A ) sl aal) 4 i) Sl Ay ggan)
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
bl doa ) g al) atail 5 ) 35
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA
RECHERCHE SCIENTIFIQUE
A aSil) o glall Lbal) Ay gt} daajaall
-3l Gl
ECOLE NATIONALE SUPERIEURE AGRONOMIQUE (ENSA)
EL-HARRACH — ALGER

¢ ENSA

)
& - aoMall Lol duibgll dwjaall
1905
Ecole Nationale Supérieure Agronomique

These

En vue de I’obtention du Diplome de Doctorat en Sciences
Agronomiques

Theme

Effet de I’addition de thymol ou de carvacrol sur I’activité biologique
des huiles essentielles de Juniperus phoenicea et d’Ammoides
atlantica et de I’effet de I’irradiation gamma sur la composition
chimique et I’activité antioxydante d’extraits de Thymus algeriensis

Présentée par : Mme LATRECHE — DOUAR Sabrina
Soutenue le : 22 — 06 — 2019.

Devant le jury composé de :

Président : M. BENCHABANE Ahmed Professeur a ’ENSA
Directeur de thése : M. HAZZIT Mohamed Professeur a ’ENSA
Examinateurs : Mme MOUHOUCHE Fazia Professeur a ’ENSA
Mme SAHRAOUI Naima MCA a ’'USTHB
M. BENKACI-ALI Farid Professeur a PUSTHB

M. FERHAT Mohamed Amine  Professeur a ’ENS

Année universitaire 2018 - 2019



Remerciements

Je tiens & remercier Monsieur HAZZIT Mohamed, Professeur a I’ENSA (Ecole
Nationale Supérieure Agronomique — El-Harrach — Alger), pour son encadrement, sa
disponibilité et son sérieux. Son écoute, ses conseils et sa patience m’ont marqué a jamais.

Merci encore.

Je suis reconnaissante @ Monsieur BENCHABANE Ahmed, Professeur a I’ENSA
(Ecole Nationale Supérieure Agronomique — El-Harrach — Alger), de nous faire I’honneur de
présider ce jury. Je tiens aussi a le remercier pour sa bonne humeur, son encouragement, et sa

disponibilité tout au long de ce travail.

J’exprime toute notre gratitude a Madame SAHRAOUI Naima, Maitre de conférences
a I’'USTHB, a Monsiewr FERHAT Mohamed-Amine, professeur a I’ENS (Kouba), et a
Monsieur BENKACI ALI Farid, professeur a I’'USTHB, pour avoir bien voulu examiner ce

travail et étre membre du jury.

Je tiens a remercier particulierement Madame MOUHOUCHE Fazia, Professeur a
I’ENSA (Ecole Nationale Supérieure Agronomique — El-Harrach — Alger) pour avoir accepté
d’examiner ce travail et étre membre du jury, mais surtout pour son écoute, SeS Précieux
conseils, son encouragement et ses pensées positives. Elle est et sera pour toujours un exemple

de réussite pour moi.

J’associe mes remerciements a l’ensemble des membres du département de Technologie
Alimentaire pour [’ambiance chaleureuse et pour nos échanges enrichissants, ainsi qu’a tous

mes amis (es).

Je ne saurais oublier de remercier toutes les personnes qui m’ont aidés, en particulier
Mohammed, Technicien au laboratoire d’analyse instrumentale, pour la confiance et le

soutient dont il m’a fait preuve.

Enfin, j exprime mes affectueuses pensées particulierement a mes parents, mes enfants,

et mes proches qui m’ont soutenus et encouragés tout au long de ce travail.



Sommaire



Sommaire

Liste des tableaux

Liste des figures

Liste des abréviations

Introduction génerale....................oco i e 1

Partie I : Recherche bibliographique

Chapitre I : Plantes médicinales et principes actifs........................ccccceeiieeenn. 4
[ Les plantes MEdICINGAIES. .........ooeii e 4
T 0 T L3 Tox 1 o o 4
[.2. Lavaleur d'une plante MEdICINAlE. ............ccoooeeviiiieie e 4
I.3. Estimation du nombre d’espéce de plantes médicinales dans le monde..........cccceriereennee. 4
[.4. Marché des plantes MEAICINAIES. .........ccociiiiiiii e 5
1.5. Utilisation des plantes médicinales en AlIGEIIE..........oovciiiiiiie e 5
1.6. Diversité des plantes aromatiques €N AIGEIIE..........coveiveeiie i 6
1.7. Plantes médicinales les plus utilisées en AIQErie..........cooveieiiiieiieiie e 6
1.8. Les habitats menaces des plantes MediCiNales............cccoeuviieiiiieiiin e 7
I1. Principes actifs des plantes aromatiques et médicinales............ccoovvverieiienievi s 8
[1.1. LeS hUiles @SSENTIEIIES. .......cc.oieiie et 8
0 T 1o 0[SOS 8
11.1.2. Définition générale d'une " huile essentielle "............ccooe e, 8
[1.1.3. Propriétés phySiCO-ChIMIQUES.........cccviiviiiecieitie ittt et e e e 9
11.1.4. COMPOSItION ChIMIQUE. .....ccviiiiie ettt st e eraenreas 9
[1.1.5. Distribution et localisation des huiles essentielles............ccoooiviiiiiininiiiinii s 11
11.1.6. Fonctions biologiques des huiles eSsentielles..........ccccvevvevieiecie i, 11
I1.1.7. Facteurs de variation de la composition Chimique..............ccccoeeiiieiiiceccs e 11
11.1.8. Utilisation des huiles €SSENLIEIIES. .........ccooviiiiiiii i 12
11.1.9. ToOXicCité des huiles eSSENtIEIIES. ........ccoi i 13
11.1.10. Conservation des huiles essentielles. ... 13
I1.1.11. Proc€dés d @XIraCtiON. .. ....ccceiiuuiieiiiiiiieeeceitieee et e e e et e e st e e e eabe e e e saanae e s ee e s srteaeesannnaeens 14

11.1.12. Analyse des huiles €SSentielles..........oovviieiiiiiiiiii e 16



Sommaire

[1.2. LeS COMPOSES ACTITS. .....ueieiiiiie ittt et e e 17
[1.3. LES AICAIOTURS. ...ttt et sttt sr e et er e e 18
[1.4. LesS COMPOSES PRENOTIGUES. ... ..eveietiie ettt s 18
Chapitre II : Activités biologiques des plantes médicinales.............................. 24
[. ACLIVILE ANTIOXYUANTE. ...ttt e 24
IO 1011 0o [ Tod o PSR 24
[.2. Déclenchement de 'OXYdation. ........coveuiiieiiniiie e e 24
[.3. OXYAALION GBS COMPS QIS . virtietiieeiieieesie st sr ettt sttt sttt st b st ese e st e en e eb e e eneas 24
I.4. Conséquences de I"0XYdation. .........cueiiieiiiiiiiiie e e 28
1.5. Conséquences des peroxydations lPIdIQUES..........cccuvieiriiiriiie e 28
[.6. Prévention contre I'OXYdation.........cccviiiiiiiiie it 28
1.7. L'inhibition de I'oxydation des lPIAES..........cociiiiiiiieii e 28
1.8. Les antioXygenes OU antIOXYOANTS. .........cuerereiirieiine it 28
1.9. Mesure du degré d’oxydation et du pouvoir antioXydant...........ccccevveerieeenieiniiiesieee e 31
[1. ACHIVItE DIO INSECHICIAR. .....covvi it 33
I oo 13 Tox £ o o SO T PP PP 33
I1.2. Biopesticides d’origine VEZELAlE..........cuvviiviiiiiiiiiiiiiiiie e 33
I1.3. Avantages des biopesticides d’0rigine VEZELAle.........ccvvviiiiiiiiiiiieiiiie e 34
[1.4. Utilisation des huiles eSSENTIEIIES. ..........coviieiiie i e 34
1. ACHIVIEE aNtIMICIODIENNE. ... .c.iiiiiiece e e e 38
T (T L8 o o PSP S URPRPRPPRRIN 38
I11.2. Propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles..........ccocevveieieieiicin e 38
I11.3. Propriétés antifongiques des huiles essentielles...........ccoeeieieiiiiiiinciie s, 39
[11.4. Propri€t€s antiVIrales..........ccueiiiiiiiie ettt st e e ene 40
I11.5. Mode d’action antimicrobienne des huiles essentielles............ccocovvvriiiiiiiieiiiiie s 40
II1.6. MEthodes d’EValtuatioN. .......ceiiveiiiiieiiiie et srbe e ssae e neeennees 40
I11.7. Limite des méthodes d’évaluation de ’activité antimicrobienne...............cccceevveeverrenenn, 42
II1.8. Facteurs déterminants I’efficacité de 1’activité antimicrobienne..............cccccceeveeeenerennnnnne. 42

111.9. Effets antimicrobiens des associations d’huiles €SSentielles. ........ooovevevee oo 43



Sommaire

Chapitre III : Monographie des plantes et des espéces

CRUAIGES...........coo ettt 44
[. MONOQGraphie d& JUNIPEIUS. .......ccoiiiiitiii ettt 44
[.1. Géneralités SUr Ie genre JUNIPEIUS. ........covetirerieiiie ettt sttt 44
1.2. Caractéristiques du GeNIe JUNIPEIUS. ......cccuiuerierire ettt se e se et see e sn e seeneas 44
1.3. Classification DOTANIQUE. ........cuiiiieieiie st 45
[.4. REPArtition ge0OGraphigUE. .......coveueiuerieeiie ettt ettt e e 45
I.5. Composition chimique des huiles essentielles du genévrier..........ccovveveiievieneiiniiessseennns 45
1.6. Propriétés pharmacologiques du genre JUNIPEIUS...........curereirereeineseeise e seeees 46
1.7. JUNIPEIUS PROBNICEA ... bbb 46
[1. MONOGraphi€ de TRYMUS.......cc.oiiiiie i et st saeas 47
[ L. HISTOTIQUE. ...ttt ettt b ettt et sb bbbttt en e 47
[1. 2. ELYMOIOGIE. .. ettt ettt et bbb nres e 48
[1.3. ClaSSITICATION. ... 48
[1.4. Variabilit€ €t OFIgINe. ......ccveiieie et et r e sr e e e e enaesraeneeas 49
[1.5. Description MOrpholOGIQUE........cc.eiviiice ettt 49
[1.6. Propri€tés du thYM.......ccooie et 49
I1.7. L’huile essentielle de thym.........cccoviiiiiieiiiie i 49
1. MONOQrapie d’ OFiQanumi...........cc.oueiiiueiiiiiiiiie ettt e 50
O o 3 (] o =SSR 50
[11.2. Classification DOtANIQUE. ...........civiiiiie ettt enes 51
[11.3. DeSCription DOLANIGUE. .......cveeuieieiieiiie ettt et e e enes 51
[11.4. REPartition gEOGraphIQUE..........cceiiviiieeiestieste st e se e et se e st st a e sre et sraesne e enneenes 51
IIL.5. Huile essentielle d OriZan. ... ....c.cciiiiiiiii ittt 52
V. Monographie d’AmmoiUES. ............ccooeiiiiiieiie ettt sttt sra s s 52
Y T I TSt o 4 o SO 52
IV.2. Classification DOtANIQUE..........ccueiiiiiii e s eraenreas 52
IV.3. Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf.............oooiiii e 53
V.4, Utilisation thErapeULIQUES..........couciuiiie i ettt sttt sr e e 54

V. Monographie de CalloSODIUCHUS...........cuiiiiii e 54



Sommaire

V.1. Généralités sur les inSectes PNYLOPNAGES. .......ccvrerieire e e 54
V.2. Caractéres généraux de la famille des Bruchidae............ccooeeiiiiininiinincieccee, 55
V.3. Présentation de Callosobruchus maculatus F..............ccooiiiiienicieieecee e 55
V.3.1. POSItION SYStEMALIQUE. ......eevereeieeiieeeti ettt et 55
V.3.2. POSItion PhYIOGENELIGUE.......c.eiveieeeiie e 56
V3.3, DENOMINGLION. ...ttt ettt ettt ettt 57
YR I T O 1 1o 1 =TT T TP PPTPR TSP 57
V.3.5. REPartition geographigUE. .........coeueruerierire ettt e 57
V3.6, BIOIOGIE. ..ottt bbbt 57
V.3.7. CycCle de dEVEIOPPEMENT. ....c.eiiiiiiie ittt 58
V/.3.8. Stade de EVEIOPPEIMENT......c.oiiiiie i 58
V/.3.9. DIMOIPRISIME SEXUBL. ...ttt ettt 60
V/.3.10. Polymorphisme imaginal...........cccoooiiiiiiiiii e 61
V.4, DEJALS OCCASIONNES. .....eevierieerieiteiieesieestesseessesseesseasteaseesseasesaassseessesssesseenteeseesseensaeseesneenses 61
V.5. Lutte contre C. maculatus F. par 1es plantes...........cccooveieeieiie i 63
VI. Monographie de la graine hote Cicer arietinUm L...........cccoceieee i 64
VI1. Monographie des micro-0rganismes EtUAIES. ..........covveiueiieieeriiie e e 65
Chapitre IV : Traitement parirradiation.....................cccoc 67
VL GBNETANITES. ...ttt 67
Y o 111 (o] [0 1RSSR 67
[V.3. DETINItION dU FAYONNEMENT.........ocviieiie ettt sttt e e en s 68
IV.4. Définition de 1a doSe @DSOIDEE. ..........oiviiiiiiie it e 68
IV.5. Type des rayonnements ionisants utiliseés par I’industrie agroalimentaire....................... 68
IV.6. LS raYONS GAMMIA.......uiiiitiiiiiieeitieeeie ettt ettt et e s e e s e e s sbae e e nbbe e e e e enneeans e 69
IV.6.1. La nature des radiations GaMIMAL...........ccerueirerriinerreire et 69
IV.6.2. Avantages des radiations QamMmMa...........cccueviiiiiireeiieiee et e e ae e ereas 69
IV.6.3. Catégories de la dose des rayOnNEMENLS. ........c.cceciveeiiecie it 69
IV.7. Domaine d’utilisation de irradiation..........cc.ccveiiieiiiiieeiiiie e 70

IV.8. Avantages du traitement par I0NISALION. .........ccueeiiiiiiiiiiie e 71



Sommaire

IV.9. Conséquences biologiques du traitement par I0NISALION.............ccovereirieieirie e 71

Partie II : Etude expérimentale

ChapitreI: Matérielsetméthodes.....................c.cocoooiiiiiiiceeee e, 72
I 11 0o 0 Tod 1 o TSSO S 72
1.2. Plantes médicinales et aromatiques ELUdIEES. ..........coureririrerieiie e 72
1.3. Extraction des huiles SSENtIEIIES. .........cuoiieiiiiie e 75
I.4. Extraction de la fraction NON VOIALIIE...........cccooveiiie e 75
I.5. Addition de thymol ou de carvacrol a I’huile essentielle d’Ammoides atlantica.................. 76

1.6. Enrichissement de I’huile essentielle des baies de Juniperus phoenicea avec du thymol...76

1.7. Irradiation de ThYMUS @IGEIIENSIS. .......ovriiieiieie it 76
1.8. Analyse qualitative et semi qualitative des huiles essentielles............cccoeevevieiiiiiiiinennn. 78
1.8.1. Analyse qualitative des huiles essentielles par CPG..........cccceeeeieiiinvenieenie e 79
1.8.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM)......... 79
1.9. 1dentification dES COMPOSES. ......ecuiiieieeiieieeriee e sree st e eeesae st e e e e et e sraess e s e eneenaeeree e 80
1.10. Dosage des phénols et des flavonoTdes tOtaUX..........ccvevererieereeie e 80
[.11. ACHIVILE aNTIOXYUANTE. ... .cvieeie ettt et s a e e era e e e e e e enes 83
1.11.1. Pouvoir de piégeage du radical libre positif ABTS® .........cooeicvieicceccee e 83
1.11.2. Pouvoir de piégeage du radical lIore DPPH ...........cccooiireeeeee e e, 85
1.11.3. Substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS)........cccccvveieiieiiiiiie e 86
[.11.4. POUVOIT FEAUCLRU .......uiitieieect ettt ettt e 89

1.12. Evaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea....90

1.12.1. Milieux de culture et MEthOdES ULIIISES. .........ce oo 91
1.12.2. Préparation des suspensions microbiennes et des diSQUES.........cccccvevvrveeieciesiesinsieninas 92
1.12.3. Méthodes d’évaluation de [’activité antimiCIrODIENNE. ......cuvvvuerereeeeeeeeeeieiee e e e e eeeeeeeerennns 92

1.12.3.1. Etude qualitative de I’effet antimicrobien des échantillons d’HE étudiée par la méthode
de diffusion sur milieu gélosé (Aromatogramme).........ccccveevueeieiieieeiieesieeiesreesee s e e eae st e enes 92

1.12.3.2. Etude quantitative de I’effet antimicrobien des différents échantillons d’huile
essentielle testée par la méthode de dilution en milieu solide...........cccooveeeeiiieiiii e, 95

1.13. Evaluation de ’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica
SUP SON CLIVILE INSECHICIAR. ......veuveectiie et 98



Sommaire

1.13.1. Matériels DIOIOGIQUES. ........oviuiieieeiie et e e 99
[.13.1.1. MAteriel VEQELAL...........cooieiie ettt 99
1.13.1.2. Matériel entomOIOGIQUE. ........c.cuieriiieeieie sttt e 99
1.13.2. Choix des doses eXPErimeNtales..........ccoierieireiieiie e 101
[.13.3. ChOIX QU SOIVANT.......oeiiieieiie sttt eneas 102

1.13.4. Evaluation de ’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’A. atlantica sur sa
toxicité vis-a-vis de Callosobrochus maculatus ...........ccoooveiiiiiinie e 103

1.13.4.1. Evaluation de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’A. atlantica sur sa

EOXICITE PAF COMEACT. ...ttt ettt sttt sttt e en et e 103
1.13.4.2. Evaluation de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’A. atlantica sur sa
tOXICItE PAr INNATATION. .....ccviiiiiii e e bbb eneas 105
1.13.4.3. Détermination de I’effet des doses sublétales (DL3o et DLso) des HE supplémentées
sur des parametres DIOIOGIGUES. .......cc.uiiiiiiiiee e 107
1.13.4.3.1. Effet sur [a fECONILE. .........coveie e s 107
1.13.4.3.2. Effet SUr la TErtilite..........coooiiiecice s 108
[.13.4.3.3. Effet SUr PEMETZENCE. .. .ciiiiiiiiiiiiiiii ittt ettt 108
1.13.4.3.4. Effet SUI 18 SEX-TALI0........coiiiiiiiiciieee et 109
1.13.5. EXPression des FESUITALS. ........ceiveiveeieiieiiisr ettt et s e e enaesreas 109
1.13.5.1. Calcul du pourcentage d’€ClOSION.......ccciuiiiiiiiiiiieiiiie e 109
[.13.5.2. Calcul du pourcentage d’Emergence..........ovuvirrveriiiiriiiie i sie e siie e e 109
1.13.5.3. Calcul du pourcentage de mortalité COrTigee........covvimiiiiiiie e 109
1.13.5.4. Calcul des doses et des temps IEtAUX..........cccveieciieiieiiiiec e 110
1.13.5.5. Evaluation du pourcentage d’émergence.........uuuriririereerienienieseesieseesesiesessesneesenns 110
1.13.5.6. EVAIULION AU SEX-TALIO......ccuiiiiiieieiie ettt e 111
1.13.6. ANAIYSE SLALISLIGUE.....c.veeuee ettt st e e e e enaenreas 111
Chapitre II : Résultats et diSCUSSION....................c.ccooiieiiiiiiccce e, 112
I. Effet de I’irradiation gamma sur la composition chimique et I’activité antioxydante des huiles
essentielles et des extraits éthanoliques de Thymus algeriensis Boiss. et Reut......................... 112
0T o o L1 Tox o o TSRS PRRON 112
|.2. Effet de I'irradiation gamma sur les huiles essentielles...........ccccooveve i 113

I.3. Effet du rayonnement gamma sur les teneurs en phénols totaux et en flavonoides............. 123



Sommaire

1.4. Effet du rayonnement gamma sur 1’activité antioXydante..........cccoveeveriveeieenienniie e 126
1.5, CONCIUSION. ...ttt ettt b et et s e 131
II. Effets de 1’addition du thymol sur I’activité¢ antioxydante et antimicrobienne des huiles
essentielles des baies du genévrier rouge (Juniperus phOENICea).........ccovurerererererereseeeennen, 132
T L INEFOAUCTION. ...ttt ettt se e e et bbbt et nneas 132
I1.2. Composition chimique des huiles essentielles des baies du genévrier rouge.................... 132
[1.3. Composition chimique de I’huile essentielle d’Origanum floribundum.............ccccoeeeen. 140
II.4. Effet de I’addition de thymol sur les activités biologiques de I’huile essentielle de
JUNIPEIUS PROBNICEA. ......eivieeeiie ettt bbbttt eneas 144
I1.4.1. Effet de I’addition de thymol sur ’activité antioxydante...........cccoeeeveriininiciecneenn 144
11.4.1.1. Effet de I’addition de thymol sur I’activité d’inhibition du radical DPPH.................. 144
11.4.1.2. Effet de I’addition de thymol sur I’activit¢é d’inhibition du radical positif
A B T S e ettt ettt e et e et e 147
11.4.1.3. Effet de [Iaddition de thymol sur Iinhibition de la peroxydation
1T Lo =SS 149
I1.4.1.4. Effet de ’addition de thymol sur le pouvoir réducteur.............ccoevveereeievneveese e 151
I1.4.1.5. Effet de I’addition de thymol sur I’activité antioxydante exprimée en ICso................ 155
11.4.2. Evaluation de I’effet de I’addition de thymol sur I’activité antimicrobienne de I’HE de J.
01T LT a o0 TSRS 159
11.4.2.1. EUE QUAITEALIVE. .......c..voeiee ettt ettt 159
11.4.2.2. EXUAE QUANTILALIVE. .........cvveeeeeeceee ettt ettt sttt sn e s 163

I11. Effets de I’addition du thymol ou du carvacrol sur I’activité antioxydante et insecticide de
I’huile essentielle d’Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf............cccooooeeiiiniicecce e 168
L L. INEFOTUCTION. ..ttt e b bbb 168
[11.2. Rendement et comMPOSItION CHIMIQUE........ccveiiiirieiecie st 168

III.3. Effet de I’addition du thymol ou du carvacrol sur I’activité antioxydante de I’huile
essentielle d’AMMOIAES ALIANTICA. ..........cooviiiiiiiiic e 172

II1.3.1. Effet de I’addition du thymol ou du carvacrol sur I’activité d’inhibition du radical

IV. Evaluation de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica
(Coss. et Dur.) Wolf. avec du thymol ou du carvacrol sur son activité insecticide................... 179

IV . L INEEOAUCTION. ..ottt et nnnnenens 179



Sommaire

IV.2. Test de I’effet de la supplémentation de 1’huile essentielle sur la mortalité des adultes de
Callosobruchus maculatus F. par CONTACT...........ccooieiiiiiiicie e 179

IV.2.1. Observation de I’effet du traitement par contact avec les différents échantillons d’HE
seules et enrichies sur la symptomatologie de I’intoxication de C. maculatus......................... 179

IV.2.2. Effet de la supplémentation de 'HE d’Ammoides atlantica sur la mortalité de C.

