugsliformés durant les stades
initiaux de I'oxydation. Contrairement aux testexj/dation accéléreés, cette analyse

s’effectue a basse température, a 60°C environ.

» Les diénes conjuguést.a formation des hydroperoxydes a partir des acides
gras polyinsaturés conduit a la conjugaison detriactsire pentadiéne. Cela cause
I'absorption des radiations UV283-234 nm Cela représente une méthode simple et
rapide pour évaluer la détérioration oxydative @'tmuile.

La plupart des tests basés sur des substratsqlijgsli ont besoin des états
acceéléres d'oxydation : pression et la tempérgbaréelles accrues de l'oxygene ;
addition des catalyseurs en métal de transitioqposition a la lumiere ; et secousse

de variable et sources de radical lifieguel, 2010).

B/ Mesure des produits de décomposition des peroxgsd :

Pour mesurer des capacités de piégeage de radica) les méthodes sont
divisées en deux groupes, selon les réactions ghasi impliquées: les méthodes
basées sur la réaction de transfert d'atome d'bgdmet celles basées sur un simple
transfert d’électrofHuang etal., 2005); (McDonald-Wicks etal., 2006).

Les deux types de réaction peuvent se produire lsimément et la réaction

dominante dans le systéme peut étre déterminée eslalispositifs suivants :
-La structure et les propriétés antioxydantes ;
-La solubilité et les coefficients de partage ;
- Le systeme dissolvant.

L'énergie de dissociation et le potentiel d'ion@atsont deux facteurs qui
déterminent le mécanisme d’action et l'efficacigs é@ntioxydantsWright et al.,
2001) ; (Prior et Shaish, 2005).
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En outre, les tests évaluant l'efficacité contrasigurs especes réactives a
l'oxygene et a l'azote gOOH, ONOO, H, O,) sont également nécessaires et sont

généralement exécutés.

-Méthodes basées sur le transfert d'atome d'hydrogén:
L'antioxydant peut piéger les radicaux libres pamation d'hydrogéne :
X+ OH XH + A

La réactivité relative de ces méthodes est dété&mnpar I'énergie de dissociation
du groupe de l'antioxydant, qui est caractéristigoer des composés avec une

énergie de dissociation -10 kcal/mol et un potéudtienisation <- 36 kcal/mol.

Ces réactions ne dépendent ni du pH et ni du sbluéisées et sont tres rapides

(habituellement accompli en secondes aux minutes).

La présence des agents réducteurs (ions en métad) @k telles méthodes n'est
pas recommandée parce qu'elle peut lancer unawtiaéevéee(Prior et Shaish,
2005).

Les méthodes basées sur la réaction de transdesth@ d'hydrogéne incluent:
Inhibition d'oxydation induite de LDL;

Capacité radicale d'absorbance de I'oxygene (ORAC);

Paramétre antioxydant de piégeage radical totaRfF)R

Analyses de blanchissement.

-Méthodes basées sur un simple transfert d'électron

Ces méthodes permettent de mesurer la capacit@utioxydant de transférer un
électron pour réduire un composé, y compris deauméties groupes carbonyliques

et les radicaux.
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La réactivité relative de la méthode du transfarpse d'électron est basée sur la

déprotonation dans le potentiel d'ionisation dauge fonctionnel réactif.
Par conséquent, les méthodes de transfert simgéctton sont pH-dépendantes.

Généralement, le potentiel d'ionisation diminuecal@ugmentation des valeurs
du pH, qui reflete une capacité de donation plagéd avec la déprotonation.

L’action antioxydante est principalement de typetrdesfert d'électron quand les

valeurs potentielles d'ionisation sont supérieareg5 kcal/mol.

Les réactions basées sur le transfert d'électran lsabituellement lentes et des
calculs sont basés sur la diminution de pourcentEg@roduit plus qu'en termes

cinétiques.
Ces méthodes incluent :
-Dosage des phénols totaux avec le réactif de fibcalteu.
-Mesure du pouvoir de réduction du fer ferrique.

-Test du potentiel antioxydant total utilisant lemplexe Ci? comme agent

oxydant.
-Test au 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

Comme rapporté ci-dessus, parfois les résultaisnabtpar difféerentes méthodes
ne sont pas comparables, en raison de plusieutsufaccomme: la structure
physique du systeme d'essai; la nature du subdaydation; la présence des
composants agissants l'un sur l'autre; le modeadeeiment |'oxydation; et la

méthode analytique de mesurer I'oxydation.

Il y a un grand besoin de normaliser des analystexydantes afin de réduire au

minimum le désordre actuel dans les méthodologies.

Pour des produits alimentaires, quelques autewpopent un arrangement qui

inclut trois étapes principales dans I'évaluatiotioxydante des échantillons:
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1. Quantification et identification des composéériliques.

2. Quantification de l'activité de piégeage desiqaualx libres, en utilisant plus
d'une méthode et en considérant l'effet du solsantaction de I'antioxydant.

3. L'évaluation de la capacité d’'un antioxydannhilber ou a arréter I'oxydation
des lipides dans un systéme model adé@dauel, 2010).
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Matériels et méthodes :

1. Matériel veégetal:

Les huiles essentielles ont été extraites a padesrparties aériennes (feuilles et fleurs) de
deux especes de la famille des lamiacées, de nesyextraits éthanoliques ont été obtenus a

partir des feuilles de ces mémes plantes.
Le tableau 6 montre les espéces étudiées et lemrsnances:

Tableau 6: Espéeces de lamiacées étudiées.

Famille botani Espéces Provenance  Stade de réco

Azzazga

(Tizi Ouzou Début de florai

Lavandula stoechas.

Lamiacées . .
Rosmarinus eriocalyx

Jord. & Fourr. Tablat (Médé Début de florai

> Description des espéces étudiees :
: Selon(Quezel et Santa, 1963)

* Lavandula stoechas.. estun sous-arbrisseau aromatique. L'inflorescencersipis
denses terminaux avec des fleurs bractéolées.lice est tubuleux a 5 dents courtes inégales
et la corolle est exserte a tube dilaté a la gdaydevre supérieure est composée de deux

lobes, et la levre inférieure en posséde 3, lanigas sont incluses.

Les feuilles sont entieres, grisatres sur les 29aet a marges révolutées. Les tiges

floriferes sont feuillées jusque sous les épis.flags et les bractées sont violettes

* Rosmarinus eriocalyxJord. & Fourr.: est une des trois espéces de romarin;
caractérisée par une inflorescence et un calig®sitg double, I'une courte, I'autre constituée
par de longs poils dressés glanduleux au sommaet.irforescences sont plus longues, a

bractées amples cordiformes longues de 3-4 mm.

En Algérie on la trouve généralement sur les cotesaises et algéroises ou elle pousse a

I'état sauvage sur les garrigues rocailleusedetehstitue une espéce endémique.
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2. Matériel entomologique :

Le but de cet élevage est I'obtention des aduleeSallosobruchus maculatugtiles dans

nos expériences réalisées sur les graines delpolses Cicer arietinun).

L’élevage de masse de la brudballosobruchus maculatus été conduit dans des bocaux
en verre de 15,5 cm de hauteur et 8 cm de diamgirejes graines de pois chich&scér
arietinum) (jamais traitées par les insecticides) avec udspde 100 g dans chaque bocal
(Figure 28).

La souche d’origine des bruches provient du laloimad’Entomologie de I'Université de
Tizi-Ouzou. Pour accélérer I'élevage de masse awoss utilisé des couples d’'insectes, sans
détermination du nombre, et des graines de pochekipréalablement contaminées.

Figure 28: L'élevage deCallosobruchus maculatus. dans

des bocaux en verre a l'intérieur de I'étuve.

Chaque bocal est infesté par 15 couples de brymtwasassurer une reproduction rapide.
Les bocaux ont été ensuite transférés dans une étglée a une température2e+ 1°Cet
une humidité relative de0 + 5%, ce qui constitue les conditions optimales de kppEment

de cet insecte.
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3. Coupes anatomiques:

Pour une meilleure compréhension des phénomenagratdon et afin de localiser les
organes sécréteurs des huiles essentielles désspagtiennes (feuilles et fleurs) des espéces
étudiées, une observation de la structure anat@mgsa deux organes est nécessaire, ainsi des

coupes transversales au niveau des feuilles esftau été réalisees.

La préparation de ces coupes a eu lieu au nivedaldwatoire de botanique de I'Ecole

Nationale Supérieure Agronomique.
» Protocole opératoire :

Une moelle de sureau a été utilisée afin d'obtdas coupes suffisamment minces pour

pouvoir les observer au microscope photonique.

— Afin de vider les cellules de leur contenu, unty@iéement pendant 20 min dans une

solution d’hypochlorite de sodium (Eau de JavelP2C a été réalisé.

— Un ringage dans de I'eau distillée durant 1 ai, puis dans de l'acide acétique a 5 %
pendant 5 min a été effectué.

— Une coloration des coupes en utilisant le carnvieid-permettra de différencier les

parois cellulosiques (couleur rose) des partigsfléges (couleur verte).

4. Extraction des huiles essentielles:

Les extractions ont été effectuées sur les paaieignnes des deux plantes étudiées. Elles
ont été réalisées dans les deux cas a partir dhatere fraiche et broyée au laboratoire de
Chimie de I'Ecole Nationale Supérieure Agronomiqu@ppareil utilisé est de type

Clevenger-modifie.
4.1. Mode opératoire :

Pratiguement, pour chaque plante étudiée, 100 gesmnai@ matiere végétale fraiche ont été
introduits dans le ballon de 2 litres, rempli aug @e son volume d’eau distillée. Ensuite, le
ballon a été chauffé pendant 3 heures. Le ball@auféd produit de la vapeur chargée de
produits volatils. Cette vapeur se condense awacbdtl réfrigérant.
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Le condensat est recueilli dans une ampoule a tkycan I'on sépare la phase aqueuse de
la phase organique qui constitue I'huile esseseti@igure 31).

Figure 29: Montage de I'appareil de Clevenger-modifié.

1: Chauffe-ballon. 5: robinet réglable.

2: Ballon de 2 litres (eau+matiére végétale). 6: support métallique.

3: Colonne en verre. 7: Sortie de I'eau chaude
4: Réfrigérant. 8: Arrivée de I'eau froide.

L’huile essentielle est déposée par la suite sudesséchant de type sulfate de sodium
anhydre(Na;SQ,), afin d’éliminer d’éventuelles traces d’eau, ppesée afin de calculer le

rendement de I'extraction par rapport a la massaahériel végétal frais.
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L’huile essentielle est conservée au réfrigérateune température de 4°C, a l'abri de la

lumiére dans un flacon en verre fermé hermétiquémerue de son analyse.
4.2. Rendement de I'extraction:

Différentes méthodes d’exprimer le rendement etehessentielle sont utilisées. Soit en
rapportant en pourcentage la masse de I'huile gserrécupérée a la masse de la matiere
végetale séche ou fraiche utilisée, soit en rappote volume de I'huile essentielle recueillie

(exprimée en ml) pour 100 g de matiére végétalkesea humide utilisée.

Dans notre travail nous avons exprimé le rendemerdonsidérant le rapport du volume
d’huile essentielle récupérée et de la matieretedgéaiche, il est exprimé en pourcentage et

donné par la relation suivante:

R % = Ve /100 grammes de la matiere végétale fraiche

Vxe: Volume d’huile essentielle récupéré exprimé en ml.

5. Extraits éthanoliques:
5.1. Préparation de I'extrait des feuilles:

L’extrait a été obtenu a partir des feuillesldestoechad.. etR. eriocalyxJord. & Fourr.

en utilisant une technique d’extraction solide-dupar Soxhlet.

» Broyage:

Les échantillons séchés ont été broyés jusqu'antidmbed’une poudre trés fine conservée

dans un flacon en verre étiqueté.
> Extraction:

Dans notre étude, une extraction solide-liquideS@xhlet a été réalisée au laboratoire de
chimie de I'Ecole Nationale Supérieure Agronomic@.g de poudre des feuilles ont été mis

dans une fiole avec 100 ml d’éthanol a 99%.
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Apres I'extraction solide/liquide par Soxhlet penté heures, on a obtenu un solvant riche
en substances extraites, ce solvant a été en paréiporé dans un évaporateur rotatif.
L’extrait ainsi récupére est a été placé dans @sideateur, pesé et conservé a 4-6°C jusqu’a

utilisation.
5.2.Rendement en extrait:

Le taux d’'extraction est calculé comme suit :

Le taux de matiere extraite (%) = [(Fo-P1)/E] x 10C

Po: poids du bécher vide ().
P, : poids du bécher aprés évaporation du solvant (g).

E : poids de I'échantillon (poudre) (g).

6. Caractéristiques organoleptiques et physico-chilues des huiles essentielles:
6.1. Caractéristiques organoleptiques:

L’aspect, la couleur, et I'odeur des huiles ess#le ont été déterminés en utilisant nos

sens comme des indicateurs.

6.2. Caractéristiques physico-chimiques:

Les propriétés physico-chimiques des huiles esdia#tisont importantes surtout du
point de vue commercial, car elles sont soumisaésealégislation et une normalisation. Elles
sont déterminées par une série d’'analyses quiisdijuées par le recueil de normes de la

I’Association Francaise de Normalisation (AFNOR).
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* Indices physiques:

A. Densité relative:

La densité relative des huiles essentielles a éééerminée selon la norme
NF T 75-111 elle est définie comme étant le rapport de la mdas certain volume d’huile

essentielle &20°C, a la masse d’un égal volume d’eau distillée radane température.