MaCcUlatus traité PAr CONTACT...........ociiiire it e 180
IV.2.3. Effet des doses sublétales lors de I’essai COntact.........cccccveeiieeniieciiiecsieee e 181
IV.3. Effet de la supplémentation de 'HE d’Ammoides atlantica sur la mortalité de
Callosobruchus maculatus traités par inhalation..............cccooeiir i 184
IV.3.1. Résultats de I’effet de la supplémentation de I’HE d’Ammoides atlantica sur 1’évolution
dans le temps du pourcentage de la mortalité moyenne COrrigee.........covvvvrevvriesinsiesveeerene 184
IV.3.2. Observation du comportement des adultes de C. maculatus traités par I’inhalation d’HE
d’A. atlantica supplémentées avec du thymol ou du carvacrol.............cccoevvveevnvevniicce e 185
1V.3.3. Détermination des tempPs IBLAUX.........ccoiieiiieiiie e 189

IV.4. Effet de la supplémentation de I’huile essentielle avec du thymol ou du carvacrol sur la
fecoNdite des TEMEIIES...........oviie s 191

IV.4.1. Résultats de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle sur le total des ceufs

IV.4.3. Effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica sur 1’évolution
dans le temps de la fécondite des femelles de C. maculatus.............ccccccevveveiivenecie e, 193

IV.5. Effet de la supplémentation de I’huile essentielle sur la fertilité des femelles de
CalloSODIUCNUS MACUIALUS........c.ciueveeiieie et 196

IV.5.1. Résultats de l’effet de la supplémentation de I’HE d’A. atlantica sur le taux
(4 e (01310 o TR P PP PRR TR 196

1V.5.2. Observations de D’effet de ’enrichissement de I’HE d’A. atlantica sur I’évolution des
8100 s (SR O 11T (1] F= 1 (1 TR 198

IV.6. Test de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’A. atlantica sur I’émergence

des adultes de Callosobruchus MAaCUIALUS.............coveiiiieiiice e 203
IV.6.1. Evaluation du pourcentage d’émergence...........ccooueririiieiieeiiienieesiees e 203
IV.6.2. Evaluation de la moyenne des émergences Par JOUT.........ccvieeieeieseeieesieesieeriesvee e 204
IV.6.3. EValuation du SEX-TAtI0..........ccciiririeiiieieiieie et sttt 207
ConClUSION GENETAIE....................o.oeicceccccecce ettt 208

Références bibliographiques



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau 1 : Classification de quelques huiles essentielles............cccovviiieiniiiinieccie i 10
Tableau 2 : Propriétés des antiOXYGENES. .......cu uerierirerietiereereseseereseseesesiesresesteseesesseseesesseseenens 31
Tableau 3 X Répartition géographique des especes d’origan en
N [0 1= TSRS 52
Tableau 4 : Les principaux effets obtenus par des doses efficaces d’irradiation....................... 70
Tableau 5 : Plantes médicinales et aromatiques utilisées dans cette €tude..........cc.coevvevveviernnnen. 74

Tableau 6 : Quantités relatives (%) du thymol et du carvacrol dans I’huile essentielle (HE)

d’Ammoides atlantica pure et celles additiONNEES...........cccvevvereiieerie e 76
Tableau 7 : Temps d’irradiation aux rayonnements gamma des feuilles de T. algeriensis........ 78
Tableau 8 : Souches ATCC utilisées pour le test de I’activité antimicrobienne. ....................... 91

Tableau 9 : Doses retenues pour les différents tests des échantillons d’huiles essenticlles

A AMMOIAES AEIANTICA. ...t e oottt ettt e e et ee e e e e e e e et e e e e e eeenees 102

Tableau 10 : Composition chimique (%) des huiles essentielles de T. algeriensis irradié a des
doses de 0, de 10, 20 1 de B0 KGY....ccveiviiuecieiie ittt 115

Tableau 11 : Phénols totaux (mg EAG/g Extrait), flavonoides totaux (mg EQ/g Extrait) et
rendements % (g extrait/g de matiére seche) des extraits éthanolique de T. algeriensis

(MOYENNES £ BCAMT LYPE). .. veieeiiectie et ittt ettt e e et e st et e e be et e e st e et e s beesaeeseesre e e enneesee e 125

Tableau 12 : Activité antioxydante (exprimée en I1Cso (mg L %)) du BHT, des huiles essentielles
et des extraits éthanoliques de T. algeriensis irradié par le rayonnement gamma a différentes
d0ses (0, 10, 20 €1 B0 KGY)...ecuueivieiiie ettt ettt sttt nre s 127

Tableau 13 : Composition chimique (%) de I’huile essentielle des baies de Juniperus phoenicea

de la région SoUMMEAM (AIGEIIE).....cc.eie ettt 133

Tableau 14 : Principaux composés ( >5%) des huiles essentielles des baies de J. phoenicea issu

de différents pays et de différentes régions d” AIZErie.........covvvviiiiiiiiiiiiic 139



Liste des tableaux

Tableau 15 : Composition chimique (%) de I’huile essentielle de I’origan (Origanum
FIOFTOUNTUM). ..ottt er e st bt e e e e en e steenreaneens 141

Tableau 16 : Activité d’inhibition du radical DPPH (%) du thymol, de I’huile essentielle de
I’origan et des huiles essentielles pures des baies de genévrier rouge et additionnées de thymol

a différentes teneurs (10, 30, 150 0).......couiiririririiie e 144

Tableau 17 : Résultats du test du pouvoir réducteur (exprimé en absorbance a 700 nm) du
thymol, de I’huile essentielle de I’origan et des huiles essentielles pures du genévrier rouge et

de celles additionnées de thymol a différentes teneurs (10, 30 €t 50 %0).........cceevrerervrerernenn 152

Tableau 18 : Activité antioxydante exprimée en 1Cso (mg/L) des huiles essentielles de
Juniperus phoenicea pure et supplémentées avec 10, 30 et 50 % de thymol comparée a celle du
thymol et de I’huile essentielle de I’OrIgaN..........cocoviiiiiiiiiiieie s 156

Tableau 19 : Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles de Juniperus phoenicea

(pure et additionnée de 30 % de thymol) comparés a ceux du thymol seul et de I’'HE de I’origan

(Origanum FloriBUNAUM).......ooiiie e e st eneenae s 160
Tableau 20 : Echelle de mesure de [IPactivité antimicrobienne d’une huile
LI ALK | [T RPRER T TTRRRRRRT 161

Tableau 21 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI en %) des huiles essentielles de
Juniperus phoenicea (pure et additionnée de 30 % de thymol) comparées a celle du thymol seul

et de I’huile essentielle d’Origanum flOFIDUNAUM..........ccoooiiiiiiiec e 164

Tableau 22 : Concentrations Minimales Bactéricides (CMB en %) de I’'HE seule de Juniperus
phoenicea et de celle additionnée de 30 % de thymol comparées a celles du thymol et de ’'HE

d’Origanum FIOFIDUNAUM.........ccuiiie et esre s 166

Tableau 23 : Composition chimique (%) de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica (Coss. et
DUF) WOIE ... ettt e a e et e e st e e e e beeateereenneens 169

Tableau 24 : Principaux composés chimiques (%) des huiles essentielles d’espéces

d’Ammoides issues de différentes origines d’ AIQErie........ooevvviiieieiiiiiie s 171

Tableau 25 : Comparaison des sex-ratio (SR) obtenus pour les différents échantillons
BIUTIBS. .ttt b ettt r bRt R et R e e R e e bRt e Reane e ene henrs 207



Liste des figures

Liste des figures

Figurel:
Figure 2:
Figure 3:
Figure4:
Figure5:
Figure 6:
Figure 7 :
Figure 8:
Figure9:
Figure 10
Figure 11
Figure 12

Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :

SErUCLUrE dU FIAVONE........iieie e et 20
SEIUCTUIE AU FIAVANE. ... ettt eree e 20
Exemple de tannins hydrolysables : le penta-O-galloyl-p-D-glucose....................... 22
Structure des tanning CONABNSES. .......ccveuiriirieireieee ettt 22
Phase d’ INTIATION. ...eeeeeieieieis e ie s e et e e e saae e e s nnne e e e annnaeeas 25
Phase de Propagation............ooeiireiiiie ettt 26
Phase de terMINAISON.........coviiieie ettt stee sttt e e eneerae st e e e e eneeeree e 26
Action des antioxydants appelés « Chain breaking »..........cccccocevvvieviiieiiniie i 26
Formation d’un radical capable de réagir avec 'OXYgene.........covvvvirivirnvrnneinecinens 27
: Formation de I’0Xygene SINGUIET...........ccoviiiiiiiiiii e 27
: Formation de 1"hydropéroxyde (ROOH)........cccooiiiiiiiiiiie s, 27
: Formation d’un radical libre antioXygene. ........ccccvvveiiriiiiiiriiiiie i 29

Technique de MICro-atMmOSPNEIE. ......ccvovveiiiie e e 42

Larve de Callosobruchus maculatus F. (Gr.40 X 0,8).......ccccovevuveienieriniiecie e 59

BrUCNES AQUILES. ... e e 60

Dimorphisme sexuel chez les adultes de Callosobruchus maculatus...................... 60

Adultes de C. maculatus : forme voiliere male et femelle (C) X 10.........cccccevevvene. 61

Dégats occasionnes par Callosobruchus maculatus F. sur des grains de pois chiche

commercial (Original) (Gr. 20 X 4).....coi oottt et sre e 62
Figure 19 : Origanum floribundum MUNBY...........ccoiiiiiicie e 73
Figure 20 : Baies de JUNIPerus PhoeniCea L...........cccovveiecieiieii i 73
Figure 21 : Aspect du Juniperus phoenicea dans une forét............cccoccovveiviviecie i 74
Figure 22 : Schéma de I’irradiateur pilote du CRNA (Centre de Recherche Nucléaire d'Alger)
utilisé pour I’irradiation de T. @lgerTENSIS......cccoi i 77
Figure 23 : Courbe d’étalonnage de 1’acide galliQUe..........coeieieereiiiieniie e 81
Figure 24 : Courbe d’étalonnage de 1a qUETCEHINE. ........covevereiieriiie et 83
Figure 25 : Réaction du radical cationique ABTS™ en présence d’un antioxydant................... 84
Figure 26 : Réaction du radical DPPH" avec un antioxydant AH..........ccccccoivieie e e, 85
Figure 27 : Réaction de I’acide thiobarbiturique (TBARS) avec le malondialdehyde (MA)...87



Liste des figures

Figure 28 : Protocole expérimental du test des substances réactives au TBARS...........cccccce..... 88
Figure 29 : Schéma du protocole expérimental du test d’évaluation du pouvoir réducteur.......90

Figure 30 : Représentation de la zone d’inhibition des germes autour du disque imprégné
Lo B 11D B 1 (SIS 118 (<3 U (U SUSSSPRI 93

Figure 31 : Partage des boites de Pétri pour la détermination de la CMl...........ccccoevreninirncnnne. 97

Figure 32 : Elevage en masse de C. maculatus dans des bocaux en verre placés dans une étuve
obscure a une température de 28+2°C et a une humidité de 70£5%..........ccccvvivvivevvecirieernne, 100

Figure 33 : Obtention des adultes de bruches agés de 24H a partir des tamisages quotidiens des
graines secs de pois ChIChES INFESTEES. .......cccviiiiie e ereas 101

Figure 34 : Evaluation de la toxicité par contact des huiles essentielles d’Ammoides atlantica
seules et enrichies avec du thymol ou du carvacrol sur la bruche du niébé...........c...cccceneee. 104

Figure 35 : Traitement des pots par les huiles essentielles (seule et enrichie) pour le test
d’évaluation de I’effet de la supplémentation de ’'HE sur sa toxicité par inhalation................ 106

Figure 36 : Evaluation de I’effet de la supplémentation avec du thymol ou du carvacrol de I’HE
d’A. atlantica sur sa toxicité par inhalation (aprés 6 heures) sur la bruche du niébé................. 106

Figure 37 : Chromatogramme GC-MS de I’huile essenticlle de Thymus algeriensis non irradié.
Les numéros des pics correspondent aux numéros d’ordre des composés du tableau 10.......... 114

Figure 38 : Chromatogrammes GC-MS superposes des huiles essentielles de T. algeriensis
irradié a des doses de 0, 10, 20 €t de B0 KGY.....ccoovveiieieiieiiiic et 120

Figure 39 : Variations des teneurs des principaux composés des huiles essentielles de T.
algeriensis en fonction de la dose d’irradiation...........ccccveieiieviiiecsie e 122

Figure 40 : Activité antioxydante exprimée en 1Cso (mg/L) du BHT et des huiles essentielles
de T. algeriensis irradié aux doses de 0, 10, 20 et de 30 KGY.....ceevvviverieeieiierii e e, 128

Figure 41 : Activité antioxydante exprimée en 1Cso (mg/L) du BHT et des extraits éthanoliques
de T. algeriensis irradié aux  doses de 0, 10, 20 et 30

Figure 42 : Rendement % (v/m) en huile essentielle des baies de Juniperus phoenicea de
quelques régions d’Algérie et de CErtains PAYS......c..ccveereeereereeireeieeiieeeeriesreesessreesreeeesraesee e 133

Figure 43 : Chromatogramme de I’huile essenticlle des baies de Juniperus phoenicea de la
région SOUMMAM (AIGEIIE).....c.ecie ettt teerae st e e e e e e 138

Figure 44 : Chromatogramme (CG-SM) de I’huile essentielle d’Origanum floribundum......143

Figure 45 : Activité d’inhibition du radical DPPH (%) du thymol, de I’huile essentielle de
I’origan et des huiles essentielles pures des baies du genévrier rouge et additionnées de thymol
a différentes teneurs (10, 30 €150 90)......ccueiieiiiieiiicie et e 146

Figure 46 : Activité d’inhibition du radical positif ABTS™" du thymol et des huiles essentielles
des baies du genévrier rouge pure et additionnées de thymol a différentes teneurs (10, 30 et 50



Liste des figures

Figure 47 : Inhibition de la peroxydation lipidique évaluée par le test TBARS du thymol, de
I’huile essentielle de 1’origan et des huiles essentielles des baies du genévrier rouge pure et
additionnées de thymol a différentes teneurs (10, 30 €150 %0)......ccvcvevverievevrievere e 150

Figure 48 : Pouvoir réducteur (exprimé en absorbance a 700 nm) du thymol, de I’huile
essentielle de I’origan, des huiles essentielles pures du genévrier rouge et de celles additionnées
de thymol & différentes teneurs (10, 30, €150 %0).......cccerrerrrerire e e e e 153

Figure 49 : Activité antioxydante exprimée en IC50 (mg/L) des huiles essentielles de Juniperus
phoenicea supplémentées avec 10, 30 et 50 % de thymol comparée a celle du thymol, de I’huile
essentielle de ’origan et de celle de J. PhOENICEA PUIE.......c.eoiviiiiiiiiiiie e 157

Figure 50 : Zones d’inhibitions (mm) des HE de J. phoenicea (seule et enrichie avec 30 % de
thymol) dans le cas de Bacillus SUDLIHIS............ccoooiiiiiiii e 162

Figure 51 : Résultats de la CMI (%) de I’huile essentielle pure des baies de J. phoenicea testée
SUr QUALIe SOUCHES DACTEIIEINNES. ......icvie ettt ettt sr e 165

Figure 52 : Résultats de la CMI (%) de I’huile essentielle des baies de J. phoenicea enrichie
avec une teneur de 30 % de thymol testée sur quatre souches bactériennes............cccccevevvrunnne. 165

Figure 53 : Chromatogramme CG/SM de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica (Coss. et
DUL) WOIT ..ottt sb ettt eb e ene s 170

Figure 54 : Inhibition du radical DPPH (%) par le BHT, le thymol, le carvacrol et par I’huile
essentielle d’Ammoides atlantica seule et additionnée de thymol ou de carvacrol................... 173

Figure 55 : Concentrations inhibitrices de 50 % du radical DPPH (mg/L) des huiles essentielles
seules d’Ammoides atlantica et additionnees de thymol ou de carvacrol comparées a celles du
BHT, du thymol seul et du carvacrol SEUL............cccoooveiieeiie e 175

Figure 56 : Activités de piégeages du radical ABTSe+ (%) par I’huile essentielle d’Ammoides
atlantica seule et celles supplémentées avec du thymol ou du carvacrol comparées a celles du
thymol seul, du carvacrol seul €t dUtrOIOX.........ccveviiieiiicii e s 176

Figure 57 : Activités de piégeage du radical ABTSe+ exprimées en IC50 (mg/L) par ’huile
essentielle d’Ammoides atlantica seule et celles supplémentées avec du thymol ou du carvacrol
comparées a celles du thymol seul, du carvacrol, et du troloX...........ccccceeveieiiiieinccecce e 177

Figure 58 : Effet de la supplémentation de ’HE d’Ammoides atlantica avec du thymol et/ou
du carvacrol sur I’évolution du pourcentage de la mortalité moyenne corrigée des adultes de C.
Maculatus traitS Par CONLACE...........ccciieiie ittt e e e e enae e 180

Figure 59 : Doses sublétales (DL3o) de 'HE d’Ammoides atlantica supplémentée avec du
thymol et de celle supplémentée avec du carvacrol comparée a la DL30 de I’HE seule utilisées
lors du traitement par contact vis-a-vis de C. maculatus..............ccccevveveeieiieii i 182

Figure 60 : Doses sublétales (DLso) de I'HE d’Ammoides atlantica supplémentée avec du
thymol et de celle supplémentée avec du carvacrol comparée a la DL50 de I’HE seule utilisées
lors du traitement par contact vis-a-vis de C. maculatus..............ccccoevveveeieiieie i 183

Figure 61 : Effet de la supplémentation de I’'HE d’Ammoides atlantica avec du thymol ou du
carvacrol sur 1’évolution dans le temps du pourcentage de la mortalité moyenne corrigée des
adultes de C. maculatus traités par inhalation.............c.ccceoeiieiiiicie e 185



Liste des figures

Figure 62 : lllustration de la différence de comportement entre les insectes de C. maculatus
non traités (pots témoins) et ceux traités par inhalation avec de I’huile essentielle seule
d’Ammoides atlantica apres 6 heures d’eXPOSItION. ........ccveirieiriieieieee e 186

Figure 63 : lllustration de la différence de comportement entre les insectes de C. maculatus
non traités (pots témoins) et ceux traités par inhalation avec de I’HE d’Ammoides atlantica
supplémentée avec du thymol apres 12 heures d’eXpoSition. ........ccceverrererereseseeresreeeeneesenns 187

Figure 64 : lllustration de la différence de comportement entre les insectes de C. maculatus
non traités (pots témoins) et ceux traités par inhalation avec de I’huile essentielle d’Ammoides
atlantica supplémentée avec du thymol aprés 48 heures d’eXposition.........cccveevereeeeerevrreenne. 188

Figure 65 : Effet de la supplémentation de I’HE d’A. atlantica avec du thymol ou du carvacrol
sur les temps 1étaux (TL3o) eXPrimES €N NEUIE........cviveieecie e 189

Figure 66 : Effet de la supplémentation de 'HE d’A. atlantica sur les temps létaux (TLso)
EXPITMEAS BN NBUIE. ...ttt et bbbttt se s et et nr et bt bbb nteas 190

Figure 67 : Effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica avec du
thymol ou du carvacrol sur le total des ceufs pondus jusqu'a la mort des femelles.................... 192

Figure 68 : Effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica avec du
thymol ou du carvacrol sur le nombre d'ceufs pondus par femelle............cccooveriiniiiiiiieinne 193

Figure 69 : Comparaison de I’évolution dans le temps de 1’effet de la supplémentation de I’'HE
d’Ammoides atlantica avec du thymol ou du carvacrol sur la fécondité des femelles dans le lot
témoin et le lot traité avec I’HE seule a la DLaodes échantillons.............ccovveviieiine e, 194

Figure 70 : Taux d’éclosion maximale des ceufs (en %) de Callosobruchus maculatus dans le
lot témoin et les lots traites a la DL3zo des différents échantillons d’HE (seule et
LU 0] 01 (<] 4101 (=T TSRS 197

Figure 71 : (Eufs fraichement pondus par une femelle de C. maculatus traitée avec différents
échantillons d’HE d’A. atlantica (seule ou supplémentées avec du thymol ou du carvacrol) (Gr.

Figure 72 : (Euf en phase d’avortement au 4eme jour pondu par une femelle de C. maculatus
traitée avec I’HE d’A. atlantica supplémentée avec du carvacrol (Gr. X 40)........c.cccccvvevveennenn. 198

Figure 73 : Eclosion au Seme jour des ceufs pondus par une femelle de C. maculatus traitée
avec ’HE d’A. atlantica supplémentée avec du thymol (Gr. X 40)........cccccvvvvevecieiievecrcen 199

Figure 74 : (Eufs au 7éme jour pondu par une femelle de C. maculatus traitée avec I’HE seule
d’A. AtlantiCa (GF. X 40)....c.ue ettt sttt st araenre s 199

Figure 75 : (Eufs au 7¢éme jour pondu par une femelle de C. maculatus traitée avec 'HE d’A.
atlantica supplémentée avec du thymol (Gr. X 40)........ccceeieiieieie e 199

Figure 76 : Eclosion au 22éme jour d’ceufs pondus par une femelle de C. maculatus traitée
avec I’HE seule d’A. atlantica (Gr. X 40).......ccueiiiiiiece ettt 200

Figure 77 : Eclosion d’un ceuf et avortement de 1’autre au 22éme jour d’ceufs pondus par une
femelle de C. maculatus traitée avec I’HE d’A. atlantica supplémentée avec du thymol (Gr. x



Liste des figures

Figure 78 : Avortement au 22 éme jour des ceufs pondus par une femelle de C. maculatus
traitée avec I’'HE d’A. atlantica supplémentée avec du carvacrol (Gr. X 40)........cccceevevrnennnn. 201

Figure 79 : (Eufs au 20éme jour pondus par une femelle de C. maculatus traitée avec ’'HE d’A.
atlantica supplémentée avec du carvacrol (Gr. X 40)........ccouerererriinieninene e 201

Figure 80 : (Euf au 20éme jour pondu par une femelle de C. maculatus traitée avec I’'HE seule
d’A. ALIANTICA (G, X 40) .. et r et se e b e 201

Figure 81 : Résultats de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’A. atlantica sur
le pourcentage de I’émergence des adultes de C. maculatus...........ccceveviveieensinvnniecne e 203

Figure 82 : Effet de la supplémentation avec du carvacrol ou du thymol de I’HE d’A. atlantica
sur I’émergence moyenne des adultes de C. maculatus par jour..........ccoceevreenecinnenieneienens 205



Liste des abréviations

ADN : Acide Désoxyribo Nucléique.

AFNOR : Association Francaise de Normalisation.

AGPI : Acide Gras Poly Insaturés.

AMPc : Adénosine Monophosphate Cyclique.

Amu : Atomic mass unit.

ARN : Acide Ribo Nucléique.

CEE : Comité Economique Européen.

Ci : Curie.

CPPARM : Comité des Plantes Aromatiques et Médicinales.
Europam : European Herb Growers Association.

FAO : organisation des nations unis pour I’alimentation.
FDA : Food and Drug Administration.

FID : Détecteur a lonisation de Flamme.

Gr. : Grossissement.

i.p.: intrapéritonéale.

IFEAT: International Federation of Essential oil And Aroma Trades.

IUCN/UICN : International Union for Conservation of Nature/Union Internationale pour la
Conservation de la Nature.

KGy : Kilo Gray.

LDL : Low Density Lipoprotein.

MADR : Ministere de I’ Agriculture et du Développement Rural.
OMS : Organisation Mondiale de la Santé.

P.O : par voie orale.

pH : potentiel d’Hydrogene.

PAM/PM : Plantes Aromatiques et Médicinales/Plantes Médicinales.
PPAM : Plantes a Parfums, Aromatiques et Médicinales.

psi : pound per square inch.

SED : Simultaneous Distillation Extraction.

TBARS : Thiobarbituric Acid Reactive Substances.

TBHQ : tert-butylhydroquinone.

TRAFFIC : wildlife trade monitoring network.

UV : ultra-violet.

WWEF : World Wildlife Fund.



Introduction générale




Introduction générale

Introduction générale

L’ Algérie est reconnue par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques,
ainsi que leurs diverses utilisations populaires dans I’ensemble des terroirs du pays. Ce sont des
savoir-faire ancestraux transmis de génération en génération chez les populations, le plus
souvent rurales. Dans le Hoggar et en absence de médecins, dans certaines contrées isolées, les
Touaregs se soignent avec ces plantes dont ils connaissent le secret transmis de pere en fils. En
Kabylie, les montagnards utilisent des plantes médicinales et aromatiques pour se soigner
(fumigation de feuilles d’eucalyptus contre la grippe). Dans la steppe pendant les
transhumances, les nomades utilisent I’armoise blanche pour lutter contre les indigestions
(Mokkadem, 2004). La richesse de I’Algérie en plantes aromatiques et medicinales fait que
I’étude de la flore d’Algérie présente un intérét scientifique « fondamental » pour la
connaissance et le savoir dans le domaine de I’ethnobotanique, de la pharmacopée traditionnelle
mais également un intérét scientifique « appliqué » dans le domaine de la valorisation des
substances naturelles. Les industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques sont par
ailleurs tres intéressées par les propriétés des composés actifs des plantes aromatiques et
médicinales d'autant plus qu'il s'agit d'aromatisants et de conservateurs naturels. De ce fait,
beaucoup de chercheurs a travers le monde étudient leur potentiel en tant qu'agent de
conservation (Burt, 2004). La plupart de ces composés sont également de tres bons agents
antifongiques et antibactériens naturels utilisés pour la conservation des aliments en raison de
leurs innocuités et de I'émergence de microorganismes pathogenes résistants aux antibiotiques.
De nombreux chercheurs ont mis en évidence 1’efficacité de ces substances naturelles bioactives

(Yildirim et al., 2017 ; Puskarova et al., 2017).

Les pesticides chimiques utilisés en agriculture représentent une menace sérieuse et un
véritable risque environnemental (Salem et al., 2018). lls ont par ailleurs des effets chroniques
importants sur la santé humaine (maladies respiratoires, diabéte, troubles génétiques et
neurologiques), et sont des cancérogenes et des perturbateurs endocriniens (Tago et al., 2014 ;
Combarnous, 2017). La recommandation de ’OMS en faveur de I’élimination des fumigants
classiques en 2005 dans les pays développés et en 2015 dans les pays en voie de développement
(Ketoh et al., 2004), ouvre la voie a la recherche de nouveaux produits a faible répercussion
écologique. Les recherches a I’heure actuelle s’orientent vers les PAM contenant des huiles

essentielles qui agissent comme des phytopesticides naturels. L’efficacité des huiles essentielles
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a été démontrée par les travaux de nombreux chercheurs (Regnault-Roger et al., 1993 ; Ketoh,
1998 ; Tapondjou et al., 2003 ; Kellouche, 2005 ; Ngamo et Hance, 2007).

D’autre part, les PAM sont sujettes a I’infestation par des insectes et a la contamination
microbienne par des micro-organismes pathogenes lors de leur collecte, traitement, transport et
stockage qui sont capables de provoquer des changements physiques ou chimiques dans leurs
propriétés médicinales ou dans leurs métabolites. Plusieurs méthodes de décontamination
existent mais le traitement le plus versatile est le traitement avec des rayonnements ionisants.
L'irradiation gamma comme traitement phytosanitaire s'est avéré sdre et efficace pour améliorer
la qualité hygiénique de divers aliments et des herbes afin de prolonger leur durée de

conservation (Organisation Mondiale de la Santé, 1989).

Partant de ces constats, nous nous sommes ainsi intéresses dans un premier temps a
I’¢tude de I’effet de I’irradiation Gamma sur la composition chimique et I’activité antioxydante

des huiles essentielles et des extraits éthanoliques de Thymus algeriensis (Boiss.et Reut.).

Selon la bibliographie, les huiles essentielles de quelques PAM sont connues pour avoir
de faibles activités biologiques, alors qu’elles ont un rendement élevé, qu’elles sont trés
abondantes et méme trés utilisées en méditerranée, et particuliérement en Algérie. C’est le cas
notamment d’Ammoides atlantica (Coss. Et Dur.) Wolf. et du genévrier rouge (Juniperus
phoenicea). Le thymol et le carvacrol sont par ailleurs trés connus pour leur fort pouvoir
antioxydant. Le carvacrol est le plus actif de tous. Il est utilisé comme agent de conservation et
aréme alimentaire dans les boissons, friandises et autres préparations. Le thymol est I'ingrédient
actif des rince-bouches et lI'eugenol est utilisé dans les produits cosmétiques, alimentaires, et
dentaires. Ces trois composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre de bactéries
(Pauli, 2001 ; Fabian et al., 2006). Les industries alimentaires, cosmétiques et
pharmaceutiques sont tres intéressées par les proprietés de ces composés d'autant plus qu'il
s'agit d'aromatisants naturels. La plupart de ces composés sont également de tres bons agents
antifongiques. Le thymol, le carvacrol, et I'eugénol sont encore ici les composés les plus actifs
(Kalemba et al., 2003).