Cette grandeur est sans dimension et son syml:taledez%)

B. Indice de réfraction:

La mesure de lindice de réfraction des huiles msslées a été effectuée selon la
norme NF T-112 a l'aide d'un appareil du tyBellingham. Lorsque celle-ci est effectuée a
une température T (°C) différente 8&°C, on effectue alors la correctior2&C par le biais

de la formule suivante:

n2° =n’ +0,0004T - 20)

-
n D : Valeur de la lecture obtenue a la températuf¥C].

7. Analyse qualitative et semi-quantitative des higs essentielles:

7.1. Analyse qualitative des huiles essentiellesrgaPG :

L’analyse qualitative des huiles essentielles dasxplantes étudiées a été effectuée au
laboratoire d’analyse instrumentale du départententtechnologie alimentaire a I'Ecole
Nationale Supérieure Agronomique, selon les comaiitiopératoires suivantes :

» Sur colonne DB-5 :Cette colonne a été utilisée pour I'analyse degesui

essentielles de lavande et du romarin.

« Appareil de type CP Chrompack 9002;
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» Colonne capillaire : DB-5 de phase stationnairesiboe fondu de longueur: 30 m et de
diametre interne : 0,32 mm; épaisseur du film dehlase: 0,2m.

» Températures de l'injecteur et du détecteur (FEBY) et 280°C respectivement ;

e Programmation de la température: 50°C pendant 3 puiis augmentation de la
température a raison de 2°C/min jusqu'a 250°@aintenue en isotherme pendant
10 min.

» Gaz vecteur : azote selon un débit de: 1 ml/min ;

* Volume du gaz vecteur injecté: Qu2dans le mode d’injection split avec un rapport de
division de 1/50.

> Sur colonne Stabilwax™: Cette colonne a été utilisée dans l'analyse de

I'huile essentielle de lavande.

» Appareil : HP 6890 (Hewlett-Packard) ;

« Colonne capillaire Stabilwa¥ polyéthyléneglycol (PEG)

* Phase stationnaire : diphényl a 5%, diméthylsilexan 95%. Longueur: 30 m,
diamétre interne : 0,32 mm et une épaisseur deOR25

* Programmation de la température : 60°C pendant &, muis augmentation de
2°C/min jusqu’au 280°C.

» Température de l'injecteur et du détecteur (FIDptsmaintenues respectivement a
250 et 320°C.

» Gaz vecteur: azote avec un deébit de: 0,3 ml/min.

* Volume du gaz vecteur injecté: QR

L’identification des composés a été réalisée panpgaraison de leurs indices de
rétention en programmation de température a cei@s dans la littérature ainsi qu'a ceux

d’étalons injectés dans les mémes conditions.

Pour le calcul de ces indices, un mélange d'alcd@esC,,) est injecté dans les

mémes conditions opératoires que I'échantillon.
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Les indices de Kovats désignés par IK sont calcakden la formule de&ovats
(1965):

IK: 1002 + 100n (EC i tRZ/ tRZ+n_ tRZ)

tr c: temps de rétention du composé étydién).

tr 2. temps de rétention de l'alcane zaatomes de carbones qui précede le composé

étudié(min).
tr z+n: temps de rétention de I'alcane-tn atomes de carbones qui suit le composi@).
n : différence des nombres d’atomes de carbone.
7.2. Analyse semi-quantitative par CPG/SM :
7.2.1 Huile essentielle de Romarin:

Cette analyse a été effectuée au laboratoire damatiographie d€entre de Recherche
Scientifique et Technique en Analyses Physico-Cdpires (CRAPC) de la faculté de Chimie
a I'Université Houari Boumediene (Bab Ezzouar)pedes conditions opératoires suivantes:

» Chromatographie phase gazeuse (CPG):
Sur colonne apolaire :
e Appareil du type GC 6890 séries GC systemesAbilent Technologies).

* Colonne apolaire: HP5-MS (100% dimethylpolysdor); longueur: 30 m; diamétre
interne: 0,25 mm; épaisseur du film de la phas25 om.

*  Programmation de la température: 60°C en isptbgrendant 8 min puis augmentation
de latempérature a raison de 2°C/min jusqu’a 280°C aissée en isotherme pendant
30 min.

» Température de détection: 280°C.
» Gaz vecteur: Hélium; avec un débit de 0,5 nmifi.m
* Volume injecté: 0,21; selon un mode d’injection: Split a une températde 250°C.
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Sur colonne polaire :

Appareil de type GC 6890 séries GC systemesAgilent Technologies) ;

« Colonne capillaire: StabilwaX de phase stationnaire polyéthyléneglycol (PEG) de
longueur: 60 m; et de diametre interf®®2 mm; épaisseur du film de la phase:
0,25um.

* Températures de I'injecteur et du détecteur (FEBY) et 280°C respectivement ;

* Programmation de la température: 50°C pendant 3 puis augmentation de la
température a raison de 2°C/min jusqu'a 220 °C;nteaue en isotherme pendant

15 min.
» Gaz vecteur: Azote; débit du gaz vecteur: 1 ml/min

* Volume injecté: 0,2 dans le mode d’injection split avec un rapportdiMsion de
1/20.

»  Spectrométrie de masse (SM):
»  Appareil: HP-5973 (HP Agilent Technologies).
*  Mode de détection: Scan.
. Potentiel d’'ionisation: 70 eV.
. Pression (Source, analyseur): 6,75 Psi.
7.2.2. Huile essentielle de Lavande:

Cette analyse a été effectuée au laboratoire etmoona I'Institut Algérien de Pétrole

(Boumerdes) selon les conditions opératoires stigan

» Chromatographie en Phase Gazeuse:

* Appareil type: GC17A. SHIMADZU
e Colonne apolaire OV-1; (méthylsilicone) longueurd 3n; diamétre interne :

0,25 mm; épaisseur du film de la phase : 25

92



Partie pratique Chapitre 1: Matériels et méthodes

Programmation de la température: 70°C pendant 2muiis; augmentation de 3°C/min
jusqu'a 280°C.

» Gaz vecteur: Hélium avec un débit de 1ml/min.
» Pression: 60,6 K Pascal.

* Volume injecté: 0,2.

» Spectrométrie de Masse (SM):

* Appareil: type QP-5000.

» Potentiel d'ionisation: 70eV.

« Pression: 18 mbar

* Mode de détection: Impact électronique.

L’identification des constituants des huiles esseiafles extraites est basée sur :

La comparaison des spectres de masse des molémdesues a ceux des composés

purs cités dans la littérature.

L’ordre d’élution du composé sur la colonne cdésge.

La comparaison des indices de rétentions en anogiation de température a ceux

cités dans la littérature sur le méme type de cwon

La proposition et le pourcentage de probabilitpsence du composé, fournis par la

base de données du micro-ordinateur couplé aurspsstire de masq@Viley 7N).

8. Analyse des extraits éthanoliques:
8.1. Dosage des composeés phénoliques :

L’évaluation de la teneur en phénols totaux a éaigée selon la méthode de Folin-

Ciocalteu.
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» Principe:

Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange de I'acideogphotungstiquéHsPW1,040) et
d’'acide phosphomolybdiquéHsPMo01,040), est réduit en présence de polyphénols en un
meélange d’oxydes bleus de tungst@éngO,3) et de molybdenéMogOas).

La coloration bleue produite est proportionnelleaux de composés phénoliques présents

dans le milieu réactionnéRiberau-Gayon, 1968).

Le phénol standard utilisé dans cette méthodéazestié gallique dont la formule chimique

est représentée sur la figure 30:

O, rOH
O
HO H

CH
Figure 30: Structure de I'acide gallique

Mode opératoire :

Un volume de 1 ml d’extrait est dilué dans 2 mkdévzant d’extraction. Ensuite, 100 ul de
cet extrait dilué sont mélangés avec le réactifFala-Ciocalteu

Aprés 3 minutes de temps de réaction du mélangel de la solution de carbonate de
sodium (75 g/l) a été ajouté au meélange. Apres 30 minutes, |'dlasme est mesurée au

spectrophotometre 265 nm L’expérience est répétee trois fois.

La concentration en composés phénoliques est détenen se référant a la courbe
d’étalonnage de l'acide gallique, et sera exprirageng équivalent d'acide gallique par

gramme d’extrait.
8.2. Dosage des flavonoides:

La teneur en flavonoides est estimée selon la rdétlani AIC} (Lamaison et Carnet,
1990)modifiée.
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» Principe :

Le trichlorure d’Aluminium forme un complexe aveesl flavonoides dont on dose
'absorbance. Le flavonoide standard utilisé dasgecméthode est la quercétine dont la
formule chimique est représentée sur la figure 31 :

Figure 31: Structure de la quercétine

» Mode opératoire :

1 ml de lextrait dilué est ajouté a 1 ml de lausimin éthanolique de trichlorure
d’aluminium. Apres une heure d’'incubation a tempémambiante, I'absorbance est mesurée
a 420 nm.

Cette expérience est répétée trois fois. La temeuflavonoides est déterminée en se
référant a une courbe d’étalonnage de la quercétirsera exprimée emg équivalent de

guercétine par gramme d’extrait.

9. Evaluation de l'activité antioxydante des huilegssentielles et des extraits:

L’activité antioxydantdn vitro a été évaluée par deux méthodes de références diéhs
la littérature qui sont le pouvoir réducteur etctigité d’inhibition du radical DPPH (2,2-

Diphényl 1-picrylhydrazyl).

Le pouvoir antioxydant des huiles essentiellesest ektraits éthanoliques a été comparé a
un antioxydant de synthese BHT. Tous les tests ont été réalisés trois fois pdaguae

concentration.
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9.1. Activité de piégeage du radical DPPH (2,2-digmyl-1- picrylhydrazyl):
» Principe :

Le piégeage des radicaux libres est le principalanisme suivant lequel les antioxydants
agissent dans les aliments. Plusieurs méthodestémtéveloppées en vue d’évaluer I'activité
d'un antioxydant par le piégeage d'un radical sgtitfue dans un solvant polaire comme

I'éthanol a température ambiante.

Dans le test du DPPH, le piégeage du radical DERMdiphényl-1-picryhydrazyl) est
suivi d’'une diminution de I'absorbance a 517 nmi, gt due a la réduction du radical par
'antioxydant (AH).

L’activité est souvent exprimée en termes dg flii est la concentration en antioxydant

nécessaire pour piéger 50% des radicaux DPPH.
» Mode opératoire:

L'expérience a été effectuée dans un spectrophatenid/-Visible de type UNICAM
HELIOSA a la longueur d’'onde de 517 nm.

Le test utilisant le radical DPPH est réalisé sébométhode décrite p&urits et Bucar
(2000) et Sahin efal. (2004),0u 25 pl de chacune des dilutions des huiles @eBes et
d’extraits testés sont mélangés dans la celluleéplalans la cuvette du spectrophotometre
avec 975 pl d’'une solution éthanolique de DPPHU(BY).

Apres une période d’incubation de 30 min a l'abeé & lumiere et de I'oxygene
atmosphérique, et a température ambiante, I'abeoebast lue & 517 nm. Les expériences

sont réalisées en 3 répétitions pour chaque conatiem.

L’activité antioxydante (1%) est donnée par lenfale suivante :

I (%) = [(A blancA éch) / (A blanc)] x 100

A pianc: Absorbance du témoin, il représente I'absorbathecdPPH au temps zéro avant

addition de I'échantillon d’huile essentielle, @itrou témoin) a une concentration donnée.

A scr Absorbance de I'échantillon testé apres 30 min.

96



Partie pratique Chapitre 1: Matériels et méthodes

> Détermination de la concentration inhibitrice de 506 des radicaux :

La concentration inhibitrice de 50% des radicauxdéginie comme étant la concentration
d’antioxydants nécessaire pour inhiber ou fair@aligitre 50% des radicaux.

bY

Elle est obtenue a partir de I'équation de la ceude I'activité antioxydante (%) en
fonction de la concentration de I'antioxydant.

La figure 32 illustre la structure du radical DPPH

Figure 32: Structure di2,2-diphényl-1-picryhydrazyl (DPPH)

9.2. Mesure du pouvoir réducteur:
> Principe:

Le pouvoir réducteur est I'aptitude des antioxydaresents dans les huiles essentielles et
I'extrait & réduire le fer ferrique du complexerfeyanure-F& en fer ferreux. Cette aptitude

est évaluée par la méthode décrite@gaizu (1986).

La forme réduite donne une couleur verte qui espg@rionnelle au pouvoir réducteur de

I'huile essentielle.
» Mode opératoire:

Les étapes de la réalisation de la mesure du powv&ducteur des huiles essentielles et

extraits sont regroupées dans la figure 33:
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0,125 ml dans de I'éthanol w

v

2,5 ml d’une solution tampon phosphd®2 M, pH : 6,6) ]

v

2,5 ml d’hexacyanoferrate de potassi[K3Fe (CN] (1%) ]

v

Incubation de30 mn a50°C

v

Addition de2,5 ml d’acide trichloracétiqu(10%) §

v

Centrifugation en cas de précipité penclC mn a1500 tr/mn ;

v

Addition de2,5 ml d’eau distillée a la phase supérie

v

Addition de0,5 ml de chlorure ferrique Fes(0,1%)

v

Mesure de I'absorbance700 nir

Figure 33: Protocole de mise en ceuvre du test du pouvoirctédu

10. Estimation de I'activité insecticide des huilesssentielles surCallosobruchus

maculatusF.
10.1. Objectifs :

Evaluer l'activité et insecticide de deux huilessentielles du romarinRpsmarinus
eriocaly® et de la lavandd_fvandula stoechawis-a-vis deCallosobruchus maculatuselon
deux modes de pénétration le contact et l'inhafatiBour chaque mode un essai sur

I'évaluation de I'efficacité a été mis en place.
10.2. Critéeres d’évaluation retenus:

L’activité insecticide des deux huiles essentieflagliées est évaluée par I'observation de
la mortalité des adultes et par I'étude de deuwarpatres biologiques représentés par la

fécondité et le pourcentage d’éclosion des ceufs.
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10.3. Matériel animal :
Les plantes utilisées pour I'extraction des huégssentielles pour nos tests insecticides sont

décrites dans le paragraphe 1 du chapitre Ma&fri@éthodes

10.4. Matériel végétal :
L'espéce de bruche sur laquelle nous voulons teldfiet insecticide des huiles

essentielles étudiées est indiquée dans le patsgytadu chapitre Matériel et méthodes

10.5. Essais d’efficacité des huiles essentielles €allosobruchus maculatus

10.5.1. Evaluation de la mortalité des adultes d€allosobruchus maculatupar effet

inhalation :
Dans ce test la dose est fixée, mais le temps vasiable.