Face a ’ensemble de ces atouts, nous avons donc pense dans un second temps a intégrer
le thymol et le carvacrol aux huiles essenticlles d’A. atlantica et de J. phoenicea et donc
d’étudier I’effet de ’addition (appelée aussi supplémentation ou enrichissement) du thymol
et/ou du carvacrol sur la composition chimique, I’activité antioxydante, I’activité

antimicrobienne et I’activité insecticide de ces huiles essentielles.
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La présente étude est constituée de deux parties. La premiere partie est consacrée a une
recherche bibliographique portant sur les plantes médicinales et leurs principes actifs ; les
activités biologiques des plantes médicinales (antioxydante, antimicrobienne, bio insecticide) ;
la monographie des espéces étudiées, y compris la présentation du modéle d’insecte étudié ; et

enfin le traitement par irradiation.
La seconde partie est consacrée a une étude expérimentale qui a été focalisée sur :

+ L’étude de Ieffet de I’irradiation Gamma sur :
» la composition chimique de I’huile essentielle de Thymus algeriensis ;
» Tactivité antioxydante des huiles essentielles et des extraits éthanoliques de
Thymus algeriensis ;
+ L’étude de la composition chimique de Ihuile essentielle de I’origan (Origanum
floribundum).
+ L’étude de la composition chimique de I’huile essentielle des baies de Juniperus
phoenicea ;
+ L’étude de I’effet de la supplémentation de 10, de 30 et 50 de % de thymol a I’huile
essentielle des baies de Juniperus phoenicea sur :
» son activité antioxydante ;
» et sur son activité antimicrobienne ;
+ L étude de la composition chimique de ’huile essentielle d’Ammoides atlantica ;
+ L’étude de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica
avec du carvacrol sur :
» son activité antioxydante ;

» et sur son activité insecticide sur la bruche du niébé (Callosobruchus
maculatus).
+ L’étude de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica

avec du thymol sur :
» son activité antioxydante ;
» et sur son activité insecticide sur la bruche du niébé (Callosobruchus

maculatus).
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I. Les plantes médicinales
I.1. Introduction

Les plantes médicinales sont essentiellement celles dont un des organes, par exemple la
feuille ou I'écorce, renferme une ou plusieurs substances secondaires physiologiquement actives
et possédant des propriétés curatives. Au Moyen Age, on parlait de " simples " (Debuigne,
1974). Ces plantes servent de matieres premieres soit pour isoler a I'état pur leurs principes
actifs, soit pour entrainer globalement ceux-ci, avec bien d'autres substances. Leur action
provient de leurs composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie
entre les différents composes présents (Sanago, 2006).

Dans le code de la santé publique, il n'existe pas de définition Iégale d'une plante
médicinale au sens juridique, mais en France par exemple une plante est dite médicinale
lorsqu'elle est inscrite a la pharmacopée européenne et que son usage est exclusivement
médicinal. Ces plantes sont ainsi principalement définies pour leurs propriétés préventives ou
curatives a I'égard des maladies humaines ou animales (Chabrier, 2010). Ces plantes

médicinales peuvent également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques.
1.2. La valeur d'une plante médicinale

La valeur d'une plante médicinale dépend de sa richesse plus ou moins grande en un ou
en plusieurs principes actifs, et c’est en fonction de cette teneur que de nombreux facteurs
concernant la culture et I’emploi de ces plantes (méthodes de culture, sélection des semences,
époque et moment de la récolte, conditions de conservation) doivent étre pris en considération
(Georges, 1961).

1.3. Estimation du nombre d’espéce de plantes médicinales dans le monde

Il n’existe pas de liste mondiale exhaustive des especes de PM car nombre d’espéces
restent encore a déterminer. Ainsi, 'UICN tente d’établir une liste d’apres les pharmacopées
publiées et les sources qui décrivent les plantes utilisées dans différents systemes médicaux a
travers I’histoire. Cette liste compte actuellement pres de 16 000 especes de plantes supérieures,
mousses, fougéres et lichens (Leaman, 2009). Un inventaire réalisé par 'OMS, vers la fin des
années 1970 a estimé que le nombre des especes ayant des propriétés médicinales était de

I’ordre de 21 000 espéces dans le monde (Schippmann et al., 2002).
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I.4. Marché des plantes médicinales
1.4.1. Dans le monde

Depuis I’année 2000, la demande mondiale pour les produits issus des PPAM connaitrait
une expansion rapide avec un taux de croissance annuel de 10 a 20 % (Helle et Carsten, 2007).
Ces estimations sont difficiles a corroborer car il n’existe pas d’organisme interprofessionnel
pour structurer les différentes filieres a I’échelle internationale. Certains secteurs, notamment
celui des HE et des PPAM, s’organisent par ailleurs a I’échelle internationale ou régionale,
créant des organismes comme 'IFEAT, I’Europam ou des forums interprofessionnels. Mais,
les observatoires économiques ou les systemes de veille globaux restent du domaine du privé
ou d’organismes nationaux spécialisés. Avec 700 millions de tonnes et pres de 3 milliards de
dollars, le marché mondial des plantes seches en vrac est de taille relativement faible par rapport
aux grands marchés agricoles (Commodity Trade Statistics Database, 2015).

Les principaux importateurs et exportateurs en volume et en valeur sont la Chine, Hong
Kong et les Etats-Unis. Il est important de signaler I’émergence de 1’Inde et de la Malaisie qui
quintuplent la valeur de leurs parts importées. L’Egypte remonte aussi a la sixiéme position sur
le marché mondial des exportations (2004-2014). Le Maroc, gagne également des parts
d’exportation atteignant 2,5 % du marché mondiale en 2014 (Commodity Trade Statistics
Database, 2015).

1.4.2. En Algérie

L’ Algérie est absente de la scéne internationale des échanges de PAM. Les herboristes
sont estimés a plus de 2 600 et constituent un maillage particulier d’approvisionnement et de
distribution des plantes. Souvent sans statuts officiels, ils jouent cependant un réle moteur sur

le marché algérien des plantes médicinales (llbert et al., 2016).
I.5. Utilisation des plantes médicinales en Algérie

En Algérie, 'utilisation des plantes médicinales remonte a un millier d’années. Les
premiéres écritures sur les plantes médicinales, dans le Maghreb et en Algérie, remontent au
9eme siécle ou le docteur Isha-Ben-Amran a laissé divers traités sur la médecine et les drogues
simples. Abdallah-Ben-Lounés, né a Oran, a décrit l'utilisation de beaucoup de PM

(Benhouhou, 2005). Fourment et Roques ont publié en 1942 un livre sur les PAM d’Algérie
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ou 200 especes ont été étudiées, la plupart d’entre elles étaient originaires du Nord de I’ Algérie
alors que seulement 6 provenaient du Sahara (Hamdi-Pachaet al., 1993). Le travail le plus
récent publié sur les plantes médicinales algériennes est reporté dans les ouvrages de Beloued
(1998) et de Baba Aissa (1999).

1.6. Diversité des plantes aromatiques en Algérie

La richesse de la flore algérienne est incontestable, elle recéle un grand nombre
d’espéces classées en fonction de leur degré de rareté : 289 especes assez rares, 647 especes
rares, 640 espéces trés rares, 35 especes rarissimes et 168 especes endémiques (FAO, 2012).
Ces plantes sont certes abondantes, mais dispersées geographiquement et ont des potentialités
de rendement faible. Leur contrdle est difficile et leur exploitation ne suffit pas a couvrir les

besoins nationaux.

Ayant une position géographique privilégiée, I’ Algérie possede une flore extrémement
riche et variée représentée par 4 125 plantes vasculaires inventoriees et réparties en 123 familles
botaniques. A cette richesse specifique est associée une originalité sur le plan systématique
(nombreuses plantes endémiques) ; sur le plan phytochimique (spécificité des substances bio

synthétisées) ; et sur le plan pharmacologique.
1.7. Plantes médicinales les plus utilisées en Algérie

Les PM de la famille des composées ont acquis une trés grande importance. Cette
famille comprend 23 000 espéces (Menz et Winkelmann, 1987). Cette immensité
systématique se caractérise par son pouvoir d’adaptation aux milieux climatiques et
pédologiques. Parmi les 1 000 genres de cette famille, le genre Centaurea compte a lui seul
environ 700 espéces et 600 sous-especes (Trease et Evans, 1983). Il est répandu aussi bien sur
le territoire algérien qu’en Europe, sur le bassin méditerranéen, a ’ouest de 1’Asie et sur le

continent américain.

Le genre Centaurea est majoritairement présent dans 1’est et le sud-est de I’ Algérie, dont
7 espéces sont sahariennes (Quezel et Santa, 1963). Les centaurées ont été amplement étudiées
et restent un objet de plusieurs études et recherches photochimiques qui ont révélé la présence
de flavonoides (Flamini et al., 2000), de composés cacétyléniques (Bohlmann et al., 1973),

de lactones sesquiterpéniques (Fortuna et al., 2001), d’alcaloides (Ahmed et al., 1970), et de
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stéroides. Les especes du genre Centaurea sont les plus utilisées en Algérie, elles possédent
plusieurs vertus thérapeutiques et activités biologiques.

1.8. Les habitats menacés des plantes médicinales

Les PM se localisent majoritairement dans des zones appelées Zones Importantes pour
les Plantes (ZIP). Une ZIP est un site naturel ou semi-naturel présentant une richesse botanique
exceptionnelle et/ou une composition remarquable de plantes. Yahi et al., en 2010 sur la base
d'un travail bibliographique ont défini 14 ZIP en Algérie. La plupart de ces ZIP se situent en
zones forestieres. 2 seulement en zones humides et 1 derniére en zone littorale. Aucune n’est

située en zone aride, alors méme que des plantes endémiques y sont présentes.

Il faut toutefois rappeler que d’autres PAM poussent un peu partout sur le sol algérien
sans forcément étre répertoriées ou classees dans des ZIP. Par exemple, celles qui poussent dans
la région de Collo, les monts de Tlemcen, la péninsule d’ Arzew, le Cap Falcon, I’Ouarsenis, le
Sersou, la région d’Aflou et le Djebel Aissa et/ou dans des domaines ou terres privées, dans les
zones steppiques et sahariennes. Quelques causes de la dégradation des PAM en Algérie

peuvent étre citées ci-dessous (Mokkadem, 1999) :

v exploitation abusive des sols (labours anarchiques au détriment des parcours
comprenant les plantes médicinales) ;

v’ déboisement et coupe irrationnelle des PM utilisées pour la guérison et le commerce ;

v Pinsécurité qui a régné pendant plusieurs décennies sur une partie de I’ Algérie a souvent
empéché la mise en ceuvre de mesures de gestion, de conservation et d’acquisition de
données sur le terrain ;

v’ surpaturage, incendies et défrichements des foréts ;

v" mode de rémunération des ramasseurs-cueilleurs (les ramasseurs-cueilleurs opérent des
destructions sauvages des PAM) ;

v’ utilisation d'herbicides et de pesticides (destruction de nombreuses PM, tel que le
Papaver rhoeas L.) ;

v’ accession a la propriété fonciére agricole et mise en valeur des terres ;

<

décharges anarchiques des déchets ;
v’ construction en zone rurale et en bordure de mer a contribué a la dégradation et a la
raréfaction de nombreuses espéces, telles que dans la Mitidja : chardon marie (Silybum

marianum), asphodele (Asphodelus microcarpus).
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I1. Principes actifs des plantes aromatiques et médicinales

I1.1. Les huiles essentielles
11.1.1. Historique

Les huiles essentielles (HE) sont des substances naturelles existant depuis ’antiquité,
on en trouve la trace en Egypte, 4000 ans environ avant Jésus Christ (Odoul, 2003). Au 16°
siecle, le médecin Suisse Paracelse étudie 1’extraction de 1« &me » des végétaux a laquelle on
donnera le nom d’« esprit d’essence », ensuite d’« huile essentielle ». Pendant le 17°™ sigcle,

175 HE différentes ont été produites.

En 1866, Kekule utilisa pour la premiere fois le terme « terpéne » designant la classe
des composés les plus répandus dans les huiles essentielles. En 1877, Otto Wallach découvrit
« larégle isoprénique » et Léopold Ruzicka a mis en évidence les « polyterpenes », composants

importants des essences.

En 1879, Louis Poure réalisa le premier appareil industriel permettant d’extraire le
parfum avec recupération du solvant. En 1885, débute 1’¢ére chimique et c’est précisément
depuis cette époque que les humains des nations occidentales commencérent a absorber dans
leur alimentation des additifs. Les essences livrent progressivement leurs secrets depuis
’avénement de la chimie organique & la fin du 19°™ siécle (Valnet, 1980). Et ce n’est qu’au
début du 20°™ siécle que les propriétés thérapeutiques des huiles essentielles ont fait 1’objet de

recherches scientifiques.
11.1.2. Définition générale d'une ** huile essentielle **

Il est difficile de donner une seule définition (Naves, 1964). L’HE est définie comme
étant un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et stockés
dans certains tissus végétaux spécialisés, elle est extraite de la plante grace a des procédés
physiques, et est responsables de ’odeur caractéristique de la plante (AFNOR, 2000). Elles ne
contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales. Il s'agit de la sécrétion naturelle
élaborée par le végétal (Teuscher et al., 2005). Le terme « huile » s’explique par la propriété
que présentent les composés d’une HE, a savoir leur capacité a se solubiliser dans les graisses
et par leur caractere hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au parfum et a ’'odeur

plus ou moins forte dégagée par la plante (Dumortier, 2006).
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11.1.3. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques des HE répondent généralement aux observations

suivantes :

v' elles sont généralement liquides et volatiles a température ambiante ; elles sont rarement
colorées ; leur densité est généralement inférieure a celle de I'eau (sauf exception pour
les HE de clou de girofle, de sassafras, et de cannelle) ;

v' Tindice de réfraction dépend essentiellement de la teneur en monoterpénes et en dérivés
OXYQEnés ;

v' elles sont solubles dans la plupart des solvants organiques, elles sont aussi liposolubles
mais peu soluble dans I’eau ; elles sont douées d’un pouvoir rotatoire (Bruneton, 1995).
Bernard et al., (1988) ajoute que les HE n’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles

fixes ; ont un point d’ébullition qui varie de 160 °C a 240 °C ; sont stables a température

ambiante et dans de bonnes conditions de stockage.
11.1.4. Composition chimique
11.1.4.1. Groupes chimiques des huiles essentielles

Les HE sont des mélanges complexes et variables de constituants qui appartiennent de
facon quasi exclusive au groupe des terpénoides et au groupe des composés aromatiques dérivés
du phénylpropane. Environ 10 000 molécules ont été identifiées jusqu’au aujourd'hui. Les HE
sont généralement poly moléculaires. La plupart des composés chimiques des HE sont des
hydrocarbures monoterpéniques acycliques ou cycliques, des aldéhydes et des alcools
monoterpéniques, des cétones et des époxydes monoterpéniques. On rencontre aussi des
alcools, des cétones et des époxydes sesquiterpéniques. Parallelement a ces terpenes des dérivés
du phénylpropane peuvent aussi exister et étre accompagnés de leurs produits de dégradation.
Une partie des composants alcooliques et phénoliques peut étre estérifiée avec des acides. Bien
que généralement ces esters ne soient présents qu’en faible quantité, ce sont souvent eux qui
déterminent la finesse caractéristique de 1’odeur d’une HE. Le Louarn (1994) classe quelques

HE en trois catégories d'apres la fonction de leurs constituants principaux (Tableau 1).
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Tableau 1 : Classification de quelques huiles essentielles (Le Louarn, 1994).

Type d'huile essentielle Origines Teneur en composeé majoritaire

HE hydrocarbonées riches en Citron — Pin 90 % de limonéne.
terpenes ou en carbures hydrogénés.

HE oxygénées riches en alcools et en | Rose — Thym — | 50 % de géraniol - Plus de 30 %

esters. Coriandre de thymol - 70 & 80 % de linalol.
HE sulfurées. Coniferes — -
Liliacees

11.1.4.2. Familles chimiques des huiles essentielles
11.1.4.2.1. Les composes terpeniques

Les terpénes sont des composés formés de I’assemblage de deux ou de plusieurs unités
isopréniques (2-méthylbuta-1,3-diéne). Selon Bruneton (1995, 1999), seuls les terpenes les
plus volatiles dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée (monoterpenes et sesquiterpenes)
sont rencontrés dans la composition des huiles essentielles. Les monoterpenes Cio sont présents
dans la quasi-totalité des HE, ils peuvent étre acycliques (Myrcéne, Ocimene), monocyclique
(p-Cymene, a-Terpinéne) ou bicycligue (Camphene, Sabinene, Pinéne, 3-Caréne). Les
sesquiterpénes Cis sont constitués de trois éléments isopréniques disposés de fagcon a donner

des structures monocycliques ou polycycliques.
11.1.4.2.2. Les composes aromatiques

Les HE renferment aussi des composés odorants de type phényl propanoides qui
empruntent une voie biosynthétique différente de celle des terpénes. On peut citer les aldéhydes
cinnamiques, les cuminiques et anisiques ; les phénols et éthers (thymol, carvacrol, eugénol) et

les alcools (linalol).
11.1.4.2.3. Les composes d'origine diverse

Les HE peuvent renfermer divers composés aliphatiques, généralement de faible masse

moléculaire et entrainables lors de I’hydrodistillation, tels que les acides (C3 — C10), les

aldéhydes, les esters acycliques et les lactones (Bruneton, 1995).

10
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11.1.5. Distribution et localisation des huiles essentielles

Les HE n'existent quasiment que chez les végétaux supérieurs (Labiés, Ombelliféres,
Cruciféres). La synthese et I'accumulation de ces huiles sont associées a la présence de
structures histologiques spécialisées (Bruneton, 1995). Les HE sont produites dans le
cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent dans des cellules glandulaires. Elles sont
alors stockées dans des cellules (Lauraceae ou Zingiberaceae), dans des poils sécréteurs
(Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des canaux
sécréteurs (Apiacieae, Asteraceae). Sur le site de stockage, les gouttelettes d’HE sont entourées
de membranes speciales, associés a des groupements peroxydes. En raison de leur caractére
lipophile, ces membranes limitent I’évaporation et 1’oxydation des HE (Bruneton, 1993 ;
Teuscher et al., 2005 ; Dumortier, 2006).

11.1.6. Fonctions biologiques des huiles essentielles

Selon Bruneton (1995), les fonctions biologiques des HE demeurent le plus souvent
obscures. Néanmoins, la localisation des HE leur confere un rdle répulsif vis-a-vis des
prédateurs et attractifs pour les insectes pollinisateurs. Leur présence au niveau des racines, des
écorces et du bois confere a la plante un effet antiseptique. Certains terpenes linéaires
interviennent par ailleurs dans le métabolisme de la plante, ils peuvent étre employés comme
source énergétique (Guignard, 1996). Il est toutefois vraisemblable qu’ils aient un role

écologique aussi bien dans les interactions végétales et animales — végeétales (Bruneton, 1993).
11.1.7. Facteurs de variation de la composition chimique

Une HE est trés fluctuante dans sa composition ou intervient un grand nombre de
parametres. De profondes modifications peuvent ainsi se produire lors de la récolte, du séchage
et du stockage des PAM et/ou lors de I’extraction et du conditionnement des HE (Mamouni,
1994 ; Ait Chebib et Baha, 2005). Selon Viaud (1993), les principaux facteurs de variabilité

de cette composition sont :

+ Dorigine géographique de la plante : la composition d’une HE varie avec le terroir et le
climat. Une méme plante suivant son biotope donne des chémotypes différents. C’est ainsi
que ’HE de Thymus vulgaris suivant I’aire de cueillette peut étre a chémotype thymol ou

carvacrol et avoir des propriétés bactéricides ; a chémotype géraniol avec des propriétés

11
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fongicides ; ou encore a chémotype linalol avec des propriétés spasmolytiques (Viaud,
1993 ; Pibiri, 2006) ;

+ la partie de la plante : ’'HE n’a pas la méme composition si elle provient de la plante entiere,
des fleurs, des racines ou des graines ;

+ larécolte : influe également sur la qualité des HE, la météorologie au moment de la récolte,
I’heure de la récolte et la période de végétation ;

+ le type de culture (sauvages ou cultivées) et I'utilisation des pesticides et des désherbants ;

—

le procédé d’extraction : lors de I’hydrodistillation (Lahlou, 2004) ;

+ A cela s’ajoute I’action de certains agents exogénes, par exemple lorsque la menthe poivrée
est parasitée par Eriophyes menthae (acarien) sa teneur en menthonfuranne chute (Bernard
et al., 1988).

11.1.8. Utilisation des huiles essentielles
11.1.8.1. En industrie agroalimentaire

Les HE sont utilisees comme agents naturels aromatisants et de conservation (Turgeon,
2001). Leur utilisation est due a la présence de composées ayant des propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes (Conner, 1993). Les HE peuvent étre utilisées aussi pour

apporter de la saveur et un arome raffiné aux cafés, thes, boissons, patisseries, etc.
11.1.8.2. Pour leur activité insecticide

Les analyses par CPG/SM ont montré 1’existence de la pulégone comme produit
majoritaire de I’HE de Mentha pulégium et de la pipériténone pour Mentha suaveolens. L’étude
de Pactivité insecticide de ces huiles sur Sitophilus oryzae et Rhizopertha dominica a démontré
que ces HE étaient toxiques avec un taux de mortalité tres élevé (Benayad, 2007). Des études
montrérent I'efficacité de I'HE de C. ambrosioides et d'E. saligna sur C. maculatus. Ces deux
HE exercent également un effet répulsif sur cet insecte (Tapondjou et al., 2003). Les HE du
romarin et de la menthe montrent une grande efficacité par inhalation, la mortalité est de 100

% apres 24H d'exposition que ce soit sur S. oryzae ou sur T. confusum (Benazzeddine, 2010).
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11.1.8.3. En industries pharmaceutiques et cosmétiques

Les HE entrent dans la fabrication de produits pharmaceutiques, en raison de leurs
propriétés thérapeutiques et dans celle des parfums et des cosmétiques en raison de leurs
propriétés aromatiques (Turgeon, 2001).

11.1.9. Toxicité des huiles essentielles
11.1.9.1. Toxicité par ingestion

Certains auteurs se basent sur la composition des HE et les toxicités relatives des
familles biochimiques auxquelles elles appartiennent (Franchomme et Pénogél, 1990% ;
Mailhebiau, 1994). Les molécules aromatiques présentes étant trés puissantes, une ingestion
peut, selon la catégorie et la quantité absorbée, générer une toxicité élevée voir méme la mort.
Les HE neurotoxiques sont celles contenant de la cétone (absinthe, anis, fenouil, romarin,
menthe). Ces cétones induisent des crises épileptiques et tétaniformes, des troubles psychiques

et sensoriels graves (Bachelot et al., 2006).
11.1.9.2. Toxicité dermique

Tous les ouvrages traitant des HE donnent des concentrations maximales. Le thym,
I’origan et la sarriette sont connus pour leur pouvoir irritant, I’angélique et la bergamote sont
photosensibilisantes, la cannelle est dérmocaustique et allergisante pour les peaux sensibles
(Pibiri, 2006).

11.1.9.3. Toxicité sur les cellules animales ou humaines

Les HE de thym et de lavande sont cytotoxiques pour les cellules du hamster chinois.
Les HE de différentes variétés d’origan ont montré une forte cytotoxicité sur des cellules

humaines dérivées de cancers (Sivropoulou et al., 1996).
11.1.10. Conservation des huiles essentielles

I1 est possible de réduire I’instabilité des HE en utilisant des flacons de faible volume
(aluminium, acier inoxydable, verre brun), entierement remplis et fermés de fagon étanche,

stockés a basse température, ou conservés sous atmospheére d’azote (Bruneton, 1993). Une HE
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se conserve parfaitement durant plusieurs années si elle est entreposée de la bonne maniere
(Purchon, 2001).

11.1.11. Procédés d’extraction

Le procédé d’obtention de I’HE intervient de facon déterminante sur sa composition

chimique (Garnero, 1977).
11.1.11.1. Expression a froid

Cette méthode est apparue au cours du XIXéme siecle. Utilisée uniquement pour les
agrumes. Ces dernieres sont séparées par un systeme mécanique (abrasion, compression,
incision, perforation, et autres). La qualité des essences obtenues manuellement est
incomparablement supérieure a celles obtenues par les procédés actuels. Toutefois, la durée de

vie du produit est courte. La rentabilité de cette technique est par ailleurs minime.
11.1.11.2. Extraction a la vapeur d’eau

C’est un procédé utilisant la vapeur d’eau pour séparer les substances aromatiques. Il

est considéré comme le seul moyen compatible avec un usage médical.
11.1.11.2.1. Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

L’hydrodistillation a pour objet de faire dégager a 1’état de vapeur la substance odorante
incorporeée dans la plante (Bonthoux et al., 2007). La plante est placée dans un ballon avec de
I’eau et quelques morceaux de pierre ponce. En chauffant, I’eau s’évapore entrainant avec elle
les molécules aromatiques. En passant dans un réfrigérant, I’eau se condense. Elle est ensuite
récupérée dans une ampoule a décanter ou il est possible de distinguer deux phases bien
distinctes (Bachelot et al., 2006). Le protocole est le méme pour une extraction a grande échelle
mais le ballon et le chauffe-ballon sont remplacés par un alambic et ’erlenmeyer par un vase

florentin (Willem, 2002).
11.1.11.2.2. Entrainement a la vapeur

Ce mode est basé sur le principe de I'entrainement des composés odorants volatils par
des aérosols de vapeur d'eau. Sous I’effet combiné de I’ébullition, il y a un éclatement progressif

des cellules et des glandes contenant I’HE et un épuisement des plantes en différentes fractions
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d’essence. L’essence n’est ni retenue par le matériel végétal ni solubilisée dans 1’eau
(Guenther, 1952). Les vapeurs saturées en composés organiques volatils sont condensées et
récupérées par décantation, les phénomeénes intervenants lors de cette technique seraient
I’osmose et la diffusion libre (Guenther, 1972).

11.1.11.2.3. Hydrodistillation par micro-ondes sous vide

Dans ce procédé, la plante est chauffée par un rayonnement de micro-ondes dans une
enceinte dont la pression est réduite de fagon séquentielle, I’'HE est entrainée dans le mélange
formé avec la vapeur d’eau. Tres rapide et peu consommateur d’énergie, ce procédé fournit un

produit de qualité et en quantité supéricure a celle obtenue par ’hydrodistillation (Bruneton,
1999).