Pour chaque huile essentielle, on prépare unei@olde concentratio@ pl/ml d’acétone,
qui est une dose suffisante pour saturer I'atmagphmterne des petits pots cylindriques (de
3,67 cmde diamétre et 085 cmde hauteur) c’est-a-dire d’un volume&#72 cm.

La quantité de I'huile essentielle choisie corresb@ une dose deD,0291 pl/cmi)
exprimée en volume d’huile essentielle par volumairdde I'enceinte et utilisée en
application unique.

Les tests de toxicité ont été effectués dans deés ggindriques. La charge d’huile
essentielld2 pl) a été déposée sur un disque de papier filtre WArathe4 cm de diametre
pour favoriser son évaporation dans les pots dilé@r le mode d’action par inhalation. Le

témoin est réalisé sans aucun traitement (utiisatniquement du papier filtre).
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Petit flacon d’huile

ﬁ/ essentielle

Micropipette de —»

10ul Couvercle du pot

Imprégnation des contenant le papier filtre

papiers filtre avec de
I’'HE

i
C O

La Moustiquaire et 20 insectes adultes
le pot contenant

I'insecte

Figure 34: Traitement des insectes par les huiles essentpigsle test inhalation.

Afin de saturer 'ambiance interne, les pots d'ésilkessentielles sont maintenus fermeés
pendantl5 min, ensuite5 couples d’adultes d€allosobruchus maculatusont introduits
rapidement. Avant de fermer, la moustiquaire eaté® sur I'ouverture du pot dans le but
d’empécher I'insecte de se mettre en contact agapier filtre. Le pot est fermé pour éviter
toute fuite d’'odeur.

Tous les tests de toxicité ont été réalisés a teatyr@ ambiante (25°C) et & une humidité

relative de 73%.

Nous avons choisi quatre temps de lecture (123@448 heures) a partir du temps au bout
duquel tous les insectes sont morts (48 heureskiAlous avons d’effectué 10 répétitions et
un témoin pour chaque temps.

Le comptage des insectes morts est effectué soeslaupe binoculaire, nous avons

considéré comme individus morts, les insectes guenaient plus sur leurs pattes.

10.5.2. Evaluation de la mortalité des adultes d€allosobruchus maculatupar effet

contact:

L’essai est réalisé dans des bocaux en verre dapacité de 500 ml contenant 100 g de

pois chiche chacun ce qui correspond environ a8des. Une solution acétonique de I'huile
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essentielle a été convenablement mélangée dansckd bn verre. Aprés évaporation de
I'acétone a I'air libre chaque bocal ainsi traigt imfesté par 5 couples d’adultes agés de zéro

a 24 h. Le témoin est traité uniqguement a l'acétone

Les bocaux ainsi préparés sont fermé a I'aide dianastiquaire fine et déposés dans une
étuvé obscure réglée ca une température de 25 Uhesthumidité relative de 73%. Le
dénombrement des individus morts est noté quotidierent et le cumul est calculé au bout

de cing jours.

Le choix des doses a été basé sur des tests préiies. La dose d6,25 pl d’huile
essentielle/g de pois chiche a été retenue comree itiale ; a partir de cette dose trois
autres doses ont été choisies selon une progregsameétrique de raison de 2 S5 ; 0,5

1 et 2 pl HE/gde pois chiche.

Pour répartir ces petites doses d’huiles essegtide manieére homogéne sur les graines de
pois chiche, une dilution de ces huiles est effectans de I'acétone, solvant tres volatil, sans
effet résiduel et sans interaction avec les compesades huiles essentielles. La quantité
d’acétone de 1ml pour traiter 100g de pois chicttedéterminée par un essai préliminaire.

Dix répétitions sont réalisées pour chaque conatatr de méme que pour le témoin.

10.5.3. Evaluation de I'effet des deux huiles essmitles sur la fécondité:

Le dispositif précédent adopté pour déterminerfdiefdes huiles essentielles sur la
mortalité des adultes d€. maculatuspar effet contact a été utilisé parallelement pour
I'évaluation de I'effet des deux huiles essentgelBear la fécondité qui est définie comme étant

le nombre d’'ceufs pondus par femelle.

Pour tester I'effet des huiles essentielles adiétondité de I'insecte étudié, a I'aide d’'une
loupe binoculaire, on dénombre les ceufs pondudgsafemelles deC. maculatuschaque

24 heures (Dix répétitions sont réalisées pour wbaipse).
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10.5.4. Evaluation de I'effet des deux huiles esgsrlles sur le pourcentage d’éclosion
des ceufs :

Le pourcentage d’éclosiogst le rapport du nombre d’ceufs éclos sur le nordbseceufs

pondus.

Pour ce test, nous avons opté pour les mémes ddbisges dans les tests contact
précédents so(D,25 ; 0,5 ; 1 et 2 ul d’HE/g de pois chiches).

Dix ceufs frais agés de 24 heures ont été introdais un bocal a raison de deux ceufs par
graine de pois chiches traitées aux huiles esdlestiextraites dd&R. eriocalyxetL. stoechas

pendant 24 heures.

Toutes les graines ont été ensuite retirees deauRocCelles portant les ceufs ont été

introduites dans des boites de pétri non traitéssigies jusqu’a I'éclosion.

Le nombre d’ceufs éclos a été compté a la loupechlaime pour déterminer le taux moyen

d’'ceufs éclos en fonction des différentes dosesédis.

10.6. Expression des résultats :
10.6.1. Correction de la mortalité des adultes :
Les mortalités relevées sont corrigées par la fterdiiAbbott (1925)

(M —M,) X 100
(100 — M,)

Formule d’ Abbott: MC% =

MC: pourcentage de mortalité corrigée ;
M : pourcentage de mortalité moyenne d’insectes da&ahadntillon traité ;

M : pourcentage de mortalité moyenne d’insectes dankdntillon témoin.
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10.6.2. Détermination des temps létaux et des dodéwales :

SelonFinney (1971) les valeurs des temps |étaux et des doses I&@aesiéduites a partir
des tracés des droites de régression dans lesesoded’évolution proportionnelle des probits
en fonction du Log des doses.

> Détermination des temps létaux 50 et 90 :

Les temps |étaus0 et 90 représentent les temps au bout desquels on ohseeveortalité
de 50% et 90% de la population traitée, sous l'effet entrainé partoxigue a une
concentration bien déterminée. LHsso TL g9 SoONt fixés par les droites de régression des tests
d’inhalation.

> Détermination des doses létales 50 et 90 :

Pour estimer l'efficacité de nos huiles essenselta a procédé au calcul desspét DLgg
qui représentent les concentrations de ces sulestasmtrainant la mort de 50% et 90%

d’individus d’'un méme lot respectivement.
10.6.3. Fécondité des femelles :

La fécondité des femelles a été estimée en comfgarambre d’ceufs pondus chaque 24

heures et a été établie en fonction du temps edaess utilisées par rapport au test témoin.

Les résultats sont exprimés sous la formeyenne + écart-typeet ont été comparés au

test témoin.
10.6.4. Pourcentage d’éclosion des ceufs :

Le pourcentage d’éclosion des ceufs est donné palakion suivante :

(E) x 100

FERTILITE (%) = C

Oou:
E: Nombre d’ceufs éclos.

P: Nombre d’ceufs pondus.
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11. Analyse statistique :

Les résultats de I'évaluation des activités antitante et insecticide des huiles essentielles
et extraits des plantes étudiées, ont été sournigaanalyse de la variance a deux facteurs
(ANOVA 2) avec un niveau de signification de 5% wetlisant le l@iciel statistique
SPSS 18.0.

Pour l'activité antioxydante: cette analyse a pour but de tester l'effet ddidydant
(huiles essentielles et extraits des feuilles) etlal concentration utilisée sur l'activité de

piégeage du radical DPPH et le pouvoir réducteur.

Pour l'activité insecticide: ces tests visent I'estimation de I'effet de lle$sentielle et de
sa dose sur la mortalité et la fécondité des aslaltesi que sur la fertilité des ceufs pondus.

Tous les graphes et histogrammes ont été réaliséstisant les logicielsMicrosoft
Office 2007 et SPSS 18.0.
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1. Localisation des sites producteurs des huiles essefies:

L’observation des coupes histologiques effectuéesdes feuilles du romarin et de
la lavande révele la présence de poils glandulaieeseurs et sécréteurs représentées
par les figures 35, 37, 38 et 39 et schématiséelepdigures 36 et 40.

1.1.Cas du romarin:

Cavite subcuticulaire de
stockage de 'huile essentielle

Figure 35: Coupe transversale de la feuille dg Figure 36: Schéma d’un poll
R. eriocalyxmettant en évidence un poil glandulaire(Stahl-Biskup, 2002).
glandulairg PG) (Gr.: X 160).

Figure 37: Coupe transversale de la feuille de
R. eriocalyxmettant en évidence les poils tectg#¥) et
sécréteurgPS) (Gr.: X 160).
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1.2.Cas de la lavande :

Figure 38: Coupe transversale de la tigeldestoechas
mettant en évidence les poils tecte(l#¥) et sécréteurs
(PS) (Gr.: X 80).

Figure 39: Coupe transversale d’'une feuille d€ Figure 40: Schéma d’un poil tecteur ¢
L. stoechasnettant en évidence les poils tecteyrs sécréteu(Camefort, 1972).

(PT) et sécréteur(PS)(Gr.: X 80).
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Les photos des coupes réalisées sur les partiesa€s dd&Rosmarinus eriocalyst
de Lavandula stoechasrévelent la présence des poils tecteurs, sécsétet
glandulaires qui constituent les organes respoasal# la synthese, I'accumulation et

la sécrétion des huiles essentielles.

L’organisation de ces structures sécrétrices esictaxistique de la famille des

Lamiaceae.

Ces glandes épidermiques, de forme sphérique,itt@gtautant de petites usines
de production d'huiles essentielles. Leur actisgéraduit par la synthése de tous les
constituants des huiles essentielles et par leakage.

Le professeudohannes Novaka précisé que la composition chimique des huiles
essentielles contenues en cellules voisines (giadteile) pourrait étre variable mais
gue la composition typique d'huile essentielleipaliere était en grande partie liée a
la moyenne du nombre des cellules a huiles esHestiprésentes dans la plante
(Novak, 2005).

2. Rendements des extractions:
2. 1. Cas de la Lavande:

Les rendements en huile essentielle obtenus parotigtillation de quelques

espéeces de Lavande sont regroupés dans le tableau 7
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Tableau 7: Comparaison des rendements en huile essentielipielques espéces

de lavande.

Espece Provenance Rendement ml/100g de MVF

Tizi-Ouzou™ 0,16

L. stoechas Oum el-Alou® 2,0

Ouchb&® 0,94

Zarifet® 0,70

L. intermedia lowa, Norvégé® 8,72

L. angustifolia lowa, Norvégé? 2,70

(1) : Echantillon étudié ; (2) : (Mohammedi, 2006) ; (3): (Sidi Boulenouar et
Ziane, 2003) ; (4) : (Maria, 2002).

En ce qui concerne I'échantillon étudié, le rendetmenregistrdd,16% est faible
par rapport aux autres échantillons de la mémecesp®is issus d’autres régions

géographiques dont les rendements varient épi@a 2,0%.

Ce résultat pourrait étre attribué au stade delteéc® la plante qui a eu lieu au

début de floraison.

De méme, cette différence de rendement est obsenvéemparant ce résultat avec
ceux obtenus en utilisant d’autres espéces du ngéme botanique L.
intermedia et L. angustifoliat qui ont fourni des rendements plus éledsg( et 2,70

% respectivement).

Tous ces résultats confirment la variabilité dudement en huile essentielle des

plantes aromatiques suivant I'espéece et la didiahwgéographique.
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2.2. Cas du romarin :

Le tableau 8 reporte les rendements en huile asertte quelques échantillons de

romarin :

Tableau 8:Rendements en huile essentielle de deux especesden.

Espéece Provenance Rendement ml/100g de MVF
Tablat® 1,6
R. eriocalyx
Tafoughalt, Maro& 1,21
Tablat® 0,89
R. officinalis Bibans® 1,5
ENSA El-HarracH® 1,8

(1): Echantillon étudie; (2): (Fadel et al., 2010); (3): (Outaleb, 2009);
(4): (Boutekedijiret etal., 1998; Sahraoui etl., 2007); (5): (Makhlouf, 2002).

D’aprés les résultats du tableau 8, le rendemetdgnaba partir de I'échantillon

étudiél,6 ml/100g de MVFest parmi les plus élevés.