11.1.11.2.4. Extraction a ’eau surchauffée

Cette technique utilise de I’eau surchauffée sous pression (125 et 175 °C). Elle utilise
de I’eau désoxygénée qui traverse une cellule ou se trouve la maticre végétale. Cette cellule est
maintenue a une pression d’environ 20 bars et a une température constante dans une étuve.
Utilisée avec du romarin, cette technique donne un rendement plus élevé que lors de

I’entrainement a la vapeur (Basil et al., 1998).
11.1.11.2.5. Simultaneous Distillation-Extraction

La SED (Simultaneous Distillation-Extraction) est une extraction liquide — liquide qui
est menée dans I’appareil de Likens et Nikerson modifié. Les composés volatils entrainés par
la vapeur d’eau sont extraits par des vapeurs de solvant que I’on condense ensuite dans un

réfrigérant. Le solvant est recyclé en continue (Vermin, 1982).
11.1.11.3. Extraction par le CO; a I’état supercritique

Cette techniques trouve un intérét tout particulier au niveau des produits naturels, car elle
conduit a des extraits appelés « cceur de la nature » souvent proches de 1’odeur et de la matiére

premiére traitée et exempts de solvants organiques (Pellerin, 2001).
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11.1.12. Analyse des huiles essentielles
Les principales méthodes d’analyse des huiles essentielles sont :
11.1.12.1. La chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (CPQG) est une méthode d’analyse par séparation
qui s’applique aux composés gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans
décomposition. La CPG est la technique usuelle dans 1’analyse des huiles essentielles (Cavalli,
2002). Les éléments gazeux ou volatils d'un échantillon sont placés dans un injecteur. lls vont
ensuite étre emportés (phase mobile) par un gaz porteur qui va les amener dans la phase
stationnaire pour qu'ils y soient separés. Il s'agit bien souvent d'un liquide ou d'un solide. Plus
un élément a d'affinité avec la phase stationnaire, plus il prendra de temps pour sortir de la

colonne de chromatographie. Les éléments peuvent étre identifiés mais aussi quantifiés.

11.1.12.2. La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/ISM)

Le couplage CPG/SM permet de connaitre, dans la grande majorité des cas, la masse
moléculaire d’un composé et d’obtenir des informations structurales relatives a une molécule a
partir de sa fragmentation (Cavalli, 2002). L’interface la plus simple pour cette technique
consiste a réunir la colonne du chromatographe au spectrométre de masse, soit en introduisant
directement 1’extrémité de la colonne dans la chambre d’ionisation ou par le relais d’un
capillaire de transfert chauffé et placé entre le chromatographe et le spectrometre de masse
(Rouessac et Rouessac, 1995). Le principe de la méthode consiste a soumettre un composé
moléculaire a cette analyse en déclenchant un processus a plusieurs étages (Pradeau et al.,
1992) :

+ |ionisation : les molécules présentes dans I’échantillon se volatilisent sous 'effet du
vide et de la haute température (200 °C), il résulte un mélange d’ions issus de la
fragmentation de départ ;

* |’accélération : les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation sous ’effet
d’un champ magnétique augmentant ainsi leur énergie cinétique ;

+ la séparation : les ions seront distribués suivant leur rapport Masse/Charge ;
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+ la détection : les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux charges électriques
transportées ;

+ le traitement du signal : le signal de sortie de I’appareil conduit au spectre de masse qui
constitue la représentation conventionnelle de 1’abondance des ions en fonction de leur

rapport Masse/Charge.

L’appareillage CG/SM permet 1’identification précise de la majorité des constituants
sépareés par la CPG et ceci en comparant les spectres de masse obtenus avec ceux des produits
de référence contenus dans les bibliothéques informatisées.

11.2. Les composés actifs
11.2.1. Les glucosinolates

Les glucosinolates sont constitués d’un résidu B-D-glucose, d’un résidu oxime sulfaté
et d’une chaine latérale de structure variable selon 1’acide aminé dont elle dérive. lls sont
rencontrés chez les Brassicaceae ou les Cruciferes. Ils sont stockés dans toutes les parties de la
plante et libérés lors d'une attaque de phytophages. Plus de 120 glucosinolates différents ont été
identifies dans les plantes, et plusieurs de ces composés ont été étudies pour l'effet anti-
cancérogene (Possenti et al., 2016). Dans I'alimentation, les glucosinolates a forte dose sont
toxiques et antinutritifs, mais a de faibles doses ils possedent des propriétés antifongiques,

antibactériennes, antioxydantes, antimutagéniques et anticarcinogéniques.
11.3. Les alcaloides

Ce sont des composés azotés naturels et dont le gout est amer. Quelques composés liés
avec des propriétés neutres et faiblement acides sont aussi inclus dans les alcaloides (Jutin et
al., 2014). Les vrais alcaloides sont tirés d’acides aminés (Raghuveer et al., 2014). lls forment
une grande famille hétérogene de métabolites secondaires, avec plus de 12 000 substances
isolées (Tania et al., 2012). lls présentent des intéréts biologiques, et pharmacologiques. Ils
provoquent chez I’homme diverses réponses physiologiques et psychologiques. Ils sont
cependant tres toxiques a forte dose. Les pyrrolizidines et les tropannes sont les alcaloides les
plus importants. Les pyrrolizidines sont trés répandues dans la nature et présents dans les

Asteracea, les Boraginaceae, les Fabaceae et les Orchidaceae. La morphine, isolée des
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Opiacées, tel que le Papaver somnifére, reste encore a ce jour un des analgésiques les plus
efficaces.

I1.4. Les composés phénoliques

Avec plus de 8 000 structures phénoliques recensees, les polyphénols sont des produits
du métabolisme secondaire des végétaux et présents dans tous les organes de la plante. Ils
résultent biogénétiquement de deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et la voie
acétate (Lugasi et al., 2003). Les composés polyphénoliques sont constitués d’un noyau
aromatique comportant une ou plusieurs fonctions hydroxyles ainsi que des groupements

fonctionnels (ester, méthyle ester, glycosides).
11.4.1. Roles des composés phénoliques

Des travaux ont montré que les phenols seraient associés a de nombreux processus
physiologiques des vegétaux (Alibert et al., 1977). Ils sont responsables de la couleur vive des
fleurs, des fruits (Ghedira, 2005) et parfois des feuilles. Ils assurent aussi la protection des
tissus contre les agressions des ultraviolets (Bruneton, 1993 ; Rajnerayanama et al., 2001 ;
Hadi, 2004). La capacité d’une plante a résister a I’attaque des insectes et des microorganismes
est par ailleurs souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Rees et Harborne,
1985).

11.4.2. Classification des composés phénoliques

Selon Harborne (1989), les polyphénols peuvent étre divisés en au moins 10 classes
différentes selon leur structure chimique de base. Cette structure peut s'étendre de molécules
simples, tels que les acides phénoliques, aux composés fortement polymeérisés, tels que des
tannins (Lugasi et al., 2003). Les composés phénoliques sont constitués de trois grandes
catégories (Beta, 2003 ; Dicko et al., 2006 ; Dykes et al., 2006) : les acides phénoliques ; les
flavonoides et les tannins. lls forment ainsi le groupe des composés phytochimiques le plus

important des plantes (Beta et al., 2005).
11.4.2.1. Les non flavonoides
Ils sont représentés par les acides phénols, les stilbénoides et les curcuminoides.

11.4.2.2. Les flavonoides
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11.4.2.2.1. Définition

L’intérét nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte de la vitamine C en
1938 (Szent-Gorgyi, 1938 ; Bruneton, 1993). Les flavonoides représentent une trés large
gamme de composés naturels. lls sont considérés comme des micronutriments importants
jouant le réle d’antioxydant (Alan et Miller, 1996) ou possédant des propriétés biologiques
diverses. De nombreuses études épidémiologiques ont montré leurs influences bénéfiques sur
la santé humaine (Gutteridge et Hallliwell, 1994 ; Ferreira et Bekker, 1996).

11.4.2.2.2. Biosynthése des composés flavonoiques

Les composés de depart de la biosynthése des flavonoides sont le malonyl CoA, le
cinnamoyl CoA et les dérivés CoA de I’acide cinnamique (Gerhard, 1993). Ces composes sont
formes suite a deux voies complémentaires, voie acétate malonate et voie shikimate (Hollman
et al., 1999 ; Middleton et al., 2000). Des réactions post biosynthétiques sont effectuées pour
donner la structure finale aux flavonoides (Marfak, 2003). Il existe cependant des flavonoides
non glycosylés comme la quercétine (Bruneton, 1993 ; Remesy et al., 1996 ; Middleton et
al., 2000).

11.4.2.2.3. Structure et classification des flavonoides

+ Structure : les flavonoides possédent tous un méme squelette de base a 15C, constitué de 2
unités aromatiques et de 2 cycles en Ce (A et B) reliés par un hétérocycle en Cs (Bruneton,
1999 ; Pietta, 2000). lls sont ainsi des dérivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone
(Figure 1) portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Le noyau flavone est
lui-méme un dérivé du noyau flavane de base (Bruneton, 1993). Plusieurs milliers de
molécules ont été identifiées a ce jour (Alan et Miller, 1996 ; Rajnerayanama et al., 2001)
(Figure 2).

NOYAUFLAVONE NOYAU FLAVANE

Figure 1 : Structure du flavone

(Bruneton, 1993 ; Middleton Figure 2 : Structure du flavane
| 2000)’_ ’ (Bruneton, 1993 ; Middleton,
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+ Classification : structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de
molécules selon le degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C
(Pietta, 2000). Les composés de chaque classe se distinguent entre eux par le nombre, la
position et la nature des substituants sur les deux cycles aromatiques A et B (Heim et al.,
2002) et le cycle intermédiaire (Julies et Christin, 2002). 14 groupes différents ont été
identifiés dont 6 groupes sont particulierement les plus répandus et les mieux caractérisés
tels que les flavones, isoflavones, flavanones, flavonols et les anthocyanidines (Heim et al.,
2002 ; Hendrich, 2006). La partie osidique des flavonoides peut étre mono-, di- ou tri
saccharidique. La partie glycarique est formée soit d’hexoses (D-glucose, D-galactose, etc.),
de pentoses (D-apiose, L-arabinose, etc.) ou avec des acides (Dglucuronique, D-

galacturonique, etc.). La partie osidique peut étre linéaire ou ramifiée (Gerhard, 1993).

11.4.2.2.4. Propriétés pharmacologique des flavonoides

+ Propriétés anti-inflammatoires et immunologiques : la quercétine a un effet anti-
inflammatoire (Middleton et Drzewiecki, 1984). Les flavonoides sont capables de moduler
le fonctionnement du systeme immunitaire (Da Silva et al., 1994 ; Galati et al., 1994 ;
Middleton, 1996). Les flavones et les flavonols inhibent la prolifération des lymphocytes
T, alors que la myricétine est active sur les lymphocytes B (Mookerjee et al., 1986 ;

Namgoong et al., 1994).

+ Propriétés antivirales et antibiotiques : les flavonoides sont capables d’agir au niveau de la
synthese des protéines virales permettant ainsi une bonne protection des souris vis-a-vis
d’une infection virale (Vrijsen et al., 1987). Il existerait une corrélation entre 1’effet
inhibiteur de certains flavonoides et divers virus de I’herpés (Mucsi et Pragai, 1985). Les
flavonoides seraient susceptibles d’inhiber I’intégrase rétrovirale du virus HIV-1
(Mahmood et al., 1993 ; Fesen et al., 1994). Des études ont apporté 1’évidence de I’effet
bactéricide de différentes flavanones sur I’ADN gyrase de S. aureus (Ohemeng et al., 1993

; Sato et al., 1995). Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est trés
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complexe. Nous citons I’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes ; la
séquestration de substrat ou la chélation de métaux ainsi que I’inhibition du métabolisme

microbien (Mila et Scalbert, 1994).

+ Propriétés antinéoplasiques : des études ont révélé les effets protecteurs des flavonoides vis-
a-vis des promoteurs de tumeurs chez la souris (Kato et al., 1983). La quercétine est
capables de diminuer, chez le rat, I’incidence des tumeurs mammaires (Verma et al., 1988).
Les flavonoides peuvent interférer avec le métabolisme des xénobiotiques en stimulant les
systemes de détoxification (Wattenberg, 1983 ; Bu-Abbas et al., 1995).

+ Propriétés antioxydantes : ce sont des piégeurs efficaces des radicaux libres (Laughton et
al., 1989 ; Puppo, 1992), et ont aussi une activité chélatrice des métaux (Puppo, 1992 ;
Van Acker et al., 1995). Ce sont enfin de puissants inhibiteurs de 1’oxydation des
LDL (Laughton et al., 1989 ; De Whalley et al., 1990 ).

+ Propriétés pro-oxydantes : ils sont susceptibles d’avoir un effet prooxydant (Kessler et al.,
2002). Plusieurs d’entre eux ont été décrits comme responsables d’auto-oxydation et de la

génération de radicaux oxygeéneés actifs (Laughton et al., 1989 ; Yen et al.,1997).
11.4.2.2.5. Distribution des flavonoides

Les flavonoides se répartissent dans les organes aériens jeunes et parfois dans les racines
(Milane, 2004). Une trentaine de flavonoides ont été identifiés chez les Astéracées (Bruneton,
1993 ; Milane, 2004).

11.4.2.3. Les tanins

Les tannins sont des polyphénols polaires jouant un réle important sur le plan
organoleptique, nutritionnel, physiologique et pharmacologique de par leurs propriétés
antioxydantes. Ils sont de plus dotés d’un rdle protecteur pour les végétaux vis-a-vis des

animaux prédateurs.
11.4.2.3.1. Classification

D’aprés Porter (1988), les tannins sont classés en deux catégories :
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a- les tannins hydrolysables (Figure 3) qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre (ou
d’un polyol apparenté) et d’un nombre variable de molécules d’acides-phénol. L’acide phénol
peut étre de I’acide hexahydroxy diphénique (HHDP) et ses dérivés d’oxydation (Bruneton,
1999 ; Gorger et al., 1994 ; Konig et al., 1994 ; Yoshida et al., 1995).

b- et les tannins condensés (Figure 4) qui sont des proantho cyanidines, composés phénoliques
hétérogenes, oligomeéres et polymeres de flavanes, de 3-flavanols, de 5-désoxyflavan-3-ols et
de flavane-3,4-diols. Toutes ces molécules appartiennent a la famille des flavonoides, composés
en C6-C3-C6, et possédent en commun la propriété de libérer des anthocyanidines par

chauffage en milieu acide.

Figure 3 : Exemple de tannins Figure 4 : Structure des tannins
hydrolysables : le penta-O-galloyl-4- condensés (Niokhor, 2003).
D-glucose.
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Les tannins se dissolvent dans I’eau sous forme de solutions colloidales, mais leur
solubilité varie selon le degré de polymérisation. Ils sont solubles dans les alcools et ’acétone.
Ils réagissent avec le chlorure ferrique et sont précipités de leurs solutions aqueuses par les sels

de métaux lourds et par la gélatine.
11.4.2.3.3. Actions pharmacologiques

L’activité pharmacologique des tannins a fait ’objet de nombreux travaux, dont voici

les principaux :

+ Activités antibactériennes : Mahamat, 1990 et Bassene et al., 1995 ont comparé I’activité
antibactérienne de Combretum micranthum, de Guiera senegalensis et de Terminalia

avicennioides. lls indiquent que ces plantes sont antiseptiques. Kolodzie et al., 1999 ont pu
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montrer que les tanins ont une activité antimicrobienne faible & modérée, mais une grande

activité anticryptococus.

+ Activités antivirales : Nonaka et al., 1990 et Robert et al., 1992 ont montré que 9 tannins
ont une activité inhibitrice de la transcriptase reverse (TR) du virus HIV dans les
lymphocytes H9.

4 Activités anti-inflammatoires : Mota et al., 1985 ont tenté de déterminer les actions anti-
inflammatoires des tannins isolés des écorces d’Anacardium occidentale L. lls ont ainsi

montré une action anti-inflammatoire.

+ Activités antioxydantes : Bouchet et al., 1998 ont examiné les propriétés antioxydantes et
antiradicalaires de Guiera senegalensis. Ils ont ainsi confirme les propriétés antioxydantes

de 9 tannins isolés.

+ Activités anticoagulantes : Hui Dong et al., 1998 ont travaillé sur Green japonicum. lls

révelent que les 7 tannins isolés présentent une forte activité anticoagulante chez le lapin.
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I. Activité antioxydante
I.1. Introduction

Les HE et leurs composants sont connus pour posseder des activités antioxydantes et
pourraient donc servir d’agents de conservation alimentaire ou comme additifs alimentaires
(Caillet et Lacroix, 2007). Elles font I’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme

alternative pour la protection des aliments contre ’oxydation (Bouhdid et al., 2006).

Au cours des réactions d’oxydation un certain nombre de composeés (radicaux libres)
vont exister pendant une durée variable. La dégradation oxydative des aliments de nature
lipidique présente des inconvénients a la fois sur les plans organoleptique, nutritionnel,
fonctionnel, économique et hygiénique (Jeantet et al., 2006 ; Nessrien et Mohamed, 2007 ;
Rashid et al., 2010). Elle peut par ailleurs avoir des répercussions sur la santé du
consommateur. Elle est de plus mise en cause dans le vieillissement des tissus biologiques et

des organismes ainsi que dans de nombreuses pathologies (Berset, 2006).
1.2. Déclenchement de I’oxydation

Le déclenchement de l’oxydation est peut étre di a plusieurs facteurs intra et
intrinséques (Hultin, 1994 ; Frankel, 1998). L’oxydation touche ainsi principalement les
lipides insatures lors de la préparation et de la conservation des produits utilisés dans I’agro-

alimentaire, la pharmacologie et la cosmétologie (Cillard et Cillard, 2006).
1.3. Oxydation des corps gras
1.3.1. Introduction

Les réactions d’oxydation est a 'origine de gofits et d'odeurs, de " saveur oxydée ", fort
désagréables. Cependant, il est difficile de les définir. On parle de godt huileux, de carton,
métallique, et de suiffage. Le go(t de poisson est parfois prédominant, a cela s’ajoute la

formation des peroxydes cancérigenes.
1.3.2. Définition

D’aprés Rossignol - Castera (2006), I’oxydation des matiéres grasses est un

phénomene naturel, chimique, complexe, spontané, évolutif, irréversible, altératif et
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incontournable. C’est une degradation en chaine des acides gras insaturés par action de

I’oxygeéne atmosphérique et sous I’effet de différents facteurs exogénes et/ou endogénes.
1.3.3. Les substrats des réactions d’oxydation

Les composés exposés a subir I’oxydation sont principalement les acides gras insaturés.
Les acides gras saturés ne s’oxydent qu’a une température supérieure a 60 °C, tandis que les

acides polyinsaturés s’oxydent méme lors de I’entreposage des aliments a 1’état congel€.
1.3.4. Mécanismes généraux de I’oxydation des lipides

D’aprés Eymard (2003), ’oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies

réactionnelles en fonction du milieu et des agents initiateurs.
1.3.4.1. Auto-oxydation

Dans ce cas les acides gras poly insaturés peuvent se transformer spontanément pour
former des radicaux libres et des derivés peroxydes. L'hyperproduction de radicaux libres est a
la base des explications physiopathologiques de nombreuses maladies. Normalement, il existe
un équilibre entre la production de radicaux libres et ’activité antioxydante (Allain, 1999).
L’oxydation des lipides est une réaction auto catalytique suivant une courbe exponentielle. 11

s’agit d’un enchalnement de réactions radicalaires se déroulant en trois phases distinctes

Eymard (2003) :

a- Phase d’initiation (Figure 5) : en présence d’un initiateur (I), les lipides insaturés (RH)
perdent un proton (H®) pour former un radical libre de lipide (R®). L’arrachement du proton est
facilité tant par ’élévation de la température que par les rayonnements ou les catalyseurs (Cu,

Fe, Co, Mn, Ni). A ce stade, dit de peroxydation, la flaveur de rance peut ne pas étre perceptible.

RH (1) » R*+ H®

Figure 5 : Phase d’initiation.
b- Phase de propagation (Figure 6) : les radicaux libres formés (R®) fixent ’oxygeéne
moléculaire et forment des radicaux libres peroxydes instables (ROO*®) qui peuvent réagir avec

une nouvelle molécule d’acide gras (RH) pour former des hydropéroxydes (ROOH).
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ROO®" + RH ROOH + R* (Réaction lente)
|

|— R*+ 0O, ROO* (Réaction rapide)

Figure 6 : Phase de propagation.

Cette étape se traduit aussi par 1’évolution des hydropéroxydes en composés secondaires
d’oxydation, par deux voies principales (Judde, 2004). Une voie dite de scission, conduisant
aux flaveurs de rance ; et une autre dite de remaniement, conduisant a I’apparition d’acides gras
oxydés et de triglycérides oxydés. A ce stade le rancissement est bien présent. Il peut étre
accompagneé par d’autres conséquences d’ordres fonctionnels et d’ordre physiologique. Au

cours de cette phase 1’auto oxydation s’auto entretient (Richard, 1992) ;

c- Phase de terminaison (Figure 7) : apres avoir atteint une vitesse maximale d’oxydation,
celle-ci diminue par combinaison des radicaux lipidiques entre eux pour donner des produits
non radicalaires. La réaction la plus fréquente est une réaction de dimérisation qui est liée a la
pression partielle d’oxygéne du milieu. A pression d’oxygéne élevée se sont surtout les radicaux

peroxyles qui réagissent entre eux (Cillard et Cillard, 2006).

R®* + R*® R-R
ROO* + ROO®* ——— ROOR + O,

R*®* + ROO*=

ROOR

Figure 7 : Phase de terminaison.
Certains antioxydants vont provoquer la terminaison de la peroxydation en piégeant les

radicaux peroxyles, ils sont appelés « Chain breaking » (Cillard et Cillard, 2006) (Figure 8).

ROO" + AH » ROOH+ A"

Figure 8 : Action des antioxydants appelés « Chain breaking ».
1.3.4.2. Photo-oxydation

La photo-oxydation est une voie importante de production d’hydropéroxydes en
présence d’oxygene, d’énergie lumineuse et de photo sensibilisateurs (Hultin, 1992). Dans ce
cas deux situations peuvent se présenter (Judde, 2004). Une photoxydation directe ; ou une
oxydation photo sensibilisée ou grace a la présence nécessaire d’un agent photo sensibilisateur,
les photo sensibilisateurs (Sens) absorbent I’énergie lumineuse et passent a I’état triplet excité

(Sens3). Ils interviennent ainsi dans 1’oxydation des lipides selon deux types de mécanismes
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(Frankel, 1998). Selon le premier mécanisme, les photo sensibilisateurs de type | agissent
comme des radicaux libres initiateurs. Dans son état triplet, le photo sensibilisateur arrache un
atome d’hydrogene ou un électron aux molécules lipidiques pour former un radical capable de

réagir avec I’oxygéne (Figure 9) ;

Sens’ + RH — Sens H +R"*
Figure 9 : Formation d’un radical capable de réagir avec ’oxygéne.
Selon le second mécanisme, les molécules photosensibles de type Il réagissent dans leur état

excité (Sens®) avec ’oxygene triplet pour donner de 1’oxygéne singulet (10,) (Figure 10) :

Sens® +30; —» 105 + Sens

Figure 10 : Formation de 1’oxygéne singulet.

L’oxygene singulet ainsi formée est trés électrophile et peut réagir directement sur un acide
gras insaturé (RH) formant ainsi un hydropéroxydes (ROOH) (Figure 11).
!0, + RH — ROOH

Figure 11 : Formation de I’hydropéroxyde (ROOH).

Ensuite interviennent les réactions radicalaires en chaine de I'auto oxydation. Les

hydropéroxydes formeés sont différents de ceux formés par auto oxydation (Frankel, 1998).

1.3.4.3. Oxydation enzymatique

Les deux enzymes principalement impliquées sont la lipoxygénase et la cyclooxygénase

(Hultin, 1994). Durant la congélation, ’activité enzymatique est ralentie. Cependant, une fois
la décongélation amorcée cette activité reprend et s’accentue. A - 40 °C, elle est complétement

arrétée (Frankel, 1998).
1.3.5. Facteurs influencant I’oxydation des lipides

a-Facteurs endogenes : ce sont ceux qui caractérisent la nature et/ou la qualité du corps gras
tels que le taux d’instaurations, les traces de photo sensibilisateurs ainsi que l’absence

d’antioxydants naturels. La qualité du corps gras est également garante de la maitrise du risque

oxydatif (Judde, 2004).

b-Facteurs exogeénes : il s’agit principalement de facteurs environnementaux (température, pH,

activité de I’eau et pression partielle en oxygene).
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|.4. Conséquences de I’oxydation

D’aprés Rossignol — Castera (2006), les principales conséquences de 1’oxydation sont
dues a la dégradation des propriétés biochimiques par la formation de radicaux libres,
d’hydroperoxydes, de composés furaniques et surtout d’aldéhydes saturés et insaturés, qui
peuvent étre a Iorigine de nouveaux composés d’aromes ; a la dégradation des propriétés
organoleptiques et le rancissement du produit ; a la perte de la valeur nutritionnelle ; a la perte
de I’appétence du produit (Feed & pet-food) et a la modification de son aspect (couleur, texture).

1.5. Conséquences des peroxydations lipidiques

Les hydroperoxydes instables en se décomposant vont donner de nouveaux radicaux
libres provoquant 1’oxydation des biomolécules. L’oxydation des protéines altere leurs
structures et leurs fonctions, toutes les structures de la cellule seront ainsi touchées (Cillard et
Cillard, 2006). Des composes toxiques (peroxydes, époxydes, aldéhyde mutageénes)
s’accumuleront enfin dans les aliments. La toxicité de ces composés est débattue (Florians et
al., 2001).

1.6. Prévention contre I’oxydation

Les antioxydants jouent un réle important dans la prévention et la propagation des
dommages oxydatifs (Cillard et Cillard, 2006).

1.7. L'inhibition de I'oxydation des lipides

Elle est basée sur la maitrise des facteurs environnementaux. Les antioxydants utilisés
comme moyen de lutte sont soit des agents de prévention qui bloquent la phase d'initiation en
réagissant avec les initiateurs de la réaction, soit des agents de terminaison qui bloquent la

poursuite de la phase de propagation(El Atyqy, 2007).
1.8. Les antioxygenes ou antioxydants
1.8.1. Mécanisme d’action

L’action des antioxygenes se situe, pour la plupart d’entre eux, au niveau de I’étape de
terminaison de I’auto-oxydation. Par ailleurs, certaines substances permettent de limiter
I’initiation de I’auto-oxydation (Multon, 1992). D’une fagon générale, I’antioxygene
phénolique (AH) blogque la propagation de la réaction en chaine par sa capacité a réagir avec
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différents types de radicaux (Figure 12). Le radical antioxygene formé (A®), stabilisé par

résonance, confere a I’antioxygéne phénolique son efficacité (Multon, 1992).

OH 0O 0O
H
R+ —RH + = —
Radical

Acide H

gras

libre  Phénol
acide

gras A

Radical libre antioxvgéne
(hvbride de résonance stable)

Figure 12 : Formation d’un radical libre antioxygéne.

Suivant leurs mécanismes d’action, les antioxydants peuvent étre classés en trois types :

a- les antioxydants de type I : ils inhibent la propagation des réactions radicalaires (Belaiche,
1979).

b- les antioxydants de type Il : ce type prévient la formation des radicaux libres et peut
intervenir par différents mécanismes. Les flavonoides rentrent dans cette catégorie
(Roeding-Penman et Gordon, 1998) ;

c- les antioxydants de type 11 : ils regroupent les facteurs de 1’environnement.
1.8.2. Les différents types d’antioxydants
1.8.2.1. Les antioxydants endogénes

Les defenses antioxydantes de 1I’organisme peuvent se diviser en :

+ Un systeme de défense primaire composé d’enzymes et de substances antioxydantes tels
que la super oxyde dismutase (SOD), la catalase, la glutathion peroxydase (GPx), etc.
+ Un systeme de défense secondaire composé d’enzymes protéolytiques, de phospolipases,

d’ADN endonucleases, de ligases et de macroxyprotéinases (Pincemail et al., 1998).
1.8.2.2. Les antioxydants naturels

Plusieurs substances naturelles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur

perméabilité et peuvent également lier les acides gras libres (Svoboda et Hampson, 1999).
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+ La vitamine E : protege les cellules contre les dommages associés aux radicaux libres et par
conséquent prolonge la vie cellulaire tout en ralentissant le processus de vieillissement
(Meydani®, 2000) et la diminution de 1’athérosclérose (Meydani®, 2000). Les données
cliniques ont prouvé que les patients atteint de la maladie d’Alzheimer obtiennent des
réponses remarquables au traitement par la vitamine E (Pieroni et al., 2002).

+ La vitamine C : elle régénere le tocophérol et a de plus un effet antioxydant puissant dans
le tube digestif empéchant ’oxydation des nitrates en nitrites et en nitrosamides (agents
cancérigéenes) (Vansant, 2004).

+ Les composés phénoliques extraits de plantes : telles que le romarin, cumin, thym, origan,
clou de girofle, sauge (Chevolleau, 1990 ; Vardar-Unlu et al., 2003 ; Skerget et al., 2005
; Lee et al., 2005 ; Kuguk et al., 2007). Les molécules actives sont soit des flavonoides,
soit des derivés de I’acide benzoique, soit des dérivés de I’acide cinnamique ou des
composes phénoliques (thymol, carvacrol) (Das et Pereira, 1990 ; Chevolleau, 1990 ;
Pokorny, 1991 ; Schwarz et Ternes, 1992 ; Crapiste et al., 1999 ; Tepe et al., 2006). Les
composés phénoliques peuvent aussi prévenir I’oxydation des LDL (Meyer et al., 1997).
Des chercheurs japonais ont constaté que les polyphénols du thé vert augmentent 1’activité
des macrophages, des lymphocytes B, des lymphocytes T et des cellules tueuses naturelles
(Hegarty et al., 2000). Certaines HE et leurs composants sont cytostatiques et peuvent étres
antiprolifératifs. L’examen de Pelargonium sp., de Myristica fragrans, d 'Origanum vulgare
ssp. Hirtum et de Thymus vulgaris a montré une action hépato protectrice (Svoboda et
Hampson, 1999).

1.8.2.3. Les antioxydants de synthése

Ce sont principalement : le BHA (butyl-hydroxy-anisole) qui est un mélange de deux
isomeres ayant des propriétés carcinogenes ; et le BHT (butyl-hydroxy-toluéne ou hydroxy
toluene butylated). On peut aussi citer le TBHQ (ter-butylhydroxy-quinone), ’anhydride
sulfureux, les sulfites, ’acide érythroborique, I’érythroborate de sodium et le palmitate

d’ascorbyle.

1.8.2.4. Propriétés des antioxygenes

Les propriétés de quelques antioxygenes sont décrites dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Propriétés des antioxygénes (Multon, 1992).

chaleur

Nature Solubilité Stabilité a la chaleur |, EXCMPIes
d’applications
Tocophéroles Liposolubles Dégradés par la - Matieres grasses et

aliments diététiques

Acide ascorbique Hydrosoluble - - Boissons

R - Huiles pour friture,
Tres soluble dans les P

BHA huiles et les graisses. Tres bonne stabilité produns/
transformés.
Bonne solubilité dans Efficace dans les
BHT les huiles et les Bonne stabilité ;
. graisses.
graisses.
TBHQ Tres soluble dans les Thermostable Stabilisation des

huiles. huiles.

1.9. Mesure du degré d’oxydation et du pouvoir antioxydant

Selon Gray (1978), il n’y a pas de méthode idéale, bien corrélée aux changements
organoleptiques se produisant au cours des réactions d’oxydation (Berset et Cuvelier, 1996).
Les tests de mesure de I’activité antioxydante dans les aliments et les systemes biologiques
peuvent étre classés dans deux groupes. Ceux utilisés dans 1’évaluation de la peroxydation des
lipides sous des conditions standard (Sanchez-Moreno, 2002) ; et ceux utilisés dans la mesure
du pouvoir de piegeage des radicaux libres (Scavenging of free radicals). On rencontre parfois

aussi, des tests de mesure des pouvoirs chélateur et réducteur de métaux.
1.9.1. Mesure de ’oxydation des lipides

L’¢état d’avancement de la réaction peut étre évalué par la mise en évidence de la
disparition des substrats de ’oxydation. Une grande variété de méthodes est disponible
(Dobarganes, 2002).

1.9.1.1. Analyse des substrats d’oxydation

Ce sont des méthodes manométriques, polarographiques, chromatographiques ou

gravimétriques. Ce type d’analyse est employé pour déterminer les cinétiques d’oxydation des
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lipides en systéme modele pour des tests accélérés d’oxydation ou dans le cas de conservation

d’échantillons en emballage étanche (Berset et Cuvelier, 1996).
1.9.1.2. Mesure des acides gras non oxydés résiduels

Cette mesure suit la cinétique de disparition d’un ou de plusieurs acides gras insaturés
présents dans 1’aliment, aprés extraction, méthylation et analyse par chromatographie en phase

gazeuse.
1.9.1.3. Méthodes chromatographiques

On peut citer parmi ces méthodes la chimiluminescence (Miyazawa et al., 1994) ; la
chromatographie liquide a haute performance (CLHP) (Koskas et al., 1983) ; et la thermolyse
(Saidia et Hammond, 1989).

1.9.2. Analyse des peroxydes

1.9.2.1. Mesure du taux de peroxydes

Plusieurs tests accélérés de production d’hydroperoxydes dans I’aliment ou dans les
matiéres grasses ont été normalisés (test de Swift ou AOM ; Rancimat). Deux méthodes sont
classiquement appliquées pour doser les peroxydes : la méthode iodométrique de Lea (Lea,
1946 ; AOCS, 1989) ; et la méthode colorimétrique (Mitsuda et al., 1966).

1.9.2.2. Détermination des dienes conjugués
Les diénes conjugués absorbent a 232 nm et a 270 nm (norme AFNOR T60-223).
1.9.2.3. Analyse des produits secondaires d’oxydation

Parmi les méthodes les plus utilisées, on peut citer : le dosage des composés
aldéhydiques (test a 1’acide thiobarbutirique TBA) ; la mesure de I’indice de para-anisidine
(IpA) — IUPAC 2.504 ; et le dosage des composeés volatils.

1.9.3. Mesure du pouvoir de piégeage des radicaux libres

On peut éviter d’avoir a oxyder le substrat sur lequel on veut tester I’efficacité d’un

antioxydant en choisissant de réduire un radical stable. C’est le cas du radical DPPH*® (2,2-
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diphenyl-1-picrylhydrazyl). Ce DPPH® peut fixer un H® arraché a ’antioxydant AH. Il perd
alors son absorbance a 517 nm. L’avantage de ce test est d’étre rapide et de ne nécessiter aucune
condition drastique puisqu’il a lieu dans la cuve du spectrophotométre en milieu méthanolique
sans oxygénation. C’est le test le plus répandu et le plus utilisé de nos jours. D’autres tests

mettant en jeu d’autres radicaux stables sont disponibles dans la littérature.
1.9.4. Mesure du pouvoir réducteur

Le fer et le cuivre possédent des capacités privilégiées d'interaction avec I'oxygene. 1l
n'est donc pas surprenant de voir les métaux traces avoir une place particuliere dans les
mécanismes impliquant les radicaux libres de lI'oxygéne. Dans notre cas nous avons choisi la
méthode Oyaizu (1986) dans le but d’étudier la capacité des échantillons étudiés a réduire le

fer ferrique.
1.9.5. Mesure du pouvoir chélateur

Le fer peut stimuler et accélérer ’oxydation des lipides par la réaction de Fenton,
(Elmastas et al., 2006). Les agents chélateurs qui forment une liaison de type ¢ avec les métaux
sont actifs comme antioxydants secondaires (Suresh-Kumar et al., 2008). Les composeés

phénoliques sont de bons chélateurs des ions métalliques (Morris, 1995 ; Brown et al., 1998).

I1. Activité bio insecticide

I1.1. Introduction

Les insecticides sont toutes les substances qui tuent les insectes, empéchent 1’éclosion
des ceufs, et compromettent le développement normal des larves ou la maturation sexuelle
(Faurie et al., 2003). Le groupe des pesticides englobe plusieurs familles, dont les
organochlorés, les carbamates, les organophosphorés et les insecticides végétaux (Belmonte,
2005).

I1.2. Biopesticides d’origine végétale

Un bio pesticide se définit comme tous organismes vivants ou substances d’origine
naturelle. Cependant, pour certains auteurs, le terme de bio pesticide doit étre réservé aux agents

biologiques de lutte ou de contrdle des insectes (Vincent et Coderre, 1992 ; Van Driesche et
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Bellows, 1996 ; Vincent, 1998). Méme si cette définition trés restrictive omet les produits issus
du métabolisme des organismes biologiques comme les composés sémio chimiques, il est
cependant fondé étymologiquement d’appeler les molécules phytochimiques a caractére
phytosanitaire des « biopesticides d’origine végétale » (Philogene et al., 2002). Avec le statut
d’« insecticides idéals » ces phytoproduits constituent une composante essentielle de la lutte
intégrée. Les HE interviennent dans la protection des végétaux et la lutte contre les insectes

nuisibles, elles peuvent donc étre considérées comme des « biopesticides d’origine végétale ».
11.3. Avantages des biopesticides d’origine végétale
Regnault-Roger (2002) cite parmi ces avantages :

* la spécificité : il existe une grande variation dans la sensibilité d’une espéce d’insecte a une
méme HE ;

+ la biodégradabilité : les molécules allélochimiques sont facilement biodégradées par voie
enzymatique ;

+ la résistance : la diversité des molécules allélochimiques conduit a la diversification des
cibles moléculaires et biochimiques chez I’insecte ;

+ la biodisponibilité : bien qu’elles soient sujettes a plusieurs facteurs influencant leur
biodisponibilité, ces molécules peuvent étre disponibles en quantités suffisantes ;

+ la sélectivité : les composés sémio chimiques des végétaux auraient un effet sélectif sur les

especes cibles (Chiasson et Beloin, 2007).
I1.4. Utilisation des huiles essentielles

Les HE sont des métabolites secondaires produits par les plantes pour lutter contre les
ravageurs phytophages (Cseke et Kaufman, 1999). Elles ont largement prouveé leur efficacité
en laboratoire contre de nombreux ravageurs des denrées stockées (Belmain et al., 2001 ; Keita
etal., 2001° ; Raja et al., 2001 ; Murdock et al., 2003 ; Seri-Kouassi et al., 2004 ; Kellouche
et Soltani, 2004 ).

11.4.1. Principaux composés a effet insecticide

Plusieurs travaux de recherche ont mis en évidence le pouvoir insecticide des PAM, qui
est variable selon I’insecte et la composition chimique de I’'HE (effet non systémique) (Shaaya
et al., 1997 ; Kim et al., 2003).
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11.4.2. Mécanismes d’action insecticide des huiles essentielles

Les HE peuvent agirent par fumigation, contact ou répulsion. Elles agissent aussi sur les
insectes adultes par effet « Knock-down ». Elles peuvent par ailleurs entrainer un effet anti-
appétant, inhiber la ponte ou alors avoir un effet ovicide et larvicide. D’autres mécanismes, tels
que les perturbations des voies de biosynthése ou des systemes enzymatiques peuvent
également étre impliqués (Tajkarimi et al., 2010). Ces actions sont dues aux constituants
lipophiles des HE (Bakkali et al., 2008). L’activité bio insecticide des HE est influencée par la
stéréochimie des molécules impliquées. Par ailleurs, la diversité de leurs constituants leur
confere la particularité de ne pas avoir des cibles cellulaires caractéristiques. Cette particularité
permet une limitation du taux de développement des résistances (Houél, 2011). L’action des
propriétés pesticides de ces HE est indiquée ci-dessous.

11.4.2.1. Action sur les estérases

Les monoterpénes sont des molécules neurotoxiques qui agissent sur différentes cibles
en fonction de leur nature chimique (Huignard et al., 2008). Le citral, le pulégone, le linalol,
le bornyl acétate et le cinéol sont des inhibiteurs réversibles et compétitifs qui occupent le site
actif hydrophobique de I’acetylcholinestérase (Ryan et Byrne, 1988). Le linarin extrait des
fleurs de Mentha arvensis (Oinonen et al., 2006) ; et le 3-caréneet le B-pinéne ont montré une

efficacité dans I’inhibition de I’acetylcholinestérase in vitro (Savelev et al., 2004).
11.4.2.2. Action sur Pactivité électrique neuronale

L’effet biopesticide de 1’eugénol se traduit par une inhibition quasi complete de
I’activité €lectrique neuronale des insectes, alors que I’effet biopesticide du citral et du géraniol
sur les neurones des insectes induit une action bi-phasique en fonction de la dose utilisée (Price
et Berry, 2006).

11.4.2.3. Action sur P’activation des systémes de détoxification
11.4.2.3.1. Réaction d’hydrolyse et d’oxydation

Elles incluent 1’activation et ou la conversion des molécules exogénes en un composé
plus polaire. L’introduction de groupes fonctionnels augmente la solubilité dans 1’eau et permet

soit leur stockage loin des tissus sensibles, soit leur excrétion (Haubruge et Amichot, 1998).
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11.4.2.3.2. Réactions de conjugaison

Nayamador (2009) a révélé que des individus de deux ravageurs majeurs : C.
subinnotatus et de C. maculatus F., traités par fumigation utilisant 'HE de Cymbopogon
giganteus chiov ont vu les activités enzymatiques de la glutathion s-transférase augmenter

significativement (Franciosca et Bergé, 1995).
11.4.2.4. Action sur la modification des cibles moléculaires

Le systéme nerveux central des insectes comportent les sites d’actions des biopesticides.

Selon Nyamador (2009), les cibles privilégiées des biopesticides sont ceux cités ci-dessous.
11.4.2.4.1. Le canal sodium « voltage dépendant »

Les substances neurotoxiques issues des bio-insecticides se fixent sur les sites d’action
empéchant ainsi la fermeture du canal sodium et en perturbant la transmission synaptique. Cela
provogue chez I’insecte un effet « Knock-down » c’est-a-dire l'effet de paralysie des muscles
et du systeme nerveux des insectes entrainant leur mort. L’acide rosmarinique et la lutéoline-7-
glucoside provoquent une perturbation de la motricité naturelle de I’insecte. Celle-ci peut se
manifester soit rapidement (cas de la quercétine) soit tardivement (cas de 1’acide vanillique)
s’accompagnant parfois d’un effet « Knock-down ». Ketoh et al., (2006) ont démontré que
I’HE de O. basilicum induit une inhibition totale de I’activité électrique neuronale. Price et
Berry (2006) ont rapporté que 1’eugénol provoque une inhibition compléte de D’activité

électrique neuronale.
11.4.2.4.2. 1’ Acétylcholinestérase

L’acétylcholinestérase est une enzyme indispensable au bon fonctionnement des
synapses cholinergiques du systeme nerveux central des insectes (Fournier et Mutero, 1994).
Son rdle est d’hydrolyser 1’acétylcholine, ce qui permet la fermeture des canaux associés au

récepteur du neurotransmetteur.
11.4.2.4.3. Les récepteurs de I’acide gamma-amino butyrique (GABAr)

Les biopesticides se fixent sur les récepteurs de I’acide gamma amino butyrique

(GABAY) et inhibent le fonctionnement du canal chlore qui lui est associ¢. L ouverture de ce
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canal induit une hyperpolarisation et I’inactivation de la membrane de la cellule nerveuse

(Priestley et al., 2003).
11.4.2.4.4. Action sur les récepteurs octopaminergiques

L’octopamine est une neurohormone et un neuromédiateur chez les invertébrés

(Roeder, 1999).

Huignard et al., (2008) affirment que 1’eugénol agirait en se fixant sur les récepteurs
de I'octopamine. L’action de ’eugénol se fait, soit a plus faibles doses en augmentant I’activité
de I’adénylcyclase des cellules du systéme nerveux de I’insecte (Periplaneta americana), soit

a plus fortes doses en réduisant la production d’AMP cyclique (Enan, 2005).
11.4.3. Modes de pénétration des huiles essentielles

Nous pouvons citer ci-dessous trois modes de pénétration des huiles essentielles.
11.4.3.1. Par contact

Il a été démontré que de nombreux constituants terpénoides des HE sont toxiques par

contact pour un large éventail d’insectes et peuvent étre utilisés comme bio-insecticide.
11.4.3.2. Par inhalation

En raison de leur caractére volatil, les HE agissent comme des fumigants (Don-Pedro,
1996) et pourraient étre utilisées dans le traitement des grands stocks (Ketoh, 1998). Certains
monoterpenes entrainent une toxicité inhalatoire chez certains insectes (carvacrol, linalool,

eugénol, thymol, terpinéol, cuminaldéhyde, p-cymene, anéthole, cinnamaldéhyde).
11.4.3.3. Par ingestion

Des signes d’intoxication (neurotoxicité, effet anti-appétant,...) peuvent apparaitre chez

I’insecte suite a I’ingestion des HE.

11.4.4. Action des huiles essentielles sur la fécondité, la fertilité et les stades de

développement des insectes

Pour que les bio insecticides assurent un contrdle efficace des populations d’insectes

ravageurs des denrées stockées, il faudrait qu’ils soient actifs non seulement sur les adultes, sur
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les ceufs déposés a la surface des graines ainsi que sur les larves ou les nymphes qui se
développent a I’intérieur des graines. De nombreuses études ont démontré qu’une molécule
allélochimique présente dans une HE n’exerce pas forcement la méme activité aux différents
stades du cycle reproductif d’un insecte, la sensibilité d’un insecte peut en effet évoluer en
fonction de son développement physiologique (Shaaya et al., 1991 ; Regnault-Roger, 2008).
La sélectivité et la spécificité permettent a ces molécules naturelles d’agir a des moments

déterminés sur les espéces étudiées.

III. Activité antimicrobienne

I11.1. Introduction

Les HE et les extraits phénoliques des PAM ont eté largement exploités pour diverses
applications alimentaires (Oussalah et al., 2007). Connus pour leur efficacité antimicrobienne
et antiseptique, ces HE et extraits sont par ailleurs a la base des médecines dites alternatives a
la médecine des antibiotiques (Zhiri, 2006). Ils répondent par ailleurs aux problémes liés au

développement de I’antibiorésistance.
I11.2. Propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles

Les PAM synthétisent plus de 100 000 petites molécules dotées pour la plupart d’une
activité antibiotique. En général, cette activité est inférieure a celle exercée par les antibiotiques
d’origine microbienne (Tegos et al., 2002 ; Lewis et Ausubel, 2006). Les molécules actives ne
participent pas directement a la croissance des plantes, mais ont évolué pour leur fournir une
protection naturelle. Beaucoup de travaux ont été consacrés ces derniéres années aux proprietes
médicales et antimicrobiennes de leurs extraits (Licina et al., 2013). L’exploitation des PAM
est un moyen efficace pour le développement de nouveaux produits antimicrobiens (Oyedeji et
al., 2011).

111.2.1. Actions antimicrobiennes des huiles essentielles

Les HE ont un spectre d’action tres large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance
des bactéries que celles des moisissures et des levures. Cette activité est principalement fonction

de leur composition chimique et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs
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(Caillet et Lacroix, 2007). Des études ont prouvé I’existence d’une forte activité

antibactérienne contre des souches Gram+ et Gram™ (Di Pasqua et al., 2005).

Caillet et Lacroix (2007) ont signalé que les HE empéchent la multiplication des
bactéries, leur sporulation et la synthése de leurs toxines. Les HE de I’origan, du thym, de la
sauge, du romarin et du clou de girofle ont un large spectre antibactérien (Pauli, 2001 ; Fabian
et al., 2006).

111.2.2. Constituants actifs antibactériens

Les molécules réputées pour leur activité antibactérienne sont des terpénoides, car les
hydrocarbures saturés et les acétates ioniques sont inactifs (Griffin et al., 1999). Les composés

chimiques de plus grande efficacité et a plus large spectre sont :

+ les alcools sont connus pour leur activité létale que bactériostatique sur les cellules
végetatives. lls agissent en denaturant les protéines (Dorman et Deans, 2000) ;

+ les aldéhydes sont également quelque peu bactéricides. Les plus couramment utilisés sont
le néral et le géranial (des citrals), le citronnellal et le cuminal (Franchomme et al., 1990° ;
Dorman et Deans, 2000) ;

+ les phénols sont responsables de dégats irréversibles au niveau de la membrane. Le thymol
et I’eugénol sont responsables de I’activité fongicide (Bennis et al., 2004), et bactéricides
des HE qui en contiennent (Cox et Mann, 2000 ; Lambert et Skandamis, 2001 ; Walsh
et Maillard, 2003). Plus les teneurs en phénols sont élevées, plus les HE sont efficaces

(Cosentino, 1999). Le thymol exerce un effet inhibiteur et Iétal sur différentes souches.
111.3. Propriétés antifongiques des huiles essentielles

Les HE peuvent étre employées comme agents de protection contre les champignons
phytopathogenes (Ribera et Zufiiga, 2012 ; Jager et Holm Freiesleben, 2014). Un grand
nombre de composés volatils ont été testés contre C. albicans, A. niger, A. flavus, A. fumigatus,
P. chrysogenum, et bien d'autres (Kalemba et al., 2003). Burt (2004) décrit les activités
antifongiques des HE de thym, de citronnelle, de cannelle et de Melaleuca alternifolia.
L’efficacité des huiles extraites d’Achillea fragrantissima (Barel et al., 1991), d’A. setacea,
d’A. teretifolia (Unlu et al., 2002) et d’A. milefolium (Candan et al., 2003) contre la levure

pathogene C. albicans a également été mise en évidence.
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I11.4. Propriétés antivirales

Les PAM représentent une solution alternative pour traiter les diverses pathologies

engendrées par les virus car ils sont tres sensibles aux molécules aromatiques.
I11.5. Mode d’action antimicrobienne des huiles essentielles

La sélectivité des HE envers certaines bactéries est le résultat de la composition variée
des fractions actives présentes dans ces huiles, et qui présentent souvent des actions
synergiques. Le mécanisme d'action des HE est lié essentiellement & la structure de la paroi et

a la perméabilité membranaire des bactéries 8 Gram™ et & Gram™. L'HE exerce son pouvoir par

son interférence avec la bicouche lipidique de la bactérie grace a sa propriété hydrophobe
(Hammer et al., 1999 ; Dorman et al., 2000 ; Bagamboula et al., 2004).

111.6. Méthodes d’évaluation

Le choix de la méthode peut étre basé sur de nombreux facteurs. Les différents
protocoles peuvent quant a eux étre classés selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de
I’HE (liquide, solide ou gazeux), et selon la nature du contact de I’HE avec le germe en question
(diffusion sur disque, solution alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant). Il n'y a pas de
méthode standardisée pour exprimer les résultats de I’activité antibactérienne (Klané¢nik et al.,
2010 ; Balouiri et al., 2016). Les méthodes utilisées donnent parfois des résultats différents

selon le manipulateur et les conditions opératoires expérimentales (Surk, 2003).
111.6.1. Détermination de la CMI et de la CMB

La CMI « Concentration Minimale Inhibitrice » peut étre déterminée par contact direct
en milieu gélosé ou en milieu liquide. Elle correspond a la concentration nécessaire pour inhiber
totalement la croissance d’un nombre déterminé de germes apres un temps d’incubation donné
(Hulin et al., 1998). La CMI n’est fréquemment pas totalement bactéricide et une partie de
I’inoculum est capable de se développer apres disparition du composé inhibiteur. Ceci pousse
a définir un autre parametre : la CMB « Concentration Minimale Bactéricide », parfois appelée
aussi « CML : Concentration Minimale Létale ». Elle correspond a la concentration en agent
inhibiteur nécessaire pour que I’activité bactéricide soit totale sur un inoculum donné apres un

temps bien déterminé (Davidson et Parish, 1989).
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111.6.2. Technique par contact direct

Elles consistent a mettre en contact I'HE et les microorganismes, puis a observer la

croissance de ces derniers. Le contact peut avoir lieu en milieu gélosé ou en milieu liquide.
I11.6.2.1. Technique d’aromatogramme ou méthode de diffusion

L’aromatogramme est appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu
gélosé ou encore méthode des disques. Il consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des
différents produits a tester. Les disques sont déposés a la surface d’une gélose uniformément
ensemencee avec une suspension de la bactérie a étudier. Chaque antibiotique diffuse a partir
du disque au sein de la gélose et y détermine un gradient de concentration (Zaika, 1988 ;
Dorman et Deans, 2000 ; Lis-Balchin et Hart, 2000).