Cependant, ce dernier présente une difféerence @lacde la méme espéce mais
originaire du Maroc qui est d&21 ml/100g de MVFE Ainsi a travers les résultats
obtenus, la variabilité du rendement en huile egsénde I'espécdR. eriocalyxpour

des régions géographiques différentes est faciledwactée.

Ces rendements sont relativement proches de ceienuwsba partir d’une autre
espece de romarin R officinalis » issus de différentes régions @i varient entre
0,89et 1,8 ml/100g de MVE
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3. Cinétique d’extraction des huiles essentielles :

La cinétique d’extraction de I'huile essentielle lspecelLavandula stoechas’a
pas été faite vue son tres faible rendement.

Pour R. eriocalyx I'étude de la cinétigue d’extraction a été fai@ns le but de
suivre I'évolution du rendement en huile essemtiedin fonction de la durée
d’extraction Pour cela, 50 g de matiere végétale fraiche oét s&tumis a une
extraction par hydrodistillation pendant 120 mirsite volume de 'huile essentielle

récupérée a été noté a des intervalles de tempplmoins réguliers.

Les résultats de cette étude sont regroupés déméigure 41:

Rendement

(ml/ 100 g de
1,8 —MVF)
1,6 & & 4
1,4
1,2

1
0,8 -

0,6
0,4 —+
0,2

0

20 40 60 80 100 120 140
Temps (min)
Figure 41: Evolution du rendement en huile essentiell&dsmarinus eriocalygn

fonction du temps

La courbe de la cinétique d’extraction est typigoar une hydrodistillation des HE

a partir des plantes aromatiques et vérifie le m&oae proposé pour leurs extractions.

Le mécanisme de I'extraction par hydrodistillatiest lié a I'anatomie des feuilles

et fleurs deRosmarinus eriocalyx.

Apres le temps de chauffage, on peut distingués pleases de distillation:

110



Partie pratique Chapitre 2: Résultats et discussions

» Phase 1: (de 0 a 15 min)durant cette phase le rendement en huile esdentiel
augmente rapidement permettant ainsi de récupéranl/100g de MVFde I'huile

essentielle.

Les feuilles et fleurs du romarin, renferment deghbmes glandulaires
responsables de la sécrétion de l'huile essentmllie peuvent jouer le réle de

réservoirs d’huile essentielle.

Ces structures histologiques ont été en partieuiiésr sous l'effet du chauffage,
libérant ainsi I'huile essentielle vers la surfai®s particules végétales. Cette huile
essentielle a été libérée rapidement durant unseptidnitiation relativement courte

(15 minutes)

Ce phénomene peut s’expliquer par le fait que leds psécréteurs d’huile
essentielle présents au niveau de la feuille eflalde sont exogéenes facilitant ainsi

I'extraction de I'huile essentielle.

» Phase 2: (de 15 a 35 min)durant cette phase, le rendement augmente lentement
avec I'avancement du processus d’hydrodistillag@ur atteindre son maximum de

1,6 ml & 35 min.

Durant la deuxiéme phase, I'huile essentielle amumtedans les poils glandulaires
(réservoirs) non détruits sous I'effet du chauffdgféuse lentement vers la surface des
particules végétales. Ceci explique le ralentissgnuel processus d’extraction au

cours de cette phase.

> Phase 3: (de 35 a 120 min)la courbe prend une forme presque rectiligne et le
rendement n‘augmente plus, indiquant ainsi I'épuiset de la totalité de I'huile

essentielle contenue dans la plante.
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4. Rendements en extrait éthanoliqu :

L’extrait éthanolique récupéré apres évaporatise@et sous pression réduite a
pesé pour déterminer le poids sec résultant, cet extraitfferme les compos
phénoliques et les flavonoide:

La figure 42 représente les rendements en exeajsmés en (g extrait/100g
matiére végétale) obtenus pour les deux plantebéats

M (%) Rendement en Extrait

35

30

25

20

15

10

Romarin Lavande

Figure 42: Rendement en extrait éthanolirdes deux plantes étudié
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4.1.Cas de la lavande:
Le rendement en extrait de stoecha®st reporté dans le tableau 9:

Tableau 9: Rendement en extratc de deux échantillons Havandula stoechas

Especes Provenance Rendement en extrait (%)
Lavandula stoechas L. Tizi-Ouzou 19,29
Lavandula stoechas L. Erzurum -Turquié? 9,4

(1) : Echantillon étudié ; (2) : (Giray etal., 2008).

D’aprés le tableau ci-dessus on constate que ldersent d’extraction obtenu a
partir de I'’échantillon étudié est supérieur a celtenu a partir de la méme espece

originaire de Turquie.

Le rendement en extrait peut varier au sein de émenespece en fonction de
I'origine, de la période de récolte de la plantJailméthode d’extraction ainsi que des
conditions sous lesquelles cette derniére a ébétetie.

4.2.Cas du romarin :

Les rendements d'extraction de I'huile essentadleleux especes de romarin sont
regroupés dans le tableau 10:

Tableau 10:Rendement en extraec de deux espéces de romarin:

Especes Provenance Rendement en extrait %
Rosmarinus eriocalyx Tablat 30,59
Rosmarinus officinalis Tablat? 20,55
Rosmarinus officinalis El Harrach Algef® 39,6

(1) : Echantillon étudié ; (2) et (3) : (Outaleb, 209)
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On remarque que I'échantillon d& eriocalyxétudié possede un rendement plus
élevé en extrait se80,59%) par rapport alr. officinalisoriginaire de la méme région
(20,55%), cette différence pourrait étre attribuée a la reatle I'espéce.

De méme, une différence notable en termes de resriteem extrait est observée
entre I'échantillon deR. officinalis de Tablat et celui de la méme espece mais

provenant d’Alger qui sont d20,55 et 39,6%respectivement.

En général, il est difficile de comparer les rémgltavec ceux cités dans la
littérature a cause de la grande variabilité detetas extrinseques, tels que les

techniques d’extraction et les solvants utilisés.

D’aprés(Hayouni et al., 2007),la nature de la matiére premiéere utilisée détegmin
la différence entre les rendement des extraitsnoistpar deux méthodes d’extraction,

et non pas le solvant de I'extraction..

5. Propriétés physico-chimiques et organoleptiques ddsiiles essentielles :
5.1.Huile essentielle dé. stoechas

Les propriétés physico-chimiques et organoleptigdesl’huile essentielle de
L. stoechasont rassemblées dans le tableau 11:
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Tableau 11: Caractéristiques physico-chimiques et organolapsqde I'huile
essentielle de. stoechas

Huile essentielle

Caractéristiques
Echantillon étudié  Guenther (1974)
Aspect Liquide Liquide
Couleur Jaune claire Jaune claire

Organoleptiques

Méme odeur que

Odeur Camphrée les sommités
fleuries
Densité relative a 20°C 0,937 0,949

Physiques

Indice de réfraction a

20°C 1,478 1,468-1,482

D’apreés les résultats obtenus, nous constatonshyuile essentielle dé. stoechas
présente des caractéristiques physico-chimiquesgaholeptiques proches de celles

indiquées dans la littérature.

5.2.Huile essentielle d&. eriocalyx

Le tableau 12 résume les caractéristiques physisoigues et organoleptiques de

I'huile essentielle d®. eriocalyx
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Tableau 12: Propriétés organoleptiques et physiques de I'hedsentielle de

R. eriocalyx
Huile essentielle
Caractéristiques :
Echantillon i a1eb, 2009 AFNOR
etudié
Aspect Liquide mobile Liquide mobile Liquide mobile
Couleur Jaune péale Jaune pale Presque incolol

a jaune pale
Organoleptiques

Caracteéristique

Caractéristigue Caractéristique )
aromatique plu

Odeur aromatique aromatiq'ue oU moins
camphrée camphrée .
camphrée
Densité relative ) g7, 0,893 0,860-0,920
a 20°C
Physiques
ysid Indice de
réfraction 1,471 1,475 1,466-1,475
a 20°C

En général, les propriétés de I'huile essentiefiteioue, sont comparables a celles
de I'échantillon issu d®. officinalisde méme provenance (Tablat), ainsi que celles
indiquées par L’Association Francaise de Normabsat
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6. Caractérisation des huiles essentielles:

6.1. Composition chimique de I'huile essentielle de. stoechas

La composition chimique de 'huile essentielleldestoechagle Tizi-Ouzou a été

établie par Chromatographie en Phase Gazeuse (§&&(&) et par Chromatographie

en Phase Gazeuse couplée a la Spectroscopie de ({T435/SM)

Le tableau 13 et les figures 43-45 représentenotaposition chimique de I'huile

essentielle dé. stoechas

Tableau 13: Composition chimique de I'huile essentielle extrait partir de la

partie aérienne deavandula stoechas.

N° Composés IK 2 % Identification °
1 Tricycléne 919 0,6 SM-IR
2 a-Pinéne 926 2,8 SM-IR
3 Camphene 957 2,5 SM-IR
4 t- Butylbenzene 962 0,9 SM-IR
S §-3-Caréne 1017 3.3 SM-IR
6 p- Cymeéne 1025 1,2 SM-IR
7 1,8 - Cinéole 1028 4.9 SM-IR
8 y-Terpinéne 1058 0,25 SM-IR
9 Fenchone 1075 11 SM-IR
10 Fenchol 1106 1,3 SM-IR
11 Camphre 1122 6,85 SM-IR
12 Bornéol 1180 1 SM-IR
13 Terpinéne 4-ol 1182 0,55 SM-IR
14 p-Cymeéne-8-ol 1183 21 SM-IR
15 Myrténol 1190 1 SM-IR
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16 Verbenéone 1202 0,45 SM-IR
17 Fenchyl acétate 1208 1,1 SM-IR
18 Carvone 1210 0,3 SM-IR
19 Bornyl acétate 1278 6,3 SM-IR
20 Sabinyl acétate 1295 6,2 SM-IR
21 a- Ylangéne 1350 0,65 SM-IR
22 a- Copaéne 1353 1,25 SM-IR
23 Geranyl acétate 1365 0,55 SM-IR
24 Sativéne 1396 0,25 SM-IR
25 B- Caryophylléne 1438 0,4 SM-IR
26 a-Humuléne 1472 0,6 SM-IR
27 §-Cadinéne 1531 2,7 SM-IR
28 Spathulénol 1602 0,3 SM-IR
29 (E) —Nerolidol 1609 2 SM-IR

Composés identifiés (%) 63,30

Monoterpénes 10,65
Monoterpénes oxygénés 43,05
Sesquiterpenes 5,85
Sesquiterpenes oxygénes 2,85
Autres 0,9

: Composés classés dans I'ordre d’élution sur larc@ OV-1; ™: indice de rétention relatif
aux n-alcane€y-Cys; Pl SM, comparaison des spectres de masse avec ceux apsebate
données |R, comparaison des indices de rétention avec ceuxifopar la littérature sur des
colonnes de polarité identique a celle que nousswutilisée.
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Figure 43: Chromatogramme CPG de I'huile essentiellé dstoechasur colonne
DB-5
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Figure 44: Chromatogramme CPG de I'huile essentiellédstoechasur colonne
Stabilwax™
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Figure 45: Chromatogramme CPG/SM de I'huile essentiell& detoechasur
colonne OV-1
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L’analyse par CPG et CPG/SM de l'huile essentidiel. stoecha a révélé la

présence de 29 composeés représentant 63,70%ataligtdes pics

Nous remarquons une prédominance des monoterp&ggengs qui représente
43,05% des composeés identifiés avec les hydrooesbomonoterpéniques avec

teneur de 10,65%.

Monoterpénes
oxygénés
43.05 %

Sesquiterpénes
5.85%

Autres
0.9%

Sesquiterpénes
oxygénés
2.85%

Monoterpénes
10.65%

Figure 46: Familles chimiques de I'huile essentielleLavandula stoechi

La richesse de cette huile essentielle en compasggénés semble &t

intéressante car ces derniers, déterminent lestéasdiques olfactives et aromatiqt

de I'huile.

Les principaux constituants sont: fenchone (11%xnmhre (6,85%), bornyl acéte
(6,3%), sabinyl acétate (6,2%) et le -cineol (4,9%). Ces teneurs sont regrouf

dans la figure 47.
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Concentration (%)
12 - 11
10 -
6,85
8 1 6,3 6,2
4,9
6 d ’
4 -
2 _
0
Fenchone Camphor Bornyl Sabinyl 1,8-Cineole
acétate acétate

Figure 47: Principaux composés majoritaires de I'huile essdle deL. stoechas

Ces proportions peuvent subir de larges variateansein de I'espéce en foncti
de la région géographique, la période de récotisi @ue des techniques culturel

utilisées.

Ainsi, cette huile est de chémotyfenchone/camphre; la dominance de ces de
composés est souvent rencontrée chez cette esp@seantles concentrations p
importantes qui peuvent atteinc75,5% pour le fenchone €6% pour le camphr
(Ristorcelli et al., 1998).

Une comparaison des teneurs en comrs principaux des huiles essentie!
extraites dd.. stoecha®t provenant de différentes régions géograph est reportée

dans le tableau 14:
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Tableau 14: Teneurs en composés majoritaires de quelques dtant de

L. stoechas.
Origine de
Echantillon Lavandula stoechas

Algérie® Algérie® Turquie® Gréce®
Fenchone (%) 11 27,6 32,03 45,19
Camphre (%) 6,85 18,1 14,71 9,90

Bornyl acétate (%) 6,3 3,2 1,68 -

Sabinyl acétate (%) 6,2 - - -
1,8-Cinéole (%) 4.9 18,9 7,67 16,30

(1) : Echantillon etudié ; (2) : (Mohammedi, 2006);(3) : (Giray et al., 2008);
(4) : (Hassiotis, 2010).