111.6.2.2. Méthodes de dilution

Ces méthodes sont réalisées en milieu liquide ou solide. Elles consistent a mettre un
inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations croissantes d'antibiotiques selon
une progression geométrique de raison 2. En milieu liquide, lI'inoculum bactérien est distribué
dans une série de tubes (méthode de macrodilution) ou de cupules (méthode de microdilution)

contenant l'antibiotique.
111.6.2.3. Méthode des puits

La méthode consiste a découper un trou circulaire vertical dans la gélose et a y verser
une solution d’HE de concentration connue. Diffusant radialement, cette derniére créait une
zone d’inhibition circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la

suspension bactérienne (Dorman et Deans, 2000).
111.6.3. Technique de micro-atmosphere

Cette méthode a été décrite par Singh et al., (2006). Son protocole (Figure 13) est
techniquement proche de celui des aromatogrammes. La différence réside principalement dans
la position du disque imprégné. Ici, le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la
boite de Pétri, puis renversée pendant la durée de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en
contact avec le milieu gélosé. La lecture du test porte donc sur la croissance ou non de
I’inoculum (Hulin et al., 1998).
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Figure 13 : Technique de micro-atmosphere.

II1.7. Limite des méthodes d’évaluation

Ces techniques posent un probléme de diffusion et d'homogénéité de dispersion avec les
HE, en raison de leurs tres faibles solubilités dans les milieux de culture aqueux (Deans et
Ritchie, 1987 ; Giamperi et al., 2002). Toutefois, il est nécessaire de déterminer le meilleur
solvant, et il est difficile de choisir les bonnes concentrations pour obtenir des CMI et des CMB

reproductibles et répétables.
1I1.8. Facteurs déterminants I’efficacité de I’activité antimicrobienne

Plusieurs facteurs influencent la détermination de 1’activité antimicrobienne des HE ou
de leurs composants actifs, tels que le type et la structure moléculaire des composants actifs de
I’HE ; la méthode d’évaluation antimicrobienne ; la dose ajoutée ainsi que le type de
microorganisme ciblé et son éventuelle adaptation (Hermal, 1993). La susceptibilité des

bactéries est indépendante du Gram (Dorman et Deans, 2000) ou dépend des HE utilisées

(Deans et Ritchie, 1987). Malgré le large spectre d’activité des HE, les souches Gram™ ont été

signalées comme étant les souches les plus résistantes en comparaison avec les souches Gram™

(Cosentino et al., 1999 ; De Billerbeck, 2007).

Hulin et al., (1998) explique d’autre part que les facteurs influengant les propriétés
antimicrobiennes des HE sont :
+ la température : Moleyar et Narasimham (1992) et Bowles et al., (1995) ont montré

respectivement que la température affecte les propriétés d’inhibition de I’aldéhyde
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cinnamique lorsqu’elle augmente, et améliore les propriétés antibactériennes des
carbonyles aromatiques et aliphatiques lorsqu’elle baisse ;

+ le pH : Sur 11 composés actifs étudiés dont : I’eugénol, le maltol et le menthol, Jay et
Rivers (1984) ont constaté une augmentation de I’activité de tous les composés a pH 6 par

rapport a un pH de 8.

111.9. Effets antimicrobiens des associations d’huiles essentielles

Les effets antimicrobiens des associations d’huiles essentielles sont définis selon quatre

interactions possibles :

4+ Dindifférence : I’activité d’une HE n’est pas affectée par autre ;

4+ [Daddition : I’effet de ’association est égal a la somme des effets de chaque HE étudiée
isolément et pour une méme concentration ;

4+ la synergie : I’effet est significativement supérieur a la somme de chaque HE étudiée
isolément, a la méme concentration ;

4+ [|’antagonisme : ’association diminue I’activité de 1'une ou de I’autre, elle est inférieure

a la somme des effets de chaque HE éetudiée séparément.
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I. Monographie de Juniperus
I.1. Généralités sur le genre Juniperus
1.1.1. Historique

Juniperus est un terme latin qui est étymologiquement peu clair. Une premiére
hypotheése stipulerait qu’il ferait référence au mot celte Gen « buisson », et Prus « acre ». Une
seconde révelerait que ce nom se composerait des mots latins Junior « plus jeune » et Parere «
apparaitre ». Selon la tradition chrétienne, le genévrier est considéré comme étant une plante
protectrice. Depuis I’ Antiquité, les Grecs et les Arabes avaient coutume d’utiliser le genévrier
comme PM. C’est au XIXe siécle que ses vertus antirhumatismales, digestives et diurétiques
ont été rapportées par Frangois-Joseph Cazin. Les romains utilisaient I'huile de cade, obtenue
en chauffant le bois du Juniperus oxycedrus. Cette huile servait aussi a I'embaumement des
morts. Dans I'Antiquité et au Moyen Age, le genévrier était utilisé comme panacée, ses
fumigations étaient réputées désinfectantes et combattaient les épidémies de peste et de choléra.
Le « vin de geniévre » avait des vertus diurétiques. Une légende prétend que celui qui croguera

chaque jour une baie de genévrier sera épargné par la maladie.
1.1.2. Origine

Originaires d’Amérique, d’Asie et d’Afrique, les genévriers occupent une place
importante dans le paysage nord-africain. Ce sont des espéces pionnieres peu exigeantes. Elles
sont de plus présentes en bord de mer jusqu’aux sommets des Atlas. Les genévriers sont les
seules essences résineuses pouvant constituer en montagne de veéritables peuplements forestiers
(Boudy, 1950).

1.2. Caractéristiques du genre Juniperus

Le genre botanique des genévriers appelé aussi poivre du pauvre comporte des variétés
dites rigides caractérisées par des aiguilles piquantes et des variétés dites souples présentant un
feuillage en écailles. Il est représenté par des arbres et des arbustes résineux, aromatiques a
feuilles opposées ou verticillées. Il est caractérisé par des cones trés particuliers appelés «
galbules ». lls comportent des écailles plus ou moins completement soudées entre elles. Les
fleurs se présentent sous la forme de trés petits chatons. Les cones femelles formés d’un petit

nombre d’écailles charnues plus au moins concrescentes a maturité. Ils produisent des baies
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vertes qui virent au bleu, au brun ou au noir a maturité. Les genévriers sont des especes
eurasiatique et montagnardes (J. communis et J. sabina). Quezel et Santa (1963) indiquent que
les genévriers en région méditerranéenne peuvent se répartir du point de vue écologique en
plusieurs ensembles : les genévriers thermo méditerranéen (J. phoenicea, J. turbinata, J.
microcarpa, J. navicularis) ; les genévriers liés a des structures forestieres (J. oxycedrus, J.

communis) ; et les genévriers préférentiels des milieux steppiques (J. turbinata, J. thurifera).
1.3. Classification botanique

Le genre Juniperus comprend environ 60 especes. En Berbérie, le genre Juniperus est
représente par trois especes : le J. phoenicia (genévrier de Phénicie ou genévrier rouge) ; le J.
thurifera (genévrier de thuriféere) ; le J. oxycedrus (oxycédre ou cade) ; et enfin, bien que rare

et spontang, le J. communis.
Ci-dessous la classification botanique du genre Juniperus :

Reégne : Plantae.
Embranchement : Spermatophytes.
Sous embranchement : Gymnospermes.
Classe : Pinopsida.
Ordre : Pinales.
Famille : Cupressaceae.
Genre : Juniperus.
I.4. Répartition géographique
Le genévrier est une espéce méditerranéenne que 1’on trouve en France, en Cyrénaique
et en Afrique du Nord. Il couvre en Algérie environ 290 000 hectares. Il recule de plus en plus

dans I’ Atlas Saharien et sur le versant du sud du Grand-Atlas sous I’action du climat désertique,

mais surtout sous celle de I’homme et des troupeaux (Boudy, 1952).
1.5. Composition chimique des huiles essentielles du genévrier

Des recherches ont montré que les composants majoritaires de ces HE sont : I’a-Pinéne,
le 6-3-caréne, le sabinene, I’a-phellandréne, le limonéne, le linalol, le piperitine et le linalyl
acetate (Asili et al., 2008 ; Adams et al., 2003 ; Barrero et al., 2006 et Dob et al., 2008). Des
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hydroxycoumrines (ombelliferone), des flavonoides (rutine, quercitrin, isoquercitrin) et des
proanthocyanidines (catéchine, épicatéchine, gallocatéchin) ont de plus été retrouvés dans les
extraits de feuilles de genévrier.

I.6. Propriétés pharmacologiques du genre Juniperus

Les genévriers se prétent a des usages médicinaux, alimentaires et cosmétiques.
L’ensemble de ses especes posséde les mémes propriétés pharmacologiques (Lafon, 1987 ;
Trease et Evans, 1989). Le décocté préparé a partir des baies est utilisé pour traiter les abces
et les ulcérations de la peau et le diabéete (Boukef, 1986).

1.7. Juniperus phoenicea L.

Juniperus phoenicea L. a été décrit par Linné en 1753. Ses noms vernaculaires sont :
Genévrier de Phénicie, genévrier rouge, genévrier de Lycie, Lycien ou Fausse Sabine, le
mourven des Provencaux. Alors que ses noms libyques sont : Ara'ar au Maroc et en Algérie,

Aifs, zimba (en langue chaouia).
1.7.1. Distribution géographique

Il est souvent confondu et en compétition avec le Thuya de Berbeérie. (Quezel et Gast,
1998, 2011). C’est est une espece circum-méditerranéenne. 1l constitue, au c6té du cédre, la
principale couverture végétale dans les montagnes des Aures (Algérie), notamment dans le sud
de ce massif (régions de Maafa, Beni Fodhala...). Il est le symbole végétal d’El Hierro. Il est
fortement résistant a 1’érosion éolienne et a la pression anthropique (Aafi et al., 2000 ; Benabid,
2000 ; Aafi, 2003).

1.7.2. Habitat

Rochers et coteaux arides, garrigue, maquis ou forét microphylles persistants sur un sol
sec et pierreux, dunes de sable. Indifférent vis-a-vis du milieu édaphique, il colonise les sols

d’un substrat siliceux ou calcaire allant jusqu’a 2 400 m d'altitude. C’est une espéce héliophile.
1.7.3. Morphologie

C’est un arbrisseau ou un arbuste buissonnant. Il peut atteindre 8 meétres de haut, I’écorce

est d’un brun rougeatre ou grisatre, assez épaisse. Souvent rampant, il ressemble au cyprés avec
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ses rameaux un peu aplatis recouverts d'écailles. Sa floraison a lieu de Février a Mars/Auvril.
Ses cbnes sont bacciformes arrondis a ovoides de 8 a 14 mm de diametre, noiratres au début
puis vert jaunatre et enfin brun rouge foncé légerement pruines a maturité et contenant de 3a 9
graines. Il peut se multiplier en tube ou en godet (Boudy, 1950). On le distingue par la couleur
rouge de ses fruits, par son port ramifié et moins puissant et par I’aspect touffu de ses rameaux

cylindriques (Auclair, 1993).
1.7.4. Utilisation

Juniperus phoenicea L. est considéré comme une importante PM (Dawidar et al., 1991
; Adams et al., 1996). Elle est utilisée a I'état vapeur pour la bronchite et le contrdle de l'arthrite.
Ses feuilles sont utilisees pour traiter les diarrhées, les rhumatismes et le diabéte (Bellakhder,
1997 ; Allali et al., 2008). Le mélange de feuilles et de baies est utilise comme agent
hypoglycémiant (Amer et al., 1994). Ses fruits séchés et réduits en poudre peuvent guerir les
ulcérations de la peau et les abces (Akrout, 1999). En Algérie, il est surtout reconnu pour son
activité anti-diarrhéique (Dob et al., 2008 ; Mazari et al., 2010). Les composes chimiques des
rameaux, des feuilles et des fruits sont incorporés dans des préparations pharmaceutiques
d’usage antiseptique (Watt et al., 1962 ; Stassi et al., 1996 ; Medini et al., 2006). Les cbnes,
les rameaux, mais surtout les jeunes pousses préparées en infusion ont des effets diurétiques,
stomachiques et digestifs (Bellakhder, 1997 ; Barrero et al., 2004). Les feuilles sont utilisées
contre le diabete, la diarrhée et le rhumatisme, alors que les fruits peuvent guerir les ulcérations
de la peau et les abcés (Le Floch, 1983 ; Qnais et al., 2005).

1.7.5. Toxicité

L’HE de J. phoenicea contient du sabinol, du pinene, du citronellol, du thuyone et autres
substances. Il était utilisé d'une maniére criminelle pour provoquer des avortements. A fortes

doses, la mort survient dans la plupart des cas.

II. Monographie de Thymus
I1.1. Historique

Déja dans I’ Antiquité Galien citait « le thym est notoirement incisif et chaud. Il est
propre a faire uriner et a provoquer le flux menstruel, a faire avorter et sortir ’enfant, et a

nettoyer les parties nobles et intérieures. Il est propre a faire cracher et jeter toutes les
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superfluités de la poitrine et du poumon ». Aetius écrivait au Ve siecle que les patients utilisant
du thym « évacueront la colere et les autres humeurs, et méme la matiére pourrie, piquante et
mordante qui cause la douleur ». Les égyptiens utilisaient le thym pour embaumer leurs morts.
Chez les romains, il entrait dans la composition des cosmétiques. Son usage se répand dans la
pharmacopée au Xle siecle. Hildegarde et Albert le Grand le mentionnent contre la lépre, la
paralysie et les maladies nerveuses. Au Moyen-age, il était briilé pour masquer les odeurs ou
pour ralentir la putréfaction. En 1887, Chamberland démontra son action bactéricide vis-a-vis
du bacille du charbon. Cadéac et Meunier I’étudicrent en 1889 sur les bacilles typhiques. En

1894, Miquel avait montré le pouvoir bactéricide des vapeurs de thym (Valnet, 1979).
11.2. Etymologie

L’origine du nom thym proviendrait aussi bien du latin thymus signifiant « parfumer »
que du grec thumus « courage », ou thumos « grosseur », ou encore, du thyein « fumée ». Le
nom thym proviendrait aussi du mot grec thymos qui veut dire odeur, et a ce titre le thym est

trés largement utilisé en qualité de PM (Richard et al., 1985).
11.3. Classification

Le thym appartient a la famille des Lamiaceae (Labiatae) (Bouhdid et al., 2006). Elle
regroupe entre 200 et 250 genres et entre 3 200 et 6 500 especes reconnues pour leur fort pouvoir
antioxydant (Anon, 2003 ; Dorman et al., 2004 ; Venkateshappa et Sreenath, 2013). Le
genre Thymus comporte plus de 200 espéces (Morales, 1997). Selon la classification d’Engler
(1829-1926), le thym appartient au :

Regne : Plantea.

Embranchement : Spermaphyte.
Sous embranchement : Angiosperme.
Classe : Magnoliopsida.

Sous classe : Métaclamydées.

Ordre : Tubiflorale.

Famille : Lamiacées.

Sous famille : Stachyoidea.

Genre : Thymus.
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I1.4. Variabilité et origine

En raison de I’extréme variabilité des espéces et des hybridations interspécifiques, la
détermination des espéces reste toujours tres délicate (Quezel et Santa, 1963). Environ 110
espéces différentes du genre Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen (Jalas, 1971).

La région méditerranéenne occidentale semble ainsi €tre son centre d’origine.
11.5. Description morphologique

Le thym est un petit sous arbrisseau érigé ou prostré et odorant, il forme des touffes
compactes tres ramifiees (10 a 30 cm). Il pousse de facon spontanée sur les coteaux secs et
rocailleux et dans les garrigues. Ses tiges sont ramifiées tortueuses et ligneuses peu touffues et
ou les rameaux dressés sont grisatres et compactes. Ses feuilles sont sessiles, petites et étroites
de forme lancéolee, de couleur verte blanchétre et cotonneuse blanchatre par-dessous. Les fleurs
rosées, blanches ou petites, en épis a 1’aisselle des feuilles supérieures. Les fruits sont des

tétrakénes bruns et glabres.
11.6. Propriétés du thym

En usage externe le thym est un : stimulant général du physique, du psychique, et de la
circulation capillaire ; apéritif ; hyper tenseur ; antispasmodique ; antiseptique ; génito-urinaire ;
diurétique, sudorifigue, emménagogue, carminatif, vermifuge. Il est par ailleurs : bactéricide ;

antivenimeux ; antiputride, cicatrisant, révulsif, et parasiticide en usage interne (Valnet, 1979).
I1.7. L’huile essentielle de thym

Les essences produites par les différentes especes de thym ont des différences sensibles
dans leur composition chimique (Valnet, 1979). L’essence de thym est beaucoup plus
antiseptique que le phénol et 1’ecau oxygénée. L’action bactéricide et cicatrisante est beaucoup
plus prononcée pour les essences peroxydées et détérpénées que pour 1’essence brute (Valnet,
1979. Elle a un go(t fort, piquant, épicé, herbeux, plutot plaisant avec une odeur caractéristique
(Valnet, 1979).

11.7.1 Composition chimique

La tige du thym contient en plus de I’'HE des flavonoides (thymonine, cirsilinéol et 8-

méthoxy-cirsilinéol) et des acides-phénols (notamment caféiques et rosmariniques), des tanins
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et une résine (Haraguchi et al., 1996). La composition chimique de ’'HE de thym dépend d’un
nombre de facteurs principalement d’origine génétique et édaphoclimatique, elle dépend aussi

de la saison de cueillette (Hazzit et al., 2009).
I1.7.2. Quelques résultats d’application de I’huile essentielle de thym

+ Activité antibactérienne : I’activité de 14 HE a été évaluée, I’Haemophilus influenzae était
la plus sensible aux HE, suivie par Streptococcus pneumoniae et par Streptococcus
pyogenes. Le S. aureus y était moins sensible. Les HE contenant des aldéhydes ou des
phénols montraient I’activité antibactérienne la plus forte suivies par celle contenant des
alcools terpéniques. Les HE de thym, d’écorce de cannelle, de lemon-grass, de périlla et de
menthe poivrée ont été sélectionnées pour tester leurs effets infectieux sur le systéme
respiratoire (Zhiri, 2006).

+ Activité antifongique : selon Ruberto et al., (1993), 'HE de thym manifeste une activité
antifongique vis-a-vis d’Aspergillus et de Fusarium sp. contrairement a celle observee avec
I’HE de la sauge et du laurier.

+ Activité antioxydante : d’aprés Draglant et al., (2003), le thym, I’origan, la sauge et le clou
de girofle ont une forte activité antioxydante. Elle est due essentiellement a la présence de

composeés phénoliques (Ramarathnam et al., 1995).
11.7.3. Localisation des principales espéces de thym en Algérie

D’apres Djerrari et Crouzet (1985), plus de 27 especes du genre Thymus pousse entre
I’Algérie et le Maroc. 11 especes sont localisées en Algérie et 9 d’entre elles sont endémiques
(Kabouche et al., 2005). Ces espéces sont réparties du Nord Algérois a I’ Atlas saharien, et du

constantinois a 1’oranais.

I11. Monographie d’Origanum

I11.1. Historique

Le nom origan est dérivé du grec « oros » et « genos » et signifierait « éclat ou parure
des montagnes ». Connu depuis des millénaires, il était I’objet de certaines superstitions, on lui
prétait le pouvoir de préserver I’homme et I’animal des maladies et de rendre amoureux les

ceeurs les plus réticents (Richard, 1992).
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I11.2. Classification botanique

Les origans appartiennent & la grande famille des Lamiaceae (Labiatae). Dans sa
révision du genre, letswaart (1980) classe le genre Origanum en 3 groupes, 10 sections, 38
especes, 6 sous espéces et 17 hybrides naturels. Depuis cette classification 5 autres especes et
1 hybride ont pu étre identifiés. Les especes sont caractérisées par une grande variabilité
morphologique et biochimique (Alfaiz, 2006).

La classification botanique de I’origan est représentée ci-dessous (letswaart, 1980).

Reégne : Plantae (vegétal).

Division : Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida.

Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiaceae (alt. Labiatae).

Sous famille : Nepetoideae.
Genre : Origanum.

111.3. Description botanique

L’origan est un mini arbuste pérenne, a port dressé ou étalé. Les feuilles ont une forme
et une taille différentes contenant des poils glandulaires ou non a leur surface. Les fleurs sont
bisexuées (Alfaiz, 2006), le calice de 1’origan est tubuleux a cinq dents courtes, bilabiées ou
non. La corolle quant a elle est blanche, rosée ou bien violette (Quezel et Santa, 1963). Les

inflorescences sont et réunis en inflorescences composées (Richard, 1992).
I11.4. Répartition géographique

L’origan pousse surtout dans les pays méditerranéens, avec une concentration plus
marquée dans les régions de 1’Est (Gréce, Turquie et Moyen Orient) (Alfaiz, 2006). 1l pousse
également dans de nombreux pays d’Europe et d’Asie (Ruberto et al., 2002). C’est est une
plante répandue en Algérie, elle est représentée par deux especes Origanum glandulosum et

Origanum floribundum.
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Tableau 3 : Répartition géographique des espéces d’origan en Algérie (Quezel et Santa, 1963).

Espéces Localisations et caracteristiques

Commun dans tout le Tell. Espéce endémique Algéro-

Origanum glandulosum Desf. . : i
tunisienne poussant dans les garrigues et broussailles.

Pousse en paturage, surtout en montagne. Espece rare dans
Origanum floribundum Munby. | le sous-secteur du littoral et le secteur de Kabylie.
Endémique en Algérie.

I1L.5. Huile essentielle d’origan

Les deux principaux composés de I’HE d’origan sont le carvacrol et le thymol (Ultee et
al., 1999). Plusieurs études ont mis en évidence de nombreuses activités biologiques et
pharmacologiques (antifongique, antibactérienne, antioxydante, analgésique, anti-
inflammatoire, antispasmodique, antimutagenique et anticancéreuse). Par ailleurs on a rapporté

d’autres activités biocides en tant qu’insecticide, nématicide et anti mollusque (Alfaiz, 2006).

IV. Monographie d’Ammoides
IV.1. Description

La famille des ombelliferes, au quelle appartient le genre Ammoides, se caractérise par
une organisation florale tres homogéne ce qui rend l'identification délicate. Elle doit son nom a
son inflorescence ordinairement en ombelle et ombellules. La morphologie du fruit apporte une
aide a l'identification. Cette famille est présente dans le monde entier, principalement dans les
régions tempérées de I'némisphére nord et compte environ 438 genres et 3 955 espéces
(Rubinstein, 2009). Le genre Ammoides compte les espéces suivantes : Ammoides atlantica
(Coss. & Durieu) H. Wolff. ; Ammoides pusilla (Brot.) Breistr. ; Ammoides pusilla
var. trachysperma (Boiss.) Molero Mesa & Pérez Raya. ; Ammoides verticillata (Desf.) Brig. ;
Ammoides verticillata var. pusilla (Pamp.) Thell. ; et Ammoides verticillata var. trachysperma
(Boiss.) Maire.

IV.2. Classification botanique

Le genre Ammoides (ou Ptychotis) est classé selon la clé de détermination botanique de
Quezel et Santa (1963) et de Guinochet et Vilmorin (1975) comme suit :
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Embranchement : Phanérogames.
Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

Sous classe : Dialypétales.

Série : Calciflores.

Ordre : Ombellales.

Famille : Ombelliféres.

Genre : Ammoides ou Ptychotis.

IV.3. Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf.
IV.3.1. Morphologie

Selon Quezel et Santa (1962), Ammoides atlantica est une plante bisannuelle ou vivace
a souche épaisse pourvue d'une rosette de feuilles basilaires. Ses tiges sont peu ramifiees. Ses
feuilles inférieures sont pétiolées, elles comportent de nombreux segments multifides
verticillés. Ses feuilles supérieures sont quant a elle pennatifides a segments linéaires. A.
atlantica se présente sous la forme d’ombelles comportant 3 a 6 rayons. Ses fruits ont une taille

de2a25mm.
1V.3.2. Habitat

Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf. est retrouvée au-dessus de 1 000 m sur les

pelouses et les montagnes.
IV.3.3. Localisation géographique

Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf. est une espéce endémique en Algérie et assez
commune en méditerranée. Elle est retrouvée dans le sous-secteur de I'Atlas Tellien, en grande
et petite Kabylie, en Numidie, dans le secteur du Tell constantinois, dans le sous-secteur de
I'Atlas Saharien algérois et dans le sous-secteur de I'Atlas Saharien constantinois (y compris

dans les Aures).
IV.3.4. Composition chimique de I’huile essentielle

Les résultats du screening phytochimique d’Ammoides verticillata (Desf.) Brig.

confirment la richesse de cette plante en composés phénoliques (polyphénols, tanins

53



Chapitre III — Monographie des plantes et des espéces étudiées

catechiques, flavonoides, flavones, leucoanthocyanes, coumarines, anthocyanes et quinones
libres), en composés terpeniques : (saponosides, steroides, stérols, triterpénes), en composés
azotés (alcaloides) et en carotenoides (Daira et al.,, 2016).

IV.4. Utilisation thérapeutiques

En médecine traditionnelle algérienne, le genre Ammoides est largement utilisé pour
prévenir et guérir diverses maladies. Elle est utilisée pour soigner les problemes respiratoires,
en cas de rhume, de fiévre, de migraine, de trouble gastriques et d’infections rénales. Les graines
de la plante montrent plusieurs effets thérapeutiques a savoir : diurétique, analgésique,
carminatif, anti-diarrhrétique, antihistaminique, vermifuge, anti-asthmatique et autres (Felid]
et al., 2010). Par ailleurs, Ammoides pusella et Ammoides atlantica sont utilisées comme
antibactérien et pour traiter le vitiligo. Les Ammoides sont aussi utilisées comme condiments
(Bellakhdar, 1997). L'extrait aqueux d'A. pusilla est utilisé dans I'est du Maroc pour traiter le
diabete (Bnouham et al., 2007). L’HE d’Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf. de la région
de Jijel est utilisée localement pour traiter la fievre des enfants. Des études ont également mise
en évidence les activités antimicrobiennes et antibactériennes des HE d’A. pusella et d’A.
atlantica (Coss. et Dur.) Wolf. de la région de Sétif (Laouer et al., 2003 ; Laouer et al., 2008).
Certains alcaloides présents dans I’HE d’A. verticillata (Desf.) Brig. sont connus pour leur
efficacité antimicrobienne (Omulokoli et al., 1997) et pour traiter certains cancers. A. pussila
est connue principalement pour son action « veinoactif » (Wichtl et Anton, 2003). Les résultats
de Benarba et al., (2015) montrent que les flavonoides présents chez Ammoides possédent des
effets thérapeutiques contre plusieurs maladies (grippe, fiévre, asthme, hypertension,

intoxications).