Le tableau 14 indique les mémes composés majestaiour tous les échantillons.
Cependant, les teneurs en fenchone, camphre eink8 de I'huile essentielle de

I'échantillon étudié sont beaucoup plus faibles geiées citées dans la littérature.

Néanmoins, les proportions du bornyl acé(&t8%) et du sabinyl acétai@,2%)
sont élevées par rapport aux autres huiles ol @@pases ne représentent que des

faibles proportions de la totalité des constituants
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6.2. Huile essentielle d&. eriocalyx:

Les résultats de I'analyse chromatographique pds/SRI de I'huile essentielle du

romarin sont représentés dans le tableau 15 etcthesmatogrammes sur les
figures 48,49 et 50:

partie aérienne deosmarinus eriocalyx

Tableau 15: Composition chimique de 'huile essentielle exwadt partir de la

K * _

N° Composés Conc(e(:)z‘;ratlon Identification 3

HP5 MS  Stabilwax™
1 Tricycléne 923 1017 1,2 SM-IR
2 a-Pinene 935 1026 10,4 SM-IR
3 Camphene 948 1072 9,6 SM-IR
4 Verbenéene 953 1121 0,1 SM-IR
5 B-Pinéne 976 1119 2,7 SM-IR
6 1-Octen-3-ol 982 1411 t SM-IR
7 B-Myrcene 992 1173 0,9 SM-IR
8 a-Phellandrene 1005 1177 0,8 SM-IR
9 a-Terpinéne 1017 1192 1,2 SM-IR
10 p-Cymene + Limonéne 1027 1026 11,0 SM-IR
11 1,8-Cinéole 1033 1223 4,0 SM-IR
12 cis-Ocimene 1039 1246 0,3 SM-IR
13 trans-Ocimene 1048 1272 t SM-IR
14 y-Terpinene 1061 1261 0,8 SM-IR
15 Terpinoléne 1087 1300 0,5 SM-IR
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

41

Camphre
Bornéol
4-Terpinéol
a-Terpinéol
Myrténol
Bornyl acétate
a-Ylangene
a-Copaene
B-Caryophylléne
B-Gurjunene
Aromadendrene
a-Humuléene
trans-beta-Farnesene
allo-Aromadendréne
a-Selinene
a-Muuroléne
y-Cadinéne
0-Cadinene
Cadina-1,4-diéne
a-Calacoréene
Caryophyllene oxyde
Caryophylladiénol
T-Cadinol
a-Cadinol

Methyl jasmonate

a-Bisabolol

1144
1167
1177
1194
1198
1285
1370
1372
1415
1426
1437
1450
1456
1457
1490
1495
1511
1518
1526
1535
1573
1628
1635
1650
1657

1680

1556
1732
1613
1723
1804
1608
1491
1509
1612
1532
1663
1687
1641
1663
1490
1740
1776
1772
1757
1941
2014
2290
2198
2259
2320

2216

39,4
3,5
1,7
2,1
0,1

0,6
0,1

0,5
2,4

t

0,5

0,1
0,1
0,2

0,4
1,0
0,1
0,1
0,3
0,1
0,1
0,1

0,1

0,9

SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR

SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
SM-IR
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Compos(oe/:) identifiés 98.1
Monoterpénes 39,5
Monoterpénes oxygénés 51,4
Sesquiterpenes 5,5
Sesquiterpénes oxygénés 1,5
Autres 0,1

! composés classés dans l'ordre d’élution sur laro@ apolaire DB1 ¢ indice de

rétention relatif aux n-alcaness-C,s ; ° Identification : SM, comparaison des spectres de
masse avec ceux des banques de doniBexomparaison des indices de rétention avec ceux
fournis par la littérature sur des colonnes demiélidentique a celle que nous avons utilisée;
t: trace (<0,05%).

L’'analyse par CPG/SM de l'huile essentielle ex&rait partir des feuilles de
Rosmarinus eriocalya permis d’identifier 41 composés qui représer@@nt% de la

totalité des pics.

Nous remarquons que cette huile présente une doogndes monoterpenes
oxygénes qui constituetl, 4% suivis par les hydrocarbures monoterpéniques avec

une teneur dd9,5%.
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Figure 48: Chromatogramme de CPG de I'huile essentiell@.d=rioacalyxsur

colonne DB-5
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Abundance

TIC. 85RT.D

5000000

4500000

4000000

35000001

3000000

2500000

2000000

1500000¢

1000000:

5000001

NV

' L | L,
T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T [ ‘ 11 ‘ [ ‘ T 171 ‘ T T

1000 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00
Time—>

Figure 49: Chromatogramme CPG/SM de I'huile essentiell®deriocalyxsur

colonne polaire StabilwaX
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Abundance
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Figure 50: Chromatogramme CPG/SM de I'huile essentiell®deriocalyxsur

colonne non polaire HP5-MS.
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. . Sesquiterpénes
Sesquiterpéenes ‘.
5.5 % oxygénés
) 1.5%

Figure 51: Familles des composés identifiés de I'huile esstatde

Rosmarinus eriocalyx

Ces proportions sont significativement importantesnparées a celles trouve
pour l'huile essentielle de¢R. eriocalyx originaire du Maroc, pour laquelle |
monoterpenes représentent la majorité des picdifiésnavec39,04% suivis des
monoterpenes oxygéngk2,36%) (Fadel efal., 2010).

La figure 52 représente les composés majoritaires!’lduile essentielle du
R. eriocalyxet leurs concentratior

3 39,4
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Figure 52: Principaux composés majoritaires de I'huile essdietdeR. eriocalyx.
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Cette analyse montre que le camphre est le princgraposé de cette huile avec
39,4% suivi du p-cymene + limonei(®1%); de l'a-pinene (10,4%) et du camphene
(9,6%).

L’huile essentielle d®Rosmarinus eriocalygontient les mémes composés que celle
de R. officinalisprovenant de la méme région géographique, et fiferalique par la

teneur de ces derniers.

La camphre constitue le principal composé majoetaies huiles essentielles de
R. eriocalyx et R. officinaliavec des teneurs d&9,4 et 32% respectivement ; de
méme les autres composés majoritaires présententdifi@rences en termes de
concentration pour les deux huiles:pinéne (10,4 et 20,9%), camphéng(9,6 et
22%) ; et le 1,8 cinéol4 et 9,5%)respectivement.

Le tableau 16 illustre les constituants principades huiles essentielles de

R. eriocalyxprovenant d’Algérie et du Maroc.

Tableau 16: Comparaison de la composition chimique des huitsemielles de

guelques échantillons de eriocalyx

. Provenance
Composes
Algérie V) Maroc @
Camphre (%) 39.4 37
a-pinene (%) 10,4 18,2
Camphene (%) 9,6 20
1,8-cinéole (%) 4 11,4

(1): Echantillon étudié ; (2): (Fadel etal., 2010).
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En général, la composition chimique de I'huile esislle deR. eriocalyxreste
dominée par leamphre avec des pourcentages entre 37 et 39,4%.

Toutefois, les concentrations des autres constiguprincipaux de I'huile étudiée
sont relativement faibles par rapport a l'enregistent de celles des autres

échantillons.

7. Composition chimique des extraits éthanoliques:

Les extraits éthanoliques des feuilles ont été s$w@mune étude quantitative au
moyen de techniques spectrophotométriques danstldebdéterminer leur teneur en
phénols et en flavonoides. Pour cela nous avordi @aux courbes d’étalonnage
réalisées avec l'acide gallique et la quercétimeirpe dosage des phénols totaux et
des flavonoides respectivement.

Les quantités des polyphénols et flavonoides qooregantes ont été rapportées en
équivalent gramme de [I'étalon utilisé et d@lieées par les deux équations de

type: y =ax +b.

7.1.Phénols totaux :

La teneur en polyphénols totaux est calculée arpmhes valeurs des absorbances a

une longueur d’onde de 765 nm en utilisant la cewfBtalonnage de 'acide gallique.

La figure 53 montre les teneurs en phénols totascaxktraits du romarin et de la

lavande.
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M Teneur en polyphénols

mgeq AG /g

250

200

150

100

50

R. eriocalyx L. stoechas

Figure 53: Teneurs en phénols totaux des deux especes él

On remarque que I'extrait issu du romarin est piclse en composés phénoligt
par rapport a celui de. stoechasceci pourrait lui attribuer une plus forte activ

antioxydante et insecticic

La quantité des composés phénoliques des extrthanoliques des plant
étudiées dépend essentiellement: de leur origieda anéthode d’extraction utilisé
de la nature du solvant et du matériel véc(Ebrahimzadeh etal., 2008.

Ainsi, l'utilisation des solvants polaires condaitune teneur élee en composeés
phénoliquegHayouni, 2007 .
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> Extrait de R. eriocalyx :

Le tableau 17 rapporte les teneurs en polyphénedsdifférents échantillons de

romarin:

Tableau 17:Teneurs en polyphénols destraits de deux especes de romarin.

Especes Provenance Teneur en polyphénols mg eq A5/
R. eriocalyx Tablat¥ 221,4
R. officinalis Tablat® 372,73
R. officinalis Batna® 195,45

(1) : Echantillon étudié, (2): (Outaleb, 2009), (3)Athamena, 2009).

L’extrait éthanolique du romarin étudié possede upeeur en COMPOSES
phénoliques moyenne par rapport a celles d’autdsréillons du méme genre

indépendamment de la région géographique.

> Extrait de L. stoechas :

Le tableau 18 résume les résultats du dosage dawlghtotaux des extraits de

différentes espéces du gehavandula

Tableau 18: Comparaison entre les teneurs en polyphénols deaitexde trois

especes de lavande.

Especes Provenance Teneur en polyphénols mg eq Ags/
L. stoechas Tizi-ouzou® 132,3

L. vera Bulgarie® 85,6
L. dentata Maroc® 18,6

(1): Echantillon étudié; (2) : (Elena etal., 2008); (3): (Imelouane etl., 2009).

135



Partie pratique Chapitre 2: Résultats et discussions

L’extrait de la lavande obtenu a partir de I'éclilfort étudié a manifesté une fol
teneur en composeés phénoliqi(132,3 mg eq AG/ g d’extrait seg)suivi par I'extrait
delL. vera(85,6mg eq AG/ g d’extrait sec etl'extrait deL. dentata(18,6 mg eq AG/
g d’extrait sec).

7.2 Flavonoide: :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon faode d’AIC; en utilisant la
courbe d'étalonnage obtenue avec la quercé

La figure 54 rapporte les teneurs en flavonoides eldraits des deux plant

étudiées:

M Teneur en flavonoides

mg eq Quer/g
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0

R. eriocalyx L. stoechas

Figure 54: Teneurs en flavonoides des extraitR. eriocalyxet L. stoechas

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoideglent que I'extrait de |
lavande est plus riche en flavonoides que celubdharin, ceci malgré la forte tene

enphénols totaux de ce dernier (tableaux 19 e
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Ces résultats sont en accord avec les travauBildsic et al., (2007) qui ont
montré une corrélation négative entre la teneysatyphénols et celle des flavonoides
de quelques espéeces$iachys.

> Extrait de R. eriocalyx :

Les teneurs en flavonoides des extraits éthandigieedeux espéces de romarin
sont représentées dans le tableau 19:

Tableau 19: Comparaison des teneurs en flavonoides de troianéttbns de

romarin:
Especes Provenance Teneur en flavonoides mg eq Quer
R. eriocalyx Tablat® 26,03
R. officinalis Tablat® 38,14
R. officinalis Constanting® 8,83

(1) : Echantillon étudié ; (2) : (Outaleb, 2009),3) : (Zeguad, 2009).

Nous constatons que I'extrait de I'échantillon é&u2b,03 mg eq Quer/ gsemble
posséder une teneur en flavonoides plus faiblecglle de I'especdr. officinalis
provenant de la méme régioB8(14 mg eq Quer/ gmais elle est plus élevée par

rapport au romarin de Constanti®83mg eq Quer/ g).

Les teneurs en flavonoides des différents échamsilde romarin sont variables au

sein du méme genre botanique et suivant la régagoravenance.
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> Extrait de L. stoechas :

Les réesultats du dosage des flavonoides des exttaitdeux échantillons de

lavande sont illustrés dans le tableau 20:

Tableau 20: Teneurs en flavonoides de deux échantillons dentea

Especes Provenance Teneur en flavonoides mg eq Quegr
L. stoechas Tizi-Ouzou® 41,58
L. dentata Maroc® 15,3

(1) : Echantillon étudié; (2) : (Imelouane etl., 2009).

L’extrait deL. stoecha®tudiée posseéde une fraction importante de flaid@sopar
rapport a I'extrait issu dé. dentata ceci pourrait, en principe conférer a I'extrait

étudié une forte capacité antioxydante et inselgici

8. Evaluation de l'activité antioxydante des HE et degxtraits étudiés :

L’activité antioxydante des huiles essentiellesdes extraits dd.. stoechaset
R. eriocalyxa été estimée en réalisant deux tests diffélentstro, par la mesure de
I'activité du piégeage du radical DPPH, et du poukéducteur.

Le BHT (Butyl Hydroxy Toluene) qui est un antioxydade synthése, est pris

comme témoin positif pour les deux tests.
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8.1.Inhibition du radical DPPH :
Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été tpatda méthode au DPPH

Le 2,2-DiPhényl-1-Picryl-Hydrazylest un radical libre stable (DPPHossédant
une coloration violette qui devient jaune pale dorg est réduit (DPPH-H), la figure
55 illustre la réaction de réduction du DPPH:

OZN N—N. o) _.Iq N—
s
NO, NO,
DPPH" DPPH-H
(violet) (jaunéatre)

Figure 55: Réaction de réduction du radiéPPH par un antioxydamH

» Cas des huiles essentielles :

Les résultats du test de piégeage du radical DRIPHep huiles essentielles et par

le BHT sont regroupés dans le tableau 21.
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Tableau 21: Test du pouvoir de piégeage du radical DPPH p&H#@& et par les

huiles essentielles de romarin et de lavande.

Concentration en mg/I

Activité du piégeage du DPPH en (%)

R. eriocalyx L. stoechas BHT

10 ND ND 31,40+0,70

20 ND ND 42,14+0,48

50 ND ND 62,49+0,69
100 5,47+0,40 4,88+0,72 73,15+0,85
200 10,52+0,85 7,53+0,06 80,63+0,32
400 13,43+0,85 11,03+0,13 84,75+0,52
600 16,45+0,28 14,41+0,51 86,35+0,52
800 16,56+0,47 16,74+0,12 88,81+0,27
1000 24,11+0,34 19,69+1,29 91,07+0,13

ND : Valeur non déterminée.

& Valeurs en moyenne + écart-type.

Le pourcentage de piégeage du DPPH est en coorélaiositive avec les

concentrations utilisées pour tous les échantil&ngiés.

L’antioxydant de synthese BHT possede l'activitépiiegeage du radical DPPH la

plus élevée qui a atteint une valeur @&,07+0,13% pour une concentration de

1000 mg/l.

Par ailleurs, les résultats trouvés pour les hudssentielles de romarin et de

lavande confirment leurs faibles capacités a rédi@rradical DPPH par rapport au

BHT, ainsi leurs concentrations inhibitrices de 5@¥és radicaux n’ont pas été

atteintes méme a des doses élevées, alors quedceBHT est déterminée a une
concentration d28,01 +0,66 mg/I.
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En général, I'huile essentielle & eriocalyxa manifesté une activité de piégeage
plus élevée que celle de stoecha®t a atteint un pourcentage d’inhibition de
24,11+0,34%pour la dosd 000 mg/Itandis que 'huile de la lavande n’a enregistré

gue 19,69+1,29% avec la méme concentration.

L’huile essentielle d&. eriocalyxpossede une activité antioxydanteilleure que
celle duR. officinalisde Tablat qui selo@utaleb (2009)a manifesté un pouvoir de
piégeage dé&7,09+0,35%pour la dosd 000 mg/I.

L’analyse de variance de I'effet de I'huile essdlgiet des concentrations indique
un effet hautement significatif (<0,01) de ces déaocteurs sur I'activité du piégeage
du radical DPPH (tableau 22).

Tableau 22:Récapitulatif de 'ANOVA de l'activité de piégeade DPPH pour les

deux huiles essentielles étudiées:

Somme des Moyenne des

Source . ddl . F Sig
carrées carrées
Huile 60020,56 2,00 30010,28 101069,29 0,000
Concentration 1657,03 5,00 331,41 1116,12 0,000
Interaction:
Huile * 51,60 10,00 5,16 17,38 0,000
Concentration
Erreur 10,69 36,00 0,30
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> Cas des extraits :

Les résultats du test de piégeage du radical DRHieux extraits et par le BHT

sont regroupés dans le tableau 23.

Tableau 23:Résultats du test du pouvoir de piégeage du raDie®H par le BHT

et les extraits de romarin et de la lavande.

Activité du piégeage du DPPH (%)

Concentration (mg/l)

R. eriocalyx L. stoechas BHT
2 10,18+0,83 9,36+0,72 ND
5 18,61+0,58 11,84+0,26 ND
10 50,90+0,26 24,46+0,87 31,40+0,70
20 70,69+0,49 45,91+0,82 42,14+0,48
50 91,18+0,36 87,69+0,75 62,49+0,69
100 92,18+0,56 89,21+0,49 73,15+0,85

ND: Valeur non déterminée.

& Valeurs en moyenne * écart-type.

La méme proportionnalité entre le pouvoir d’inhidnit du radical DPPH et la dose

pour le BHT et les huiles essentielles a pu étteatie pour les extraits étudiés.

Ainsi, les extraits éthanoliques du romarin etalé&l/ande ont montré une capacité
élevée a réduire le DPPH par rapport a celle dédeshassentielles issues des mémes
plantes et ont dépassé le seuib@@o d’'inhibition 21000 mg/I.

De méme, l'activité anti-radicalaire du BHT s’estéeée relativement faible,
comparée a celles des extraits. Cette activitéc@siparable pour les deux extraits

malgré les valeurs légerement supérieures enrégsspour I'extrait du romarin.
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La détermination des concentrations inhibitricesc@&o des radicaux a permis
classer lesantioxydants utilisés selon leurs efficacités (Fég66). La substance g
possede une valeur dest@®lus faible a le pouvoir de piégeage le plus é

IC 50 (mg/I)
35

30

25

20

15

10

Extrait Rom Extrait Lav BHT

Figure 56: Concentratios pour 50% d’inhibition des radicaux libordu BHT et

des extraitde R. eriocalyxetL. stoechas.

L’extrait de romarin s’est avéreé le plus effice(ICs= 11,594+0,07 mg/, suivi par
celui de la lavandgICs= 18,30+0,31 mg/l) Les extraits des deux plantes
possedent une capacité réductrice plus importante aelle du BHT
(ICs0= 28,01+0,66 mg/l)

Le fort pouvoir antioxydant des extraits étudié$ @8 principalement a leu

teneurs élevées en compc phénoliques.

Miguel (2010)a reporté que les composés phénoliques peuvenfestaniun for
pouvoir antioxydantin Vitro, ils piégent directement les especes réactivi
'oxygéene

143



Partie pratique Chapitre 2: Résultats et discussions

L’'analyse de la variance de l'activité du piégedgeradical DPPH par les extraits
de romarin et de la lavande montre que les deurdes(Type de I'extrait utilisé et
la concentration) ainsi que le facteuiinteraction: Extrait*Concentration) agissent

de maniére significative sur l'activité de piégedgeadical DPPH (tableau 24)

Tableau 24: Résultats de l'analyse de la variance de l'actiéépiégeage du DPPH

pour les deux extraits étudiés.

Somme Moyenne des _
Source ) ddl ) F Sig
des carrées carrées
Extrait 3306,295 2,00 1653,147 4070,121 0,000
Concentration 40363,590 5,00 8072,718 19875,383 0,000
Interaction:
1434,893 8,00 179,362 441 596 0,000
Huile*Concentration
Erreur 12,997 32,00

L'activité antioxydante des composeés phénoliquésgsentiellement déterminée
par leurs structures, en particulier la délocatsatd'électrons sur leurs noyaux

aromatiques.

Quand ces composés réagissent avec les radicares,libélectron gagné de
l'antioxydant phénolique se démobilise ce qui empéla suite de la réaction en
chaine des radicaux libres.

8.2.Pouvoir réducteur :

Dans ce test I'évaluation de l'activité antioxydamonsiste en une mesure de la
capacité des huiles essentielles et des extraitéddire le fer ferrique F2 en fer
ferreux Fé% donc la mesure de I'aptitude d’une huile essbatieu d’un extrait &
interagir avec des especes chimiques réactiveantmiie donneur d’électron tels que

les radicaux libres. Ces radicaux ainsi réduitsedeent plus stables.
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Pour ce test, le BHT a été pris comme témoin gositi

» Cas des huiles essentielles :

Le tableau 25 illustre les résultats des pouvddicteurs des huiles essentielles de

R. eriocalyxet delL. stoechasinsi que celui du BHT.

Tableau 25: Pouvoir réducteur du BHT et des huiles essentielédR. eriocalyxet

L. stoechas.

Concentration (mg/l)

Absorbance? a 700 nm

R. eriocalyx L. stoechas BHT
100 0,026+0,004 0,031+0,004 0,863+0,011
200 0,093+0,013 0,106+0,019 1,063+0,024
400 0,326+0,014 0,166+0,005 1,161+0,008
600 0,355+0,002 0,204+0,005 1,178+0,005
800 0,426+0,024 0,292+0,002 1,218+0,036
1000 0,481+0,016 0,205+0,025 1,303+0,003

& Valeurs en moyenne * écart-type.

Les pouvoirs réducteurs des huiles essentiellelsl @HT sont proportionnels aux

concentrations utilisées.

L’huile essentielleR. eriocalyxpossede une capacité réductrice plus importarge qu

celle delL. stoechas

Pour les deux huiles essentielles, ces capacitkgtrices sont significativement

faibles par rapport a celle du BHT. La quasi-abesat®s composés phénoliques dotés

de forts pouvoirs réducteurs, dans le profil aroguet de ces huiles pourrait expliquer

ces résultats.
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Le tableau 26 illustre les résultats de I'analysédsariance du pouvoir réducteur

des huiles essentielles de romarin et de lavande:

Tableau 2¢: Analyse de la variance du pouvoir réducteur dakedessentielles

étudiées
Somme Moyenne _
Source ) ddl ) F Sig
des carrées des carrées

Huile essentielle 9,955 2,00 4,978 20642,675 0,000
Concentration 0,860 5,00 0,172 713,064 0,000
Interaction:

0,117 10,00 0,012 48,687 0,000

Huile * Concentration

Erreur 0,009 36,00 0,000

D’apreés les résultats obtenus, nous remarquonsftits significatifs de I'huile
essentielle et de sa concentration sur le pougdinateur. Cet effet est enregistré
également pour le facte(Interaction: Huile essentielle* Concentration).

> Cas des extraits :

Le tableau 27 montre les résultats des pouvoingctédrs des extraits éthanoliques
étudiées et du BHT.
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Tableau 27: Pouvoir réducteur du BHT et des extraits BRe eriocalyx et

L. stoechas.

Concentration (mg/l)

Absorbance? a 700 nm

R. eriocalyx L. stoechas BHT

2 0,012+0,001 0,014+0,005 ND

5 0,032+0,002 0,025+0,005 ND

10 0,078+0,002 0,056+0,006 ND
20 0,125+0,001 0,132+0,002 0,311+0,006
50 0,338+0,011 0,338+0,019 0,576+0,001
100 0,591+0,012 0,739+0,035 0,863+0,011

& Valeurs en moyenne * écart-type

Les résultats du tableau 27 montrent que les éxtsant nettement plus efficaces

gue les huiles essentielles obtenues a partir @eses plantes et agissent a de faibles

doses (tableaux 25 et 27).

Le BHT reste I'antioxydant ayant le pouvoir rédugtsupérieur a celui des deux

extraits (tableau 27).

Les pouvoirs réducteurs des extraitddetoecha®tR. eriocalyxsont comparables

pour des concentrations comprises e2tret 50 mg/l. Cependant pour la dos€0

mg/l, une augmentation importante de la capacité rédaate I'extrait de lavande est

a noter.

En se référant aux teneurs des extraits en phéstalsx, ces résultats semblent étre

en contradiction avec la richesse en composés figaes de I'extrait du romarin par

rapport a celui de la lavande.

Toutefois, le fort pouvoir réducteur de I'extrai d. stoechasest attribuable a sa

proportion en flavonoide4l,58 mg eq Quer /g d’extraithettement supérieure a celle

deR. eriocalyx26,03 mg eq Quer /g d’extrait.
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Les tests statistiques prouvent que le pouvoir g enregistré est fortement
influencé par les trois facteurs (type d'extraibnaentration, et leur interaction)
(tableau 28).

La variation de l'un de ces facteurs influencegs tsignificativement ['activité

réductrice enregistrée.

Tableau 28: Résultats de 'ANOVA du pouvoir réducteur pour tesix extraits

étudiés:
Somme des Moyenne _
Source ) ddl ) F Sig
carrées des carrées
Extrait 0,259 2 0,130 933,131 0,000
Concentration 2,389 5 0,478 3437,884 0,000
Interaction:
0,33 7 0,005 33,942 0,000
Huile * Concentration
Erreur 0,004 30 0,000

9. Activité insecticide des huiles essentielles étuds
9.1. Toxicité des huiles essentielles par effet inhalath :

Nous avons enregistré la mortalité des adulteS.dmaculatusians les pots traités
aux huiles essentielles ainsi que dans le pot ®mai aucun traitement n'a été

appliqué.

Il est & noter qu’aucun changement de comportem&ntété observé chez les

insectes du test témoin, ainsi la mortalité natairett nulle.
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Huile essentielle de lavande :

L’exposition des adultes d&. maculatusa I'huile essentielle dé. stoechas la
dose 0,0291 plicnt a induit la mort de la quasi-totalité des bruchesbaut de
48 heures d’inhalation.

Quelgues minutes aprés leur introduction a l'ietdérides pots traités, les insectes
manifestent une modification de leur posture, fisun comportement agité, mais leur

activité locomotrice apparait normale.

L’effet toxique de I'huile essentielle augmente gmessivement en fonction du

temps d’exposition des insectes a I'effet d’inhalate I'huile essentielle de lavande.

Apres12 heures nous enregistrons une mortalite1d®so et atteint46% a la findu
premier jour de traitement. Puis elle augmente régulieremems V8% apres

36 heureset98 % a la fin du traitement (au bout de 48 heures).

Huile essentielle de romarin :

Nous remarquons une diminution de I'effectif vivalgs adultes d€. maculatus
aprés inhalation de I'huile essentielle Be eriocalyxa une dose d8,0291 pl/cr,
cette action efficace de I'huile essentielle de Bomaugmente remarquablement

avec la progression du temps.