V. Monographie de Callosobruchus

V.1. Généralités sur les insectes phytophages

La plupart des insectes ravageurs des denrées stockées appartiennent a I’ordre des
coléopteres (Booth et al., 1990). D’immenses quantités de légumineuse séches sont perdues
chaque année en raison de ces insectes phytophages (FAO, 2006). Selon Delobel et Tran
(1993), les coléopteres constituent 1’ordre d’insectes le plus riche en espéces environ 350 000,
ils sont responsables de I’essentiel des pertes dans les silos. Les bruches (Coleoptera :

Bruchidae) sont les plus importants insectes ravageurs des grains entreposées dans les régions
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tropicales. On distingue parmi ces bruches : Callosobruchus maculutus ou bruche du niébé et
du pois chiche ; Acanthoscelides obtectus ou bruche du haricot ; Caryedon serratus ou bruche
des arachides. Callosobruchus maculutus est un insecte ravageur primaire au méme titre que
Sitophilus sp. et Rhyzopertha sp. qui attaquent les graines saines. Ces derniers facilitent par
ailleurs I’attaque des ravageurs secondaires tels qu’Oryzaephilus sp., Cryptolestes sp. et
Tribolium sp., qui s’installent sur les graines déja entamées (Farrelle, 1998 ; De Groot, 2004).
Chaque espece de Bruchidae n’était capable de se développer que dans un petit nombre de
Iégumineuses (Center et Johson, 1974 ; Jansen, 1977).

V.2. Caracteres généraux de la famille des Bruchidae
La famille des Bruchidae comprend deux groupes :

+ Le premier renferme les bruches se développant dans les champs, dans les graines
encore vertes et qui ont une seule génération annuelle (univoltines), comme Bruchus pisorum
(bruche du pois), B. rufimanus (bruche de la féve) ou B. lentis (bruche des lentilles) ;

+ Le deuxiéme renferme les bruches qui se multiplient a I’intérieur des entrepots et dans
les graines seches. C’est le cas de C. maculatus (la bruche du niébé¢), de C. chinensis (bruche
chinoise), de Acanthoscelides obtectus (bruche du haricot), de Caryedon serratus (bruche de
I’arachide) et de B. atrolineatus (bruche africaine du niébé) (Delobel et Tran, 1993).

Seules les sous familles des Bruchinae, des Amblycerinae et des Pachymerinae

comprennent les especes nuisibles aux plantes cultivees (Hoffman et al., 1962).
V.3. Présentation de Callosobruchus maculatus F.

Ce redoutable déprédateur se développe préférentiellement sur la graine du niébé. Il est
par ailleurs capable de se reproduire sur les graines de pois chiche stockées. Il peut produire 16
générations en un an lorsque les conditions sont trés favorables (Ketoh et al., 2006). Il est

caractérisé par un polyvoltisme (Nyamador et al., 2010).
V.3.1. Position systématique

Fabricius a décrit pour la premiére fois Callosobruchus maculatus en 1775 sous le nom
de Bruchus maculatus. Cette espéce fut également aussi répertoriée sous plusieurs noms :

Bruchus quadrimaculatus, Laria quadrimaculatus (Bedel, 1901) et Pachymerus
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quadimaculatus. Selon Fabricius (1775) et Balachowsky (1962), la taxonomie de
Callosobruchus maculatus est comme suit :

Embranchement Arthropodes

Sous embranchement Pterygotes

Classe Insectes

Section Néoptéres

Sous-section Néoptéres endoptérygogenes
Ordre Coléopteres

Sous ordre Phytophaga

Super famille Phytophagoidae

Famille Bruchidae

Sous famille Bruchinae

Genre Callosobruchus

Espeéce Callosobruchus maculatus

V.3.2. Position phylogénétique

Avec pres de 1 300 especes (Borowiec, 1987), les bruches constituent un groupe assez
peu diversifié au regard des 135 000 espéces connues de coléopteres phytophages (Lawrence,
1982). Depuis le milieu du 19¢me siécle, ce groupe d’insecte était considéré comme constituant
une famille a part entiére (Coleoptera : Bruchidae). Toutefois, un tournant important eu lieu
vers la fin des années 1990 (Kingsolver, 1995 ; Verma et Saxena, 1996 ; Duckett, 1997 ;
Lingafelter et Pakaluk, 1997 ; Schmitt, 1998), en particulier en raison de ’apparentement
supposé des Sagrinae (Chrysomelidae) avec les Bruchidae (Borowiec, 1987 ; Reid, 1995 ;
Silvain et Delobel, 1998). Par la suite, un nombre croissant d’études moléculaires vinrent
soutenir cette hypothése et mirent en évidence une position phylogénétique relativement
dérivée des bruches au sein des représentants de la famille des Chrysomelidae (Duckett et al.,
2003 ; Farrell et Sequeira, 2004 ; Gomez-Zurita et al., 2007). En conséquence, la plupart des
études portant sur le groupe traitent dorénavant les bruches comme une sous-famille de

Chrysomelidae (Coleoptera : Chrysomelidae : Bruchinae) (Lecointre et Le Guyader, 2001).
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V.3.3. Dénomination

Callosobruchus maculatus est communément appelé la bruche du pois chiche et ou la
bruche du niébé. Habituellement appelée bruche a 4 taches ou bruche maculée, elle est aussi
dénommée Bruchus quadrimaculatus, Bruchidius maculatus, B. ornatus, B. ambigus, B.
simatus. Les anglo-saxons I'appellent : Cowpea Weevil ; Cowpea Seed Weevil ; Spotted
Cowpea Bruchid ; Chinese Bruchid ; Adzuki Bean Beetle.

V.3.4. Origine

La sous-famille des Bruchinae n'est connue que sur les Iégumineuses. Son origine n'est

pas bien connue, mais Decelle (1981) pense que cette espece serait originaire d'Afrique.
V.3.5. Répartition géographique

En Afrique tropicale, 16 especes de bruches sont rencontrées sur les graines de
légumineuses (Decelle, 1987). Ces especes sont représentees par 7 genres (Callosobruchus,
Bruchidius, Acanthoscelides, Carjedon, Zabrotes, Pachymerus et Spermophagus) répartis dans
3 sous familles (Taylor, 1981). Callosobruchus maculatus est originaire d’Asie et d’Afrique
(Southgate, 1978). Cette espéce a tendance a préférer le climat tropicale et subtropicale
(Lepesme, 1944 ; Fleurat Leussard, 1980). Le commerce des graines de légumineuses a fait
voyager C. maculatus dans de nombreuses régions subsahariennes de 1’Afrique de 1’ouest
(Ridet, 1992 ; Fleurat Leussard, 1980 ; Caswell, 1981). Les deux especes de coléoptéres les
plus répandues sont C. maculatus et C. chinensis, réparties dans les régions tropicales et

subtropicales. C. maculatus est originaire d'Afrique ou il reste dominant.
V.3.6. Biologie

Callosobruchus maculatus est une espéce cosmopolite et bien adaptée aux conditions
de ’environnement et a celles des structures de stockage. Hors mis le niébé, principale plante
hote (Weidner et Rack, 1984 ; Decelle, 1987), elle peut également se développer aux dépens
de plusieurs especes de légumineuses (Ouedraogo et Huignard, 1981). Aprés la récolte, le
développement des larves se poursuit dans les graines au cours du stockage. La durée du cycle
de ’ceuf a I’adulte est variable en fonction des conditions climatiques et serait comprise entre
30 et 35 jours (Singh et Allen, 1979) et méme au-dessous de 20 jours en conditions de haute

température et de faible humidité relative (Ouedraogo et al., 1996 ; Sanon et Ouedraogo,
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1998). A la fin de la saison seche, lorsque les graines sont fortement dégradées et que la saison
des pluies débute, les individus de la forme voiliere émergent dans les stocks (Ouedraogo,
1991). La forme non voiliere de C. maculatus F. est particulierement reproductrice et adaptée
a la vie des stocks. Plusieurs générations d’adultes peuvent s’y succéder. Les individus de la
forme voiliére, en quiescence reproductrice et aptes au vol, auraient tendance a quitter les
systémes de stockage. Ils seraient a I’origine de I’infestation des cultures de niébé (Ouedraogo,

1991).
V.3.7. Cycle de développement

Dans des conditions de laboratoire (27 °C et 70 % d’humidité relative), Hoffmann
(1945) consideére que C. maculatus F. accomplit son ce cycle biologie en 28 jours. Kellouche
(2005) parle par ailleurs d’une moyenne de 28 + 3 jours dans les graines de pois chiche.
L’incubation des ceufs dure environ 1 semaine, le développement larvaire 15 jours et la

nymphose 6 jours.
V.3.8. Stade de développement

Selon Ouedraogo (1978), le cycle de développement de C. maculatus F. est similaire a
celui de la majorité des Bruchidae, il passe ainsi par 4 stades, énuméres et développés ci-

dessous.
V.3.8.1. L’ceuf

Dans les stocks, la femelle de C. maculatus dépose ses ceufs ovoides directement sur le
péricarpe des graines (Balachowsky, 1962 ; Delobel et Tran, 1993). Alors que dans les
champs, elle les déposés sur les gousses vertes ou mires de V. unguiculata (Alzouma, 1981).
On compte 75 a 100 ceufs par ponte. Les ceufs de couleur blanchatre sont ainsi fixés le long des
sutures des gousses ou a la surface des graines stockées (Biémont et al., 1982). Les études de
Kawechi (1995) démontrent que les femelles de C. maculatus peuvent anticiper la compétition
larvaire future en produisant de gros ceufs pour améliorer les chances de survie de sa
descendance. Lors de la ponte, une phéromone de marquage est déposée en méme temps que
I'ceuf (Delobel et Tran, 1993).
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V.3.8.2. Lalarve

L’éclosion de la larve a lieu 3 a 5 jours aprés le dépot de I’ceuf (Ouedraogo, 1978).
L’éclosion peut aussi survenir entre le 5éme et le 7¢éme jour. La larve (Figure 14) néonate, de
type chrysomélien perfore la paroi externe de ’enveloppe de la gousse ou du tégument de la
graine et rentre a I'intérieur (Lepesme, 1944). Le développement larvaire est fonction de la
température ambiante, il peut étre trés rapide autour de son optimum (15 a 20 jours). La larve
connait quatre stades de développement, a savoir : La larve de : stade 1 (larve néonate ou L1),
stade 2 (L2), stade 3 (L3) et stade 4 (L4).

Figure 14 : Larve de Callosobruchus maculatus F. (Gr. 40x0,8)

V.3.8.3. La nymphe

Lanymphe est d’abord blanchatre et non scléeifiée. Par la suite, les organes se sclérifient
pour aboutir a I’'imago. La durée de la nymphose peut aller de 7 a 28 jours. La durée moyenne
de développement est de 30 jours, elle varie en fonction des caractéristiques de la graine hote
et des conditions de température et d’humidité relative (Kossou et Aho, 1993). C. maculatus
se nymphose a I'intérieur d’une seule graine aprés avoir construit une fenétre au niveau du

tégument (Southgate, 1979).
V.3.8.4. L’adulte

L’adulte qui émerge est de petite taille, de forme courte, ramassée et globuleuse
mesurant 2,8 a 3,5 mm de longueur. La téte est noire, les antennes et le prontum sont de couleur
rouge clair ou brun (Figure 15). Le corps est généralement de coloration rougeatre, de forme

oblongue recouvert de soies (ou poiles) blanches a blanc-jaunatres (Ouedraogo, 1991). A
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I’émergence I’extrémité postérieure de ’abdomen dépasse légérement les élytres (Ouedraogo,
1978).

Figure 15 : Bruches adultes.

Les antennes sont noires avec les 4 premiers articles roux. Chez les males, elles sont
plus élargies a partir du 7eme article, mais certaines femelles ont les antennes entiérement
rouges (Balachowsky, 1962). L’espéce est ailée, bien qu’il existe des formes brachypteres ou
apteres (Mallamaire, 1962). Recouverts d’une pilosité fine, les élytres sont fortement sclérifiés

et ne sont utilisés que lors du vol (Chatened du Gaetan, 1990).
V.3.9. Dimorphisme sexuel

Une coloration différente des élytres et du pygidium permet de distinguer le male de la
femelle (Figure 16). En effet, le pygidium est élargi et de couleur sombre sur les deux faces
pour les femelles. 1l est par contre petit et mangue de rayures chez les males. Les femelles sont
de taille plus grande et de couleur plus foncée, contrairement aux males qui sont de couleur
brune claire (Beck et al., 2007 ; Mouhouche, 2012).

Figure 16 : Dimorphisme sexuel chez les adultes de
Callosobruchus maculatus.
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V.3.10. Polymorphisme imaginal

Le polymorphisme imaginal chez C. maculatus est induit pendant le développement
embryonnaire et/ou post embryonnaire. 11 dépend des conditions de température et de teneur en
eau des graines (Ouedraogo, 1991 ; Ouedraogo et al., 1991). Deux formes d’adultes ont ainsi
été décrites et caractérisées par Utida (1954 ; 1972) ; Caswell (1960) et Ouedraogo (1978 ;
1991), se sont les adultes de la forme non voiliere et les adultes de la forme bonne voliere
(Figure 17).

Figure 17 : Adultes de C. maculatus : forme voiliere
male et femelle (C) x 10 (Sanon, 2009).

Ces adultes différents par des caracteres morphologiques, physiologiques et
comportementaux. Les adultes voiliers sont en quiescence reproductrice a I’émergence des
graines. 1 % des femelles de forme voiliére sont reproductrices sexuellement actives ; 3 % sont
en quiescence reproductrice et 96 % sont en diapause reproductrice (Zannou, 2000). La
quiescence est une adaptation a des variations irréguliéres de I’environnement entrainant des
modifications physiologiques peu profondes (Tauber et al., 1981 ; 1984). Des travaux
antérieurs ont montré que les adultes voiliers présentaient une véritable diapause reproductrice
identique a celle observée chez B. atrolineatus (Glitho et al., 1996). Cette forme quitte les

stocks a I’approche et pendant la saison des pluies et est a I’origine de I’infestation des cultures
de niébé (Sano-Fujii, 1984 ; Huignard et al., 1985).

V.4. Dégats occasionnés

Plusieurs générations de C. maculatus peuvent se succéder. Des récoltes entieres
peuvent ainsi étre détruites apres trois a quatre mois de stockage (Caswell, 1961 ; Prevett, 1971
; Alzouma, 1981). Les stocks ravagés sont facilement reconnaissables a la présence de

I’enveloppe de I’ceuf, visibles par transparence lorsque les bruches ont atteint un stade larvaire
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avanceé. Les pertes occasionnées sont estimées a plusieurs milliers de dollars par an. Au moment
de I’entreposage des récoltes, le taux d’infestation par les bruches est faible, généralement
inférieur & 5 % (Ouedraogo, 1991 ; Sanon et al., 2005). En absence de protection efficace, et
apres 1 mois de conservation, ce taux atteint 30 %, puis 80 a 100 % en 5 mois de stockage (Seck
et al., 1991 ; Ouedraogo et al., 1996 ; Van Alebeek, 1996). Ces pertes peuvent atteindre 100
% en Afrique tropicale (ElI-Sawaf, 1956 ; Lienard et Seck, 1994 ; FAO, 2009). Les dégats
(Figure 18) causés par les bruches sont variés et incluent des pertes quantitatives et qualitatives.

Figure 18 : Dégats occasionnes par Callosobruchus maculatus F. sur des grains de pois
chiche commercial (Original) (Gr. 10 x 4).

V.4.1. Pertes qualitatives

Selon Habibi (1998), les larves de C. maculatus creusent des galeries dans les
cotylédons des graines. L’attaque des graines entrainement la détérioration de 1’aspect physique
des graines, mais aussi I’inhibition de I’activité trypsique et ’apparition de 1’acide phytique
(Xavier-Filho, 1993), et de I’acide urique (Ali et Muzquiz, 1998). Une modification de la
composition vitaminique des graines (Huis et Rooy, 1998), ainsi qu’une augmentation de la
teneur en cellulose sont également observées (Martin-Cabrejas et al., 1995). La qualité des
protéines des graines subit par ailleurs une diminution de la composition en méthionine et une
augmentation de I’acide urique et de I’azote non protéique (Keita et al., 2001°). Une étude
réalisée sur des lots d’arachides a montré que les gousses percées par des insectes avaient des
teneurs en aflatoxine les plus élevées (Bockelée-Morvan, Gillier, 1979). La perforation des
graines infestées favorise d’autre part le développement des germes pathogenes, le pouvoir

germinatif de ces graines en est fortement diminué (Gain, 1987).
V.4.2. Pertes quantitatives

Elles se traduisent essentiellement par une perte pondérale due a une consommation

directe des réserves contenues dans les graines attaquées (Gueguen et Cerletti, 1994). Chaque
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logette nymphale entrainera une perte de poids de la graine de pois chiche. Cette perte

s’explique par une fécondité élevée et par I’absence de diapause reproductrice (Utida, 1972).
V.5. Lutte contre C. maculatus F. par les plantes

Plusieurs chercheurs se sont intéressés aux propriétés insecticides des PAM (Ketoh et
al., 2002 ; Seri-Kouassi et al., 2004 ; Sanon et al., 2006 ; Ngamo et al., 2007). L’utilisation
des plantes pour la conservation des grains stockées est connue avant méme 1’apparition des
insecticides de synthese (Gueye et al., 2010). Les agriculteurs avaient pour coutume
d’introduire dans leurs greniers des PAM pour protéger les graines entreposées (Sanon et al.,
2002). Ces moyens de lutte anti-ravageur seraient alors d’un grand intérét pour les producteurs,
aussi bien sur le plan écologique, que sur le plan économique (Cardona et Kornegay, 1999 ;
Doumma et al., 2006 ; Shaheen et al., 2006 ; Somta et al., 2006). Les extraits naturels des
PAM sont utilisés sous plusieurs formes : extraits aqueux (Gwinner et al., 1996 ; Aouinty et
al., 2006) ; extraits organiques (Regnault-Roger et al., 1993) ; huiles vegétales (Kellouche,
2005) ; HE et poudres végetales.

V.5.1. Utilisation sous forme de poudre

Keita et al., (2000)? ont prouvé I’efficacité de la poudre d’O. gratissimum contre les
attaques du niébé par C. maculatus. D’aprés Pereira et Wohlegmuth (1982), les graines de
margousier ont un effet trés efficace sur les adultes de S. oryzae L., de S. zéamais L. et de C.
maculatus F. Tofel et al., (2015) indiquent que la poudre des graines de A. indica causerait une
mortalité de 34,28 % dans les 6 jours de lutte contre C. maculatus et plus de 90 % de mortalité

chez S. zéamais aprés 7 jours d’exposition.
V.5.2. Utilisation en fumigation

Raja et al., (2001) en testant par fumigation les HE de Mentha arvensis, de Mentha
piperita, de Mentha spicata et de Cymbopogon nardus ont montré des effets ovicide et

adulticide sur C. maculatus.
V.5.3. Utilisation sous forme d’extraits organiques

Selon Regnault-Roger et Hamraoui (1993), les extraits organiques les plus puissants

sont le menthol, I’eugénol et la pulégone. Talukder et al., (1998) montrent que les extraits des
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graines de T. péruviana, de C. caravida, et de R. communis sont toxiques vis-a-vis de certains

coléopteres.
V.5.4. Utilisation sous forme d’extraits aqueux

Les extraits aqueux du pyrethre (Tanacetum cinerariifolium) et de plusieurs espéces de
labiacées manifestent une efficacité élevée sur presque la totalité des ravageurs des denrées
stockées, et en particulier contre C. maculatus F. (Gwinner et al., 1996 ; Hamraoui et
Regnault-Roger, 1997).

V.5.5. Utilisation sous forme d’huiles essentielles

L’ensemble de ces hauteurs : Seck et al., (1993), Ramzan (1994), Gakuru et Fouabi
(1995), Don-Pedro (1996)®, Rajapakse et Van Amden (1996), Keita et al., (2001), Raja et
al., (2001), Ketoh et al., (2002) et Kellouche et al., (2004) confirme I’efficacité insecticide des
PAM.

VI. Monographie de la graine hote Cicer arietinum L.
VI1.1. Histoire et domestication

Le pois chiche cultivé appelé Cicer arietinum L. est la premiére léegumineuse a graine
domestiquée dans le monde (Hannan et al., 2001 ; Redden et Berger, 2007). 1l est connu sous
le nom d’« hallaru » (3 000 ans avant J.-C.). Ses premiéres traces d’utilisation comme aliment
remontent a environ 7 000 ans. Il est certainement originaire du Proche-Orient. On rapporte
souvent qu’il a conquis 1’Europe durant le Moyen Age aprés que les croisés I’eurent découvert
au Proche-Orient, ou il est alors appelé « pois cornu ». Mais sa culture et sa consommation sont
en réalité attestées bien avant, au moins dés le IXe siécle. Selon des études, la Turquie serait
probablement la zone pionniéere dans la domestication du pois chiche 5450 avant JC (Hannan
et al., 2001). Il se propagea plus tard vers I’Inde, le moyen orient et les pays du bassin
méditerranéen (Singh et al., 2013). Il occupe aujourd’hui le deuxiéme rang parmi les
Iégumineuses consommeées dans le monde apres la feve Phaseolus vulgaris L. (Gupta et al.,
2014).
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V1.2. Taxonomie

C’est I'unique espéce domestiquée du genre Cicer (Kerem et al., 2007), il est
aujourd’hui classé sous la tribu monogénérique des Cicereae (Singh et al., 2013). Le genre
Cicer comprend 43 espéces (Singh et Jauhar, 2005 ; Redden et Berger, 2007). Sa taxonomie
est indiquée ci-dessous suivant la classification phylogénétique APG Il (Bremer et al., 2009) :

Régne : Plantes.

Clade : Angiospermes.
Clade : Eudicotylédones.
Clade : Core-Eudicot.
Clade : Rosidés.

Clade : Eurosides I.
Ordre : Fabales.
Famille : Fabaceae.
Sous famille : Faboideae.
Tribu : CicereaeAlef.
Genre : Cicer.

Nom binominal : Cicer arietinum L., 1753.

V1.3. Etymologie

Le nom de Cicer arietinum L. vient du latin Cicero aries, cicero(Rafiul, 1991). Ce nom
se retrouve dans le frangais pois chiche, dans I’italien cece, dans I’allemand kichererbse, dans
I’anglais chickpea, dans le néerlandais kikkererwt ou méme dans le berbére ikiker. Selon les
régions, plusieurs noms communs sont utilisés pour désigner le pois chiche : Homos ou Hamaz,
Bengal gram, Chickpea, Egyptian pea, Nohud, Kabuli chana et Loblebi (Latif, 2002). En langue
arabe, le pois chiche est nommé « hullar ». D*un point de vue pratique, le pois chiche est classé

selon deux types Kabuli et Desi.

VII. Monographie des micro-organismes étudiés

Nous décrivons dans cette partie les souches sélectionnées pour étudier I’effet de la
supplémentation de I’'HE de J. phoenicea sur son activité antimicrobienne. Un tableau

complétant cette description est présenté dans le chapitre matériels et méthodes.
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VI11.1. Escherichia coli

Escherichia coli (bacille @ Gram négatif) commensal du tube digestif est la bactérie la
plus fréeqguemment impliquée dans les infections urinaires. Appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae, elle peut aussi provoquer des diarrhées, des gastroentérites, des infections
extra intestinales, des septicémies, et diverses infections communautaires ou nosocomiales
(Nataro et Kaper, 1998).

VI11.2. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques appartiennent a la famille des Micrococcaceae, ce sont des cocci a
Gram positif qui tendent a se grouper en amas. S. aureus (staphylocoque doré) tient
particulierement une place trés importante dans les infections communautaires et nosocomiales
(Chambers, 1997). Il est responsable de gastro-entérites ; d’infections urinaires et

d’ostéomyélite et d’arthrite.
VI1.3. Pseudomonas aeruginosa

Bacterie ubiquitaire, avec des bacilles tres mobiles. Trés contagieuse car elle se trouve
partout dans la nature. Elle présente une grande capacité pathogene et est de plus en plus
responsables opportunistes. Les pathologies engendrées par les Pseudomonas sont tres diverses.
Il s'agit souvent de bactéries résistantes a de nombreux antibiotiques. Une des plus redoutables

est P. aeruginosa (Strateva et Yordanov, 1995).
VI1.4. Candida albicans

Appartenant a la famille des Cryptococcaceae, Candida albicans est principalement a
I’origine de la candidose disséminée. C’est un champignon fréquemment retrouvé au niveau de
la bouche et du tractus gastro-intestinal. Elle est responsable de lésions cutanées ; d’infections

cesophagiennes et d’infections génitales (Fuerst, 1976 ; Pieri et Kirkiacharian, 1992).
VI11.5. Bacillus subtilis

C’est une bactérie ubiquitaire (Gram positif) appartenant a la famille des Bacilliaceae.
Elle n’est pas considérée comme pathogéne pour I’homme, mais elle peut contaminer les

aliments et provoquer exceptionnellement des intoxications alimentaires.
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V.1. Généralités

La source de rayonnement la plus utilisée pour I’irradiation des aliments est le cobalt-
60 ; celui-ci produit des rayonnements électromagnétiques qui possedent une énergie beaucoup
plus élevée que celle de la lumiere. Grace aux rayons ionisants produits par les irradiateurs,
cette technologie est utilisée sur des aliments conditionnés et déja emballés afin de diminuer le
nombre de bactéries, d’améliorer la salubrité de 1’aliment, d’augmenter sa durée de vie, et

d’¢éliminer les insectes qu’ils peuvent contenir.