Ainsi, nous avons pu enregistrer une mortalité ¥ apres 12 heures
d’exposition, puisA4% aprés24 heures Ce taux de mortalité a atteint 184% dans

36 heurespour arriver 4% a la fin du traitement.
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La figure 57 résume les mortalités corrigées dadtesl deC. maculatu par
inhalation des deux huiles essentielles étuc

Mortalité
corrigée (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10 -

0 -

M Romarin

M Lavande

12 24 36

Temps (Heures)
Figure 57: Mortalité corrigée des adultes C. maculatugpar inhalation des d’huile

essentielles en fonction du temps

Nous constatons que les huiles essentielles edraitpartir des plantes étudié
possedent une activité biocide a I'égard des asldiéC. maculatus I'effet de I'huile
de romarin est moins fort que celui de l'huile essdle de lavande, touteft
I'évolution de la mortalité des insectes progressient en fonction du ten reste

identique pour les deux huil

Détermination des Tlsg et TLog des huiles essentielles:

Les courbes de régression des mortalités exprire@e®robit en fonction d
Logarithme décimal du temps permettent le calcul des selétpaux a 50% et a 90
(Figures 58 et 59).
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Cas du romarin:

Probit
9
8 y =4,2512x - 0,5086
R? =0,9832 /
7
6 //(
5
4
3
2
1
O T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Log (Dose)

Figure 58: Détermination des Tso et TLgo de I'huile essentielle d

R. eriocalyxpar effet inhalation v-a-vis deC. maculatus

Cas de la lavande :

Probit
8
7 y =4,5949x - 1,1417 *
6 R? = 0,8922
L
5 L 4
4 S
3
2
1
O T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Log Temps

Figure 59: Détermination des Tso €tTLgo de I'huile essentielle de. stoechapar
effet inhalation vi-a-vis deC. maculatus
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Le tableau 29 rapporte les valeurs des temps 1&ab68% et a 90% des huiles
essentielles étudiées :

Tableau 29: TLsg et Tlgg des huiles essentielles de romarin et de lavande.

Huiles essentielles

Temps létaux

R. eriocalyx L. stoechas
TL 50 (heures) 26,30 21,71
TL 90 (heures) 46,27 41,24

Le tableau 29 montre que les deux huiles essargtiéiiudiées sont dotées d'une

activité insecticide par effet inhalation.

D’aprés ces résultats, nous constatons que I'lesgentielle dé. stoecha®st plus
efficace sur les bruches de niébé avec des vatluiBlsg et Tlyo plus faibles que
celles enregistrée pour 'huile & eriocalyx ce qui permet d’atteindre la mortalité de
50% puis de 90% des adultes plus rapidement.

9.2. Toxicité des huiles essentielles par effet contact

La mortalité des adultes d& maculatuglans les bocaux contenant les graines de
pois chiche traitées aux huiles essentielles &mtegistrée pour les différentes doses
ainsi que pour le test témoin ou aucun traitem&nété appliqué.

De méme pour le test de I'effet inhalation, |la ralié naturelle des insectes était

nulle.

La figure 60 résume les résultats du test contaes ddeux huiles

essentielles étudiées:
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Mortalité
corrigée (%)
100

90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 T T
témoin 0,25 0,5 1 2 Doses pl/g

M Romarin

M Lavande

Figure 60: Mortalité corrigée des adultes C. maculatugpar effet contact e
fonction des doses d’huiles essentie

» Huile essentielle de romarin

Il'y avait une augmentation progressive de la ntitdtale C. maculatu avec
'augmentation de la concentration de I'huile etisfla deR. eriocaly..

La plus faible dose utilisé(0,25pnl/g) a manifesté une forte activité insecticide -
provoqué la mort de 69% des adul

Les doses les plus fortes ont permis d’augmentpolgcentage de mortalité pc
atteindre les 100% a une concentratioil pl/g.

> Huile essentielle de lavand

Les résultats obtenus montrent que la mortalitéadettes élevée sur des graines
pois chiches traitées a I'huile essentielleL. stoechagsugmente proportionnelleme

avec la concentration utilisé

Ainsi, le sail de 50% de mortalité a été largement dépassé &vedose de
0,25pl/g eta atteint un pourcentage 7¢

153




Partie pratique Chapitre 2: Résultats et discussions

Par la suite, le taux de mortalité augmente rapagmers 96% puis 100% a la
dosel pl/g.

D’apres les résultats obtenus, nous constatontequmiiles essentielles extraites de
R. eriocalyxetL. stoechapossédent un effet toxique contre les adultes de

C. maculatuscet effet insecticide est proportionnel aux coiions utilisées.

Pour les deux huiles essentielles, une dose2isul/g est suffisante pour atteindre

la mortalité de 50% d’'individus.

Il est a noter que la mort de tous les insecteprestoquée par l'utilisation d’une

dose del pl/g, et ceci pour les deux huiles.

Aux doses les plus faible®©,25 et 0,5pl/g), I'huile essentielle de lavande a
manifesté un pouvoir insecticide élevé par rappocelui enregistré pour I'huile du

romarin.

Gakuru et Foua-Bi (1995), rapportent que les huiles essentielleEudalyptus
cotrodora et Ocinum basilicum sont tres efficaces contre les adultes de

Callosobruchus maculatus

llboudo et al., (2010) ont affirmé que la forte I'activité insecticide dduiles
essentielles d®. americanunenregistrée contre la bruche du ni€bémaculatusn’a

pas persisté pour une longue durée et n’a pas @& pburs.

» Détermination des Dlsg et DLgg des huiles essentielles:

Les courbes de régression des mortalités exprinre@e$robit en fonction du
Logarithme décimal des doses permettent le calesldbses létales a 50% et a 90%
(Figures 61 et 62).
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> Cas du romarin :
Probit
9
y =4,2512x - 0,5086
8 R? = 0,9832 /
7
6 //(
5
4
3
2
1
O T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Log (Dose)
Figure 61: Détermination des LCsp etDLgg de I'huile essentielle «
R. eriocalyxpar contact.
» Cas de la lavande
Probit
9
8 y = 3,8062x + 0,4249 /
7 R?=0,9936 /
6 =
5
4
3
2
1
O T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Log (Dose)

Figure 62: Détermination des Cso etDLgo de I'huile essentielle «

L. stoechapar contact.
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Le tableau 30 rapporte les valeurs des doses détal€0 et 90% des huiles

essentielles.

Tableau 30:DLsg et DLgg des huiles essentielles de romarin et de lavande.

Huiles essentielles

Doses létales

R. eriocalyx L. stoechas
DL 5o pl/g 0,19 0,16
DLgopl/g 0,39 0,34

Ce tableau indigue des doses létales a 50% et %oqt faibles pour les deux

huiles essentielles mais avec des valeurs plugétedans le cas de I'huile de romarin.

Les résultats obtenus montrent que les deux hesentielles possedent une

activité insecticide vis-a-vis dgallosobruchus maculatust que I'huile essentielle de

lavande est la plus efficace car elle agit a deseatrations plus faibles.

Les résultats de l'analyse de la variance de ldaftitérdes insectes en fonction de

I'huile essentielle utilisée et de sa dose sombrares dans le tableau 31.:

Tableau 31:Analyse de la variance de la mortalité des adulégs. maculatugpar

effet contact :

Source Sommg des ddl Moyenne des carrées F Sig
carrees

Huile 144,00 1 144,00 1,878 0,174

Concentration 144954,00 4 36238,50 472,6760,000
Interaction:

Huile * 306,00 4 76,50 0,998 0,413
Concentration

Erreur 6900,00 90 76,66
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Le tableau 33 montre un effet hautement significiila concentration sur le taux

de mortalité des adultes. Par ailleurs, les deuxesufacteurs(Type d'huile et

Interaction: Huile*Concentration) n'influence pas sur cette mortalité.

Les résultats obtenus révelent un effet insecti@dmparable pour les huiles

essentielles du romarin et de la lavande.

9.3. Evaluation de I'effet des huiles essentielles sua fécondité:

> Huile essentielle de romarin:

Les fécondités moyennes des femelle€dl#osobruchus maculatien fonction de

la concentration de I'huile essentielle de romadnt regroupées dans la figure 63:

i Fecondité moyenne par femelle

0 0,25

0,5 1

2

Concentration (pd/g)

Figure 63: Nombre d’ceufs pondus par femelle@emaculatugraitée a I'huile

essentielle d&. eriocalyxen fonction de la concentration
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L'utilisation de l'huile essentielle dans le tramtent des graines de pois chiche a
provoqué une trés forte diminution de la fécondies femelles, ainsi le nombre
d’'ceufs pondus par femelle est passé de 40,68 pdest témoin a 1,98 avec la dose
0,25pl/g.

Les concentrations les plus fort@s5 ; 1 et 2ul/g) ont provoqué l'arrét total de

la ponte.

La variation de la fécondité moyenne par femelleGdemaculatustraitée avec

I'huile essentielle de romarin en fonction du terepsreprésentée par la figure 64:

Fécondité
moyenne par

femelle
25

20 A\ ——0 pl/g
/ \ —8—0,25 pl/g
15
/ \\ 0,5 pul/g
10 =>=1l/g
/ \ =ie=2 ul/g

0 M
24 4 72
8 Temps (Heures)

Figure 64: Evolution du nombre d’ceufs pondus moyen par fesro!

o
96 120

C. maculatugraitée a I'huile essentielle de romarin en fametiu temps.

Nous remarquons que quelque soit la dose de I'hesigentielles de romarin
utilisée, la ponte commence apres 24 heures, efjmante rapidement pour atteindre

son maximum au deuxieme jour.
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A partir du troisiéme jour, nous observons une dution rajide du nombre d’'ceut

pondus qui tend vers zéro au bout du cinquiémedediexpérimentation.
» Huile essentielle de lavandi

La figure 65rapporte le nombre d’ceufs pondus par femellC. maculatu ayant

subi le traitement avec I'huile essentiellelavande.

M Fécondité moyenne par femelle

45
40

35

30

25

20

15
10

0,8 0 0 0

0 0,25 0,5 1

Concentration (ul/g)
Figure 65: Nombre d’ceufs pondus par femelleC. maculatudraitée a I'huile

essentielle dL. stoechagn fonction de la concentrati

Suite au traitement des lots d’insectes par I'hedsentielle de lavande, la féconc
des femelles a ren@uablement diminué par rapport au test témoin, #urtgisation
d’'une dose d®,25pnl/g a permis de réduire le nombre d’'ceufs pondus paelfera
0,8.

Avec des concentrations plus élevées, aucune pémteé observé
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Le nombre d’ceufs pondus par femelles a baissé @8 401,96 en utilisant I'huile
de romarin 20,25 pl/g, tandis que l'utilisation de I'huile essentielle thvande a la

méme dose n'a laissé que 0,8 ceufs par femelle.

La figure 66 illustre I'évolution du nombre moyeiroalifs pondus par femelle de

C. maculatugraitée a I'huile essentielle de stoechagn fonction du temps.

Fécondité
moyenne par
femelle
25
20 A ——0ul/g
/ \ =8-0,25 ul/g
15

/ \\ 0,5 pl/g

) et 11 UL
/ \\ =2 ul/g

5

ry
i R — ;\m

Temps {Heures)
0 24 48 72 56 120 |

Figure 66: Evolution du nombre d’ceufs pondus moyen par fesra®lC. maculatus
traitée a I'huile essentielle de lavande en fomcta temps.

Nous constatons que la variation du la féconditgenoe des femelles traitées avec
I'huile essentielle de lavande a la méme allureaplie observée en utilisant I'huile de

romarin.

Ainsi, les premiers ceufs sont pondus au cours elnier jour, leur nombre
augmente et arrive la valeur maximum en 48 helsefecondité diminue
progressivement apres le troisieme jour et sS’agm@atu zéro a la fin du cinquieme

jour.
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Nous notons aussi que les deux traitements onbprevI'arrét de ponte a partir de
la méme concentratio®,6 pl/g).

Nos résultats sont en accord avec ceuRa@pakse (1996)Qui asignalé que
ponte des femelles d& maculatugpeut étre completement inhibée par les huiles

volatiles dePiper nigrum.

SelonKellouch et Soltani (2003)Ja réduction de la fécondité des femelles de
Callsobruchus maculatusaitées par I'’huile essentielle 8gzygium aromaticumest
pas seulement liée a la diminution de la périodpatdge ou de la survie des femelles
mais elle est également le résultat du processuialmgénese.

En utilisant I'huile essentielle d@cimum basilicun& 0,5 pl/cm?, on a obtenu une
mortalité de 98% des adultes @emaculatusinsi qu’'une réduction de la fécondité de

77% par rapport test témajRascual-Villaloboset Ballesta-Acosta; 2002)

Les huiles essentielles destoecha®t deR. eriocalyxpeuvent étre signalées
comme des forts inhibiteurs de la ponte des femel®€. maculatusleur efficacité
peut étre une probable utilisation en plein champsur des entrepdéts et des stocks de

graines de Iégumineuses.

Cette utilisation pourrait permettre un contrélegéfficace de population des

bruches, notamment celle @e maculatus

Tableau 34: Résultats de l'analyse de la variance de la fétbdds femelles de

C. maculatus

Source Somm,e des ddl Moyenr)e des = Sig
carrées carrées

Huile 1,392 1 1,392 1,142 0,288

Concentration 26056,350 4 6514,088 5341,94®,000
Interaction:

Huile * 5,570 4 1,392 1,142 0,342
Concentration

Erreur 109,748 90 1,219
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Nous remarquons que le nombre d'ceufs pondus éstient lié a la concentration
en huile essentielle utilisée d’'une part et d'uneapart, la variation du type d'huile
essentielle n'influence pas sur la fécondité detelies vu son effet non significatif
enregistre.