L’avantage de I’irradiation par rapport aux autres méthodes traditionnelles est que les
rayons pénetrent directement au cceur de I’aliment, contrairement aux pesticides et aux gaz qui
eux agissent en surface. Le traitement s’effectue a froid, se qui permet de conserver les valeurs
nutritives et les propiétés physico-chimiques des aliments. Avec une telle méthode, 1’utilisation
des additifs alimentaires peut étre diminuéee voire éliminée. Le Food and Drug Administration
des Etats-unis a décidé d’utiliser I’irradiation plutét que la fumigation pour le traitement des
épices, des fruits et des légumes. Les rayons-X, dont ’energie est variable, sont émis par des
machines ; les rayons gamma, dont 1’energie est spécifique, résultent de la désintégration
spontanée de radio nucléides, provenant du cobalt-60. Celui-ci se transforme ainsi en nickel au

bout de 10 ans, le cobalt-60 perd aussi 10 % de son energie par an. La demi-vie est de 5 ans.
IVV.2. Historique

Les découvertes des rayons-X, par le physicien allemand Wilhelm Rontgen, en 1895,
ensuite des substances radioactives, par Henri Becquerel, I’année suivante, initiérent un courant
de recherche intense portant sur les effets biologiques de ces types de radiations. A cette époque,
la pluspart des irradiations étaient effectuées par exposition aux rayons-X, et se produisaient
lorsque des élecrons, propulsés par un accélérateur se heurtaient a de la matiere des atomes de
tungsténe par exemple. Dés 1905, des scientifiques faisaient breveter aux Etats-unis des
processus d’irradiation servant a tuer les bactéries. En 1921, un autre brevet proposé par les
américains approuvait un procédé utilisant la technologie aux rayons-X pour éliminer un
parasite le Trichinella spiralis de la viande. En 1930, la France émet a son tour un brevet
autorisant cette fois ci I’utilisation de I’irradiation des aliments afin de detruire les bactéries
pathogénes de la nourriture. Ce n’est que vers la fin des années 50, que I’industrie

agroalimentaire s’intéressa plus sérieusement a la possibilité de commercialiser des aliments
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irradiés. Le congrés américain considérait a cette époque comme c’est toujours le cas
I’irradiation des aliments comme 1’ajout d’un simple additif alimentaire, et il incombait aux
compagnies utilisant cette technologie de démontrer la sécurité des aliments irradiés proposés
(Nestle, 2003). C’est en 1963 que la FDA commenga a autoriser la mise sur le marché des
premiers aliments irradiés. Au début des années 1970, la National Aeronautics and Space
Administration (NASA), adopta I’irradiation afin de stériliser les viandes pour les voyages dans

I’espace (Karel, 1989).
1V.3. Définition du rayonnement

Le rayonnement est un transfert d’énergie prenant la forme d’ondes ou de particules. Ils
existent deux catégories de rayonnement : le rayonnement ionisant et le rayonnement non

ionisant. Le type de rayonnement traité dans notre étude est le rayonnement ionisant.
1V.4. Définition de la dose absorbée

C’est la quantité d’énergie communiquée par le rayonnement a la maticre traversée par
unité de masse. Elle se mesure en Gray (Gy) au moyen d’un dosimétre. 1 Gy correspond a la
dose absorbée par une masse de 1 Kg a laquelle les rayonnements communiquent une énergie

de 1 joule.

1 Gray =1 joule par Kg (1 Gy =1 j/Kg)

Pour les biologistes, une dose égale déposée par différents types de radiations n’aura pas le
méme effet biologique. Un Gray déposé par des particules alpha produit plus de dégats qu’un
Gray dépose par des photons X. La différence provient notamment de la géométrie du dépot

d’énergie a 1’échelle microscopique (Cordoliani, 2002).
IV.5. Type des rayonnements ionisants utilisés par I’industrie agroalimentaire

Toniser c¢’est soumettre les denrées alimentaires a 1’action des radiations fondamentales

pour les assainir ou les stériliser, et augmenter ainsi leur durée de vie (Pouget, 2000).
Selon Vasseur (1991), trois types de radiations peuvent étre utilisé :

*Les rayons gamma émis par du cobalt 60, et qui sont trés pénétrants (énergie 1Mev) ;
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*Les électrons accélérés de moins de 10Mev (e°, contrairement aux rayons gamma et aux rayons

X qui sont des photons) ;

*Les rayons X d’énergie inferieurs a 5Mev : ces rayons éjectent des électrons des atomes sans
toucher au noyau atomique ce qui lése I’ADN (cet effet direct est recherché) (Le Corre et
Venaille, 1989). lIs génerent aussi des produits de radiolyse surtout dans 1’eau ou en présence

d’oxygene (on traite donc les aliments a sec, a I’état congelé ou sous vide).
IV.6. Les rayons Gamma

Ils sont trés différents des électrons par leur origine, leurs sources et leurs utilisations.
Mais le processus d’interaction avec le produit traité, bien que différent de celui des électrons,
aboutit également a une ionisation des atomes touchés, donc a un transfert d’énergie a la masse
irradiée (Vasseur, 1991). Les rayonnements gamma sont émis par des noyaux radioactifs. Pour
ioniser les denrées alimentaires on utilise principalement le cobalt 60 et le césium 137 comme

sources de rayonnements, les deux étant des radio isotopes (Vasseur, 1991).
IV.6.1. La nature des radiations Gamma

C’est une forme d'énergie pure qui est généralement caractérisée par sa pénétration
profonde et ses faibles débits de dose. Les radiations Gamma tuent efficacement les micro-

organismes présents dans la totalité du produit et sur son emballage.
1V.6.2. Avantages des radiations gamma

Les principaux avantages de 1’utilisation des radiations gamma sont la précision du dosage ; la
rapidité du traitement ; I’'uniformité dans la distribution des doses utilisées ; la flexibilité du
systeme utilisé ; la libération dosimétrique ; et enfin la disponibilité immédiate du produit

alimentaire apres traitement.
IV.6.3. Catégories de la dose des rayonnements

Dans la pratique, la dose utilisée varie selon le type de produit alimentaire traité, et selon
I’effet désiré. Les niveaux de traitement peuvent étre regroupés en trois catégories

(Arvanitoyannis et al., 2009) :
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a- Dose dite « faible », jusqu’a 1 KGy : elle est utilisée pour retarder le processus
physiologique, tels que le murissement ou la germination des fruits frais et des légumes.
Elle affecte aussi les populations d’insectes et de parasites qui peuvent tre présentes
dans les aliments ;

b- Dose dite « moyenne », de 1 a 10 KGy : elle est utilisée pour réduire le nombre de
microorganismes pathogénes présents dans les aliments.

c- Dose dite « haute », supérieure a 10 KGy : elle est utilisée pour la stérilisation des

viandes, des volailles, des fruits de mer et d’autres aliments (Seo et al., 2007).
1V.7. Domaine d’utilisation de I’irradiation

La dose d’irradiation varie selon I’effet recherché. Les principaux effets obtenus par

différentes doses efficaces d’irradiation sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4 : Les principaux effets obtenus par des doses efficaces d’irradiation.

Doses efficaces

dirradiation (KGy) Effets obtenus

Inhibition de la germination des

003201 bulbes et des tubercules.
1a3 Désinsectisation
136 Pasteurisation (appelée aussi
Radurisation).
. Stérilisation (appelée aussi
15a50 Radappertisation).
60 Inhibition de I’activité

enzymatique.

Remarque : il est indispensable de connaitre avec précision la dose d’irradiation
absorbée par le produit alimentaire dans tout procédé d’irradiation, que ce soit a I’échelle
industrielle ou au laboratoire. Plusieurs procédés dosimétriques ont été développés dans le but
de déterminer la dose recue par un produit, ainsi que la répartition des doses dans un objet
volumineux (FAO, IAEA, WHO, 1999).
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IVV.8. Avantages du traitement par ionisation

En plus d’assainir et/ou de steriliser un produit alimentaire, la FAO/IAEA/WHO
(1997) ainsi que la FAO/IAEA/WHO/ICGFI (1992) retiennent trois avantages du traitement

par ionisation :

v Contrairement au traitement thermique, 1’ionisation est un traitement a froid qui
maintien les propriétés organoleptiques, physicochimiques et nutritionnelles des
produits dits fragiles ;

v Il permet le traitement des produits déja conditionnés, il n y a donc pas de re
contamination bactérienne ;

v' Absence de résidus : les produits de radiolyse sont instables (contrairement aux

conservateurs).

IVV.9. Consequences biologiques du traitement par ionisation

Les rayonnements ionisants entrainent toutefois des modifications chimiques de I'ADN
et de ’ARN. Il s'agit principalement des ruptures des chaines ou des liaisons hydrogenes, des
formations entre hélices, ou plus grave des ponts entre bases successives d’un méme brin
(Mafart, 1995). Ces modifications peuvent avoir comme conséquences un blocage de la
duplication de I’ADN lorsqu’il n’existe pas de systéme de réparation pour ce type de liaison et
un arrét de la synthése de protéines lorsque I’ARN messager rencontre un codon radio modifi¢
pour lequel il n’existe pas d’ARN de transfert correspondant (Le Corre et Venaille, 1989). A
cela s'ajoute une oxydation détruisant la structure lipoprotéique de la membrane. Ces
perturbations entrainent une inhibition de la croissance, voire la mort des cellules. Les
microorganismes en phase de multiplication sont d'ailleurs les plus vulnérables car la croissance

entraine un effet fortement amplificateur des altérations de I'ADN (Mafart, 1995).
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Chapitre I — Matériels et méthodes

1.1. Introduction

Afin de mettre en évidence les propriétés biologiques des plantes sélectionnées dans notre
étude, et dans le but de suivre la tendance actuelle qui consiste a irradier les plantes aromatiques
pour améliorer la durée de leur conservation et/ou leurs propriétés biologiques, notre travail a
visé plus spécialement 1’étude de I’effet de I’irradiation gamma sur la composition chimique et
I’activité antioxydante des huiles essenticlles et des extraits éthanoliques de Thymus
algeriensis. Un second aspect a également retenu notre attention, nous avons ainsi choisi deux
autres plantes aromatiques, médicinales et endémiques en Algérie (Juniperus phoenicea et
Ammoides atlantica) qui selon la bibliographie possédent un bon rendement mais de trés faibles
activités biologiques, nous avons ainsi pensé les enrichir avec du thymol et ou du carvacrol afin
d’étudier I'impact de cet enrichissement sur leurs activités biologiques. Ainsi, en plus de I’étude

de I’effet de I’irradiation, trois autres parties ont été etudiées, a savoir :

+ L’étude de leffet de Daddition du thymol sur lactivité antioxydante et
antimicrobienne des huiles essentielles des baies du genévrier rouge (Juniperus
phoenicea) ;

+ L’évaluation de l'effet de I’addition du thymol sur D’activité antioxydante et
insecticide des huiles essentielles d’Ammoides atlantica.

+ [’évaluation de Deffet de I’addition du carvacrol sur I’activité antioxydante et

insecticide des huiles essentielles d’Ammoides atlantica.

L’objectif de cette theése et donc multiple, plusieurs tests ont ainsi été effectués en mettant
en ceuvre différentes méthodes référencées et tirées de la bibliographie afin de montrer la
relation entre I’irradiation, la composition chimique et ’activité antioxydante des PPAM
retenues ; et entre I’enrichissement des HE en carvacrol et/ou en thymol et les activités

biologiques (antioxydante, antimicrobienne et insecticide) des PAM étudiées.
I.2. Plantes médicinales et aromatiques étudiées

Le matériel végétal utilisé dans cette étude (Tableau 5 et figures 19, 20 et 21) est
représenté par : Juniperus phoenicea L., Origanum floribundum Munby, Ammoides atlantica

(Coss. et Dur.) Wolf et Thymus algeriensis Boiss. et Reut.
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Figure 20 : Baies de Juniperus phoenicea L.
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Figure 21 : Aspect du Juniperus phoenicea dans une forét.

Tableau 5 : Plantes médicinales et aromatiques utilisées dans cette étude.

Plantes Provenances Parties traitées Dates de récolte
Thymus algeriensis ] o _ )
) Hamdania (Médéa) Feuilles Mai 2014
Boiss. et Reut.
Ammoides atlantica ) _ )
Herboriste (Alger) Feuilles + fleurs Juin 2016

(Coss. et Dur.) Wolf

. . o Fruits ou baies )
Juniperus phoenicea L. | Soummam (Bejaia) (mars) Juillet 2013
mars

Origanum floribundum

Maala (Bouira) Feuilles Mai 2013
Munby

Différentes expériences ont été réalisées sur ces quatre plantes aromatiques et médicinales, a

savoir :

e Thymus algeriensis Boiss. et Reut. a subi un prétraitement par irradiation a I’aide de
rayons gamma en vue de I’étude de I’effet de différentes doses de ce rayonnement sur
la composition chimique et ’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits

éthanoliques de cette plante ;
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e L’huile essenticlle d’Ammoides atlantica a été enrichie avec plusieurs doses de thymol
ou de carvacrol. Cette étude a pour but la mise en évidence de I’existence ou non d’un
effet synergique de cet enrichissement sur I’activité antioxydante et I’activité insecticide
contre la bruche du niébé (Callosobruchus maculatus) de I’huile essentielle de d’A.

atlantica ;

e L’huile essentielle des baies du genévrier rouge (Juniperus phoenicea) a été enrichie
avec différentes doses de thymol en vue d’étudier 1’effet de ce composé phénolique sur
I’activité antioxydante et antimicrobienne de cette huile. Les résultats ont été comparés
par rapport a ceux d’une huile essentielle (Origanum floribundum) contenant

naturellement du thymol.

1.3. Extraction des huiles essentielles

100 g de matiere végétale séchée a 'ombre et a la température ambiante du laboratoire,
ont été soumis a une hydrodistillation en utilisant un appareil de type Clevenger (pendant 3 h).
Les huiles essentielles recueillies dans de petites fioles en verre opaque ont été stockées a 4 -

6°C jusqu’a leur analyse.

Etant donné que les baies de Juniperus phoenicea sont charnues et recouvertes d’une
écorce, elles ont ét¢ soumises a un broyage préalable pour faciliter ’extraction des huiles

essentielles, tandis que les autres plantes ont été utilisées sans broyage.
Le rendement en huile essentielle est exprime en millilitre pour 100 g de matiére végétale.
I.4. Extraction de la fraction non volatile

L’extraction des composés non volatils (composés phénoliques entre autre) a été effectuée
par solvant (éthanol a 95 %) a 1’aide d’un Soxhlet (extraction solide-liquide) pendant 4 h.
L’extrait obtenu a été concentré au moyen de I’évaporateur rotatif, lyophilisé, pesé et stocké en

vue de son analyse. Le rendement en extrait sec a été déterminé par rapport a la matiere seche.
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I.5. Addition de thymol ou de carvacrol & I’huile essentielle d>’Ammoides atlantica

Aprés addition de thymol ou de carvacrol a ’huile essentielle d’Ammoides atlantica, les
teneurs relatives (%) ont été quantifiées par chromatographie en phase gazeuse selon les valeurs
du tableau 6.

Tableau 6 : Quantités relatives (%) du thymol et du carvacrol dans I’huile essentielle (HE)

d’Ammoides atlantica pure et celles additionnées.

Echantillons
Huile essentielle pure HE + Thymol HE + Carvacrol
Thymol (%) 48,54 67,67 41,05
Carvacrol (%) 8,54 0,75 26,05

L.6. Enrichissement de I’huile essentielle des baies de Juniperus phoenicea avec du thymol

En vue d’étudier I’effet de ’addition (enrichissement) du thymol a 1’huile essentielle des
baies de Juniperus phoenicea sur ses activités antioxydante et antimicrobienne, nous avons pris
trois fractions de cette méme huile essentielle auxquelles nous avons ajouté des quantités de
thymol de 10, de 30 et de 50 % (m/m).

1.7. Irradiation de Thymus algeriensis

Les feuilles de T. algeriensis ont été emballées dans quatre sacs en polyéthylene de 150
g chacun. Trois échantillons (sacs) ont éte irradies a température ambiante en utilisant les rayons
gamma provenant d'une source de rayonnement de cobalt 60 type COP-4 (ORIS Industries,
France) (Figure 22). L'irradiation a été réalisée en une seule expérience au CRNA (Centre de
Recherche Nucléaire d'Alger). Les doses de rayonnement gamma de %°Co appliquées au
matériel végétal étaient de 10, de 20 et de 30 kGy (* 20 %), au débit de dose de 6,91 Gy/min,
déterminé avec un dosimeétre de Fricke. Un lot de matériel végétal a été conservé sans irradiation

et utilisé comme échantillon témoin.
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Partie Il — Etude expérimentale

|,..A_.
N 41 I W

OOIonl“ur
d'eau

ation
Platine

Refoulement Evacuation

Portique
N i)

>

A—

>

Figure 22 : Schéma de I’irradiateur pilote du CRNA (Centre de Recherche Nucléaire d'Alger)

utilisé pour I’irradiation de T. algeriensis.

1.7.1. Irradiateur pilote

Une source de rayonnement gamma de %°Co a été utilisée au cours de cette étude.
L’irradiateur pilote du Centre de Recherche Nucléaire d’Alger (CRNA) est composé de trois
sources cylindriques de °Co de type COP, fabriquées par ORIS Industries (France). Elle sont
disposees verticalement dans un porte-source en acier inoxydable. Les sources de dimension de
384 mm de hauteur et de 26,6 mm de diamétre ainsi disposées forment une hauteur active de

1152 mm. Pour des raisons pratiques une cale de 85 mm a été déposée sous la source du bas.

En position d’irradiation, la partie inférieure de cette source se trouve a 350 mm au
dessus de la platine. L’activité iniale au 08/10/2002 date d’installation de la source était de

13,32.10%Bq soit 35990 Ci. L’activité de la source était de 6565,33 Ci au mois de Mai 2015.
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Les conditions opératoires étaient les suivantes :

v’ Distance par rapport a la source : 25 cm.

v" Debit de dose : Débit = 6,91 Gy/min.

v" Irradiation le 20 mai 2015.

v" Activité de la source A = 6565,33 Ci.

t est la durée ou le temps d’irradiation (Tableau 11). Il est calculé a partir de la formule

suivante :

D=1*tdonct=D/I

Avec : D : Dose en Gy ou en KGy ;

| : Débit de dose en Gy/min ;

t : durée ou temps d’irradiation en heure.

Tableau 7 : Temps d’irradiation aux rayonnement gamma des feuilles de T. algeriensis.

Doses (KGy) Debit de dose (Gy/min) Temps d’irradiation (H)
10 6,91 24h07°
20 6,91 48
30 6,91 72

1.8. Analyse qualitative et semi qualitative des huiles essentielles

Les huiles essentielles des différentes PAM étudiées ont été analysées a 1’aide de la

chromatographie en phase gazeuse (CPG) associée a la détection par ionisation de flamme (CG-

FID), et de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM).
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1.8.1. Analyse qualitative des huiles essentielles par CPG

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse (CPG) a été effectuée au laboratoire
d’analyse instrumentale du département de Technologie alimentaire de I’ENSA (Ecole
Nationale Supérieure Agronomique d’El-Harrach, Alger). Cette analyse a été réalisée au moyen
d’un appareil du type Hewlett-Packard 6890 CG-FID, équipé d’une colonne capillaire de silice
fondue a phase stationnaire apolaire HP5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25um d’épaisseur du film).

La température de la colonne est programmée a 60°C pendant 8 min, une élévation de
2°C/min jusqu’a 280°C, puis maintenue a 280°C pendant 15 min. Les échantillons dilués (1/10

hexane, v/v) de 0,2 uL ont été injectés en mode split avec un rapport de division de 1:25.

La température de I’injecteur est de 250°C. Un débit de gaz vecteur (N2) de 0,5 ml/min a
été utilisé. La détection par ionisation de flamme (FID) a été réalisée a 320°C. Les données
quantitatives ont été obtenues électroniquement a partir des aires du chromatogramme obtenu

par CG-FID sans utiliser de facteur de correction.
1.8.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM)

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG-SM) a été réalisee avec un systéeme Hewlett Packard automatique comprenant un appareil
de chromatographie en phase gazeuse 6890, couplé a un spectrométre de masse 5973A équipé

d’une colonne apolaire HP5MS (30m x 0,25mm x 0,25um d’épaisseur de film).
Les conditions opératoires pour la GC-MS sont :
v Helium comme gaz vecteur avec un débit de 0,5 ml/min ;
v" Mode split (1:25) ;
v" Volume injecté : 0,2 uL (1/10 hexane, v/v) ;
v 250°C : température d’injection ;
v Le programme de température du four est identique a celui décrit ci-dessus pour

I’analyse par CG-FID. Nous avons utilis¢ un mode d’ionisation avec impact
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électronique & 70 eV sur une gamme de balayage de 30 a 550 unités de masse

atomique.

1.9. Identification des composés

Les composés chimiques des différentes huiles essentielles étudiées ont été identifiés par
comparaison de leurs indices de rétention (RI) a ceux cités par la littérature (Babushok et al.,
2011 ; Adams et al., 2007) et a ceux de certains étalons disponibles dans notre laboratoire.

La confirmation de I’identification de chaque composant chimique a été faite en
comparant leurs spectres de masse a ceux de la littérature et a ceux des bases de donnees

informatisées fournies par les logiciels NIST 2005 et Wiley 7N (Adams et al., 2007).

Pour le calcul des indices de rétention un mélange d'alcanes Cs—Cz. est injecte dans les
mémes conditions opératoires que les échantillons. Ces indices sont calculés selon la formule

suivante :

to, — t
IR=100z+100n. =

1-'Rz+n - tRz

tre : temps de rétention du compose étudié ;

trz : temps de rétention de 1’alcane a z atomes de carbones qui précede le composé étudi€ ;

trz + n : temps de rétention de 1’alcane a z+n atomes de carbones qui suit le composé ;

n : différence des nombres d’atomes de carbone (généralement n = 1).
1.10. Dosage des phénols et des flavonoides totaux
1.10.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux (PT) des extraits non volatils a été réalisé par la méthode
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu conformément a la méthode décrite par Slinkard et

Singleton (1977) utilisant I’acide gallique comme standard.
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1.10.1.1. Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu contient un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Lorsque le réactif de Folin-
Ciocalteu réagit avec les composés phénoliques présents dans les échantillons d’huile
essentielle, il oxyde les groupements oxydables de ces composés. Les produits de réduction
(oxydes métalliques Wg023/M0g023) de couleur bleue présentent un maximum d’absorption a
765 nm, dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de phénols présents dans les extraits

végeétaux.
1.10.1.2. Mode opératoire

L'échantillon d'extrait (0,5 ml) et 2 ml de carbonate de sodium (75 g L) ont été ajoutés
a 2,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteau a 10 % (v/v). Aprés 30 minutes de réaction a tempeérature
ambiante, 1'absorbance a été mesurée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 765 nm. Les tests ont

été réalisés en triple.

Une courbe d’étalonnage établie avec de I’acide gallique (Figure 23) a été utilisée pour
déterminer la quantité de phénols totaux (PT) en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/g extrait).

1.8 1 y=0.0108 x +0.0007

R =0.9995

Absorbance a 765 nm

0 20 40 60 &0 100 120 140 160

Concentration de lacide gallique (mgfL)

Figure 23 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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1.10.2. Dosage des flavonoides totaux

La méthode utilisant le trichlorure d’aluminium (AlCl3) a été retenue pour le dosage des

flavonoides totaux (FT) des extraits étudiés (Lamaison et Carnet, 1990).
1.10.2.1. Principe

Le trichlorure d’aluminium (AICls) forme avec les flavonoides un complexe jaune, dont

I’absorbance est mesurée a I’aide d’un spectrophotometre a la longueur d’onde de 420 nm.

La quercétine est utilisée comme standard pour la courbe d’étalonnage (Figure 24). La
teneur en flavonoides totaux (FT) est estimée en mg d’équivalent quercétine par gramme

d’extrait (mg EQ/g extrait).
1.10.2.2. Mode opératoire

v" 1 ml d’AICl;3 additionné a 1 ml de chaque dilution d’échantillon a analyser dissout dans
I’éthanol ;

v Lecture de I’absorbance a 420 nm aprés 1 heure d’incubation a ’obscurité et a
température ambiante ;

v Réglage du zéro avec une solution contenant 1 ml d’AlCls additionné a 1 ml de solvant
(éthanol) ;

v Chaque expérience est répétée trois fois.
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y = 0,035x + 0,0008
1,6 - R = 0,9996

Absorbance a 420 nm

I:I T T T T 1
] 10 20 30 40 20

Concentration de la quercetine {(mg/L)

Figure 24 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
1.11. Activité antioxydante
1.11.1. Pouvoir de piégeage du radical libre positif ABTS*"

Le principe du test permettant la détermination du pouvoir de piégeage du radical libre
positif ABTS®" est basé sur la décoloration a 734 nm du radical cationique stable ABTS** de

couleur bleue en présence d’un antioxydant (Figure 25).
1.11.1.1. Mode opératoire

Le test de décoloration du radical cationique ABTS®* (acide 2’2, azino-bis-(3-
éthylebenzothiazoline)-6-sulfonique) a été effectué en utilisant la méthode rapportée par Re et
al., (1999).

Le radical cationique ABTS®" a été produit par réaction de 7 mM de solution d’ABTS
avec 2,45 mM de persulfate de potassium (K2S20s), le mélange réactionnel étant maintenu a

’obscurité et a température ambiante pendant 12 a 16H avant utilisation.

La solution d’ABTS®*" obtenue a été diluée avec de I’eau distillée a une absorbance de 0,7
+ 0,02 a 734 nm.
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Des solutions éthanoliques (25 pL) d’échantillons a diverses concentrations ont été
mélangées a 980 uL de solution diluée d’ABTS®". Apreés réaction a température ambiante,

pendant 7 minutes, I’absorbance a été mesurée a I’aide d’un spectrophotométre a 734 nm.

L’eau distillée a été utilisée pour régler le zéro. Une basse absorbance du mélange

réactionnel indique une plus forte activité antioxydante du radical cationique ABTS*®".

Persulfate de Potassium

f

1e”
ABTS / 5 ABTS*
5 G0, Mmmmmm————— Radical libre cation
0,8 8 N= Tf\lf O . 0
=N NN _ ,
N o <= ¢ 03 SW@
tH : i M= ]
- | @[)ZN\ wa
ABTS® (Décoloré) N oH/
ANTIOXYDANT CH

ABTs" " (Aax=734 nm)

Figure 25 : Réaction du radical cationique ABTS' * en présence d’un antioxydant.

L’activité antioxydante ou appelée aussi capacité antioxydante (exprimée en %) des
différents échantillons d’huiles essentielles testées a ¢