D'une autre part, on n’a enregistré aucun effetiogitif des facteurgHuile
essentielle et I'interaction Huile*Concentration)sur la fécondité des femelles de

C. maculatus
9.4.Effet des huiles essentielles sur la fertilité:

La figure 67 donne la variation du pourcentage mowé&closion des ceufs de
C. maculatusen fonctions des doses utilisées pour les deulesigssentielles

étudiées.

=¢==|avande

=fl=Romarin
90

80

N
2 T\

0 \\\

5\

0 }5 \T : = .

0 1,5 2 2,5 Doses (pl/g)

Moyenne d'émergence (%)

Figure 67: Variation du pourcentage moyen d’émergenc€ dmaculatuen fonction

des doses des huiles essentielles de romarinlavaiede.

En général, on remarque que le taux d’'ceufs éclogde avec I'augmentation des

doses utilisées pour les deux huiles essentielles.

Pour le test témoin, le pourcentage d’émergenaaviageur est dé2%.
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Pour l'huile essentielle de romarin, les do8¢25 pl/g et 0.5pl/g ont permis de
diminuer le taux d’émergencesa% et 17% respectivement.

En utilisant les concentrations les plus élevéegt(2 pl/g), I'éclosion des ceufs

était nulle.

En ce qui concerne I'huile essentielle de lavamelppurcentage moyen d’'éclosion
a diminué dé82% a44% avec la dose,25pl/g.

Les concentrations plus élevé@35; 1 et 2pnl/g) ont permis de réduire ce

pourcentage a zéro.

L’huile essentielle de lavande possede un effetlsdertilité plus important que

celui enregistré avec I'huile essentielle de romari

Nos résultats mettent en évidence, I'effet des dmiibes essentielles sur la fertilité

des ceufs d€. maculatus.

Le nombre d'ceufs éclos diminue progressivementoastion des doses d’huiles

essentielles utilisées.

L'utilisation de nos huiles essentielles permet@duire le nombre d’ceufs pondus
(fécondité) ainsi que le pourcentage d’'ceufs édil{té), ce qui permet de diminuer

le niveau d’'infestation du ravageur au sein desksto

Ces résultats viennent confirmer ceuxGlaolade etal., (1999),qui ont obtenu une
mortalité de 95-97% par fumigation d’huile essdlgie’Agertum conyzoidesur les

adultes deC. maculatus

D’'une autre part, les auteurs ont constaté unecti@usignificative de la ponte

ainsi qu’une inhibition compléte de I'émergence.

D'apres les résultats de I'analyse de la variarcéadertilité des ceufs regroupés
dans le tableau 35, les facte(ifype d'huile essentielle et Concentrationpagissent
significativement sur la fertilité des ceufs, noignalons également I'effet significatif
du facteur (Interaction: Huile essentielle*Concentration) sur le nombre d'ceufs

éclos.

163



Partie pratique Chapitre 2: Résultats et discussions

Tableau 35: Récapitulatif de I'analyse de la variance de ldilig&r des ceufsde

C. maculatugxprimée par les deux huiles essentielles :

Source Somm,e des ddl Moyenne des carrées F Sig
carrées
Huile essentielle 1225,00 1 1225,00 22,363 0,000
Concentration 109736,00 4 27434,00 500,824 0,000
Interaction:

Huile * 1840,00 4 460,00 8,398 0,000
Concentration

Erreur 4930,00 90 54,778
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Conclusion générale :

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la valormatile la flore algérienne. Il a porté
sur deux plantes aromatiques de la famille desdeéds : le romarinRosmarinus

eriocalyx et la lavandel(avandula stoechas).

Nous nous sommes intéressés a l'extraction, arcEaisation et I'évaluation des

activités biologiques (antioxydante et insecticide$ extraits végétaux de ces plantes.

L’objectif de cette étude est une potentielle sdition des huiles essentielles et des
extraits éthanoliques de ces derniéres, dans leeptién des altérations des produits
alimentaires, et ceci en remplacant les agentsighega couramment employés et qui
peuvent avoir des conséquences néfastes sur k& dathomme de méme que sur

son environnement.
Les principaux résultats obtenus sont:

1- L’extraction et caractérisation des huiles essenties et des extraits

éthanoliques :

> L’observation des coupes anatomiques des feuillde®fleurs d&®. eriocalyx
et delL. stoechasa révélé la présence poils tecteurs, sécréteugkaetiulaires qui
constituent les structures responsables de la é&smtlet du stockage de I'huile
essentielle.

Cette organisation anatomique est caractéristapida famille des lamiacées a

laquelle appartiennent les deux plantes étudiées.

> L’extraction des huiles essentielles par hydrolagion a fourni des
rendements dé,16et 1,6 ml/ 100 g de matiere végétale fraichpourL. stoechas et

R. eriocalyxrespectivement.

> La cinétique d’extraction de I'huile essentielleRleeriocalyxa montré que le
temps optimal est d& min, ce quipermet d’obtenir le rendement maximalldé ml

/100 g de matiere végétale fraiche.
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> L’analyse de I'huile essentielle de stoechagpar CPG et CPG/SM a révélé la
présence de 31 composés dont 5 sont majoritaisehbne (11%), camphor
(6,85%), bornyl acétat€6,3%), sabinyl acétatés,2%) et le 1,8-cineo(4,9%).

Cette composition chimique correspond a une huiigemtielle de chémotype

fenchone/camphor.

> L’analyse de I'huile essentiellR. eriocalyx nous a permis d’identifier 41
composeés dont le camphor est majoritaire avec eneut de39,4%, suivi du

p-cyméne + limonéngl1%), de l'a-pinéne(10,4%) et du camphen@,6%).

> La caractérisation des deux huiles essentiellegmtrérune domination de la
fraction oxygénée par rapport aux autres group@sighes avec un pourcentage de
45,9et52,9% pourL. stoecha®tR. eriocalyxrespectivement.

> Les extraits éthanoliques ont enregistré des rapdes del9,29 et 30,59%

pourlL. stoecha®tR. eriocalyxespectivement.

> Le dosage des phénols totaux a révélé une tenedB2ie¢ mgeéq d'acide
gallique/g d’extrait pourL. stoecha®t221,4 mg éq d’acide gallique/g’extrait pour

R. eriocalyx

> Les teneurs en flavonoides sont en général apptésiédl,58 mg éq de
quercétine/ g d’extrait) pourL. stoecha®t (26,03mg éq de quercétine/g d’extrait)

pourR. eriocalyx
2- Activité antioxydante:

L’activité antioxydante des huiles essentiellesles extraits étudiés a été évaluée
par deux testk Vitro différents: I'inhibition du radical DPPH et le pair réducteur.

> Les résultats du test de piégeage du radical DERélant une faible capacité

inhibitrice des huiles essentielles étudiées papoet a celle du BHT.

> Pour toutes les concentrations utilisées, I'hudseatielle deR. eriocalyxa
manifesté une activité antiradicalaire plus fortge ccelle enregistrée pour I'huile

essentielle de. stoechas.
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> Pour la concentratio000 mg/l), nous avons pu atteindre un pourcentage
d’inhibition du DPPH de 24,11+0,34%pour I'huile essentielle dB. eriocalyxet de
19,69+1,29% avec I'huile essentielle del. stoechas.Par conséquent, les

concentrations inhibitrices de 50% des radicaGxd) n’ont pas pu étre déterminées.

> Les extraits éthanoliques du romafi€ s;= 11,59+0,07 mg/let de la lavande
(ICs= 18,30+0,31 mg/l)ont montré une activité de piégeage du DPPH plergeél
gue celle du BHTIC 5= 28,01+0,66 mg/l)

> Les huiles essentielles de stoechaset deR. eriocalyxont montré un faible
pouvoir réducteur par rapport au BHT, de méme sigs n'ont pas manifesté de
fort pouvoir antioxydants malgré leurs fortes tasewen polyphénols et en

flavonoides.
3- Activité insecticide:

L’efficacité des huiles essentielles en tant q@oigides utilisables en pratique a
ete étudiée contre un ravagewallosobruchus maculatysqui se développe et

contamine les stocks de graines de pois chiches.

> L’évaluation de la toxicité des huiles essentieBes les adultes agés de 24
heures a montré une forte activité insecticide giget inhalation. La lavande est la
plus toxique avedes temps létaux 20% et a90% de la population d’insectes de
21,71et 41,24 heuresrespectivement, tandis que pour le romarin cepsesont de
26,30et 46,27 heurepour une dose d&0291 pl/cni.

> L’évaluation de l'effet insecticide par contactjentré que les deux huiles
essentielles sont trés efficaces corenaculatus.Les doses |étaless®% et a90%
de la population d’insectes ont été déterminées.deenieres sont dg16et0,34 pl/g

pourL. stoecha®t de0,19et0,39 pl/gpourR. eriocalyx

> L’étude de I'effet des huiles essentiellesldestoechas et R. eriocalgur la

fécondité des femelles a révélé une réduction fstgive cette derniere, ainsi leur
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utilisation a une dos6,25 ul/ga permis de réduire le nombre d'ceufs pondus par
femelle de40,68a0,8 avec la lavande &t 1,96 avec le romarin. Des concentrations

plus élevées ont entrainé un arrét total de lagoont

> La fertilité des ceufs traités avec les huiles dsdéss a diminué tres
significativement, et ceci en fonction de la dosksée. Ainsi, a titre d’exemple, pour
un traitement des graines de pois chiches avecateentrations supérieured al/g,

le taux d’émergence est nul.

- Les huiles essentielles dR. eriocalyxet L. stoechasont présenté de forts
pouvoirs insecticides contr€allosobruchus maculatusin coléoptére causant des

dégats importants sur les denrées alimentairekéstec

- Ces extraits ont provoqué la mortalité de ce¢dts, une réduction significative
de la fécondité des femelles et de la fertilité dasfs pondus. Tous ces effets sont
valorisables dans le contréle des populations deageurs des stocks de

légumineuses.

Ce travail peut étre le point d’appui pour une étptus détaillée des extraits de

R. eriocalyxetL. stoechasu il serait intéressant:

- D’analyser des huiles essentielles des plantessssie plusieurs régions
d’Algérie et sur plusieurs saisons.

- D’adopter des techniques d’analyse plus pousséebulkes essentielles pour

une meilleure compréhension de la composition dumide ces dernieres.

- D’approfondir la caractérisation des extraits étligmes et identifier les

composes responsables de leur forte activité aydente.

- Evaluer l'activité antimicrobienne et cicatrisandes huiles essentielles et

extraits éthanoliques.
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Résumé:

Les huiles essentielles de la lavandav@ndula stoechaset du romarinRosmarinus
eriocaly® ont été extraites par hydrodistillation. Les reme&nts obtenus pour 100 g
de matiére végétale fraiche sont @46 ml pour la lavande etle 1,6 ml pour le
romarin.

L’'analyse par CPG et CPG/SM des huiles essentigllegvélé des compositions
chimiques tres différentes pour les deux plantes. fenchone est le composé
majoritaire de I'huile essentielle de lavandd %) tandis que I'huile essentielle de
romarin est dominée par le campl{88,4%). Les extraits éthanoliques des plantes
étudiées ont enregistré des rendementd9J29 et 30,59% pour L. stoechaset R.
eriocalyxrespectivement. Ces extraits possédent des te@lewees en polyphénols et
flavonoides.

L’évaluation de [I'activité antioxydante des huilessentielles et des extraits
éthanoliques a montré que les extraits éthanoliquessedent un fort pouvoir
antioxydant par rapport a celui des huiles esdéagiet du BHT. La teneur élevée en
composés phénoliques serait a l'origine de cetigaaté réductrice importante.
L’évaluation de l'activité insecticide des huilessentielles étudiées a montré qu’elles
possedent un fort effet toxique vis-a-vis @allosobruchus maculatuses derniéres
ont entrainé la mort des adultes de cet insecte, réduction significative de la
fécondité des femelles et de la fertilité des opafedus.

Mots clés: Lavandula stoechasRosmarnius eriocalyxhuile essentielle, extrait
éthanolique, antioxydant, insecticidegllosobruchus maculatu§PG/CPG-SM.

Abstract :

Essential oils of lavendet@vandula stoechasand rosemaryRosmarinus eriocalyx
were extracted by hydrodistillation. The yields abed for 100 g fresh weight are
0.16 mlfor the lavender anl.6 mlfor rosemary.

The analysis of essential oils by CG and CG/MS akack very different chemical
compositions for the two plants. The fenchone ie thajority compound of the
essential oil of lavend€f1%) while the essential oil of rosemary is dominatedhmsy
camphor(39.4%). The ethanolic extracts of the studied plants restrgelds 0f19.29
and 30.59% for L stoechasand R. eriocalyxrespectively.These extracts have high
percentages of polyphenols and flavonoides.

The evaluation of the antioxidant activity of edsa@noils and ethanolic extracts was
showed that the ethanolic extracts have a strotigxasiant capacity compared to that
of essential oils and the BHT. The high percentafgghenolic compounds would be
at the origin of this significant reducing capacifjhe evaluation of the insecticidal
activity of studied essential oils showed that thegve a strong toxic effect to



Callosobruchus maculatughese last caused death of the adults of this tinsec
significant reduction of the fruitfulness of therfales and fertility of laid eggs.

Keywords :

Lavandula stoechagosmarnius eriocaly»ssential oil, ethanolic extract,
antioxidant, insecticidaCallosobruchus maculatu§G/CG-MS.
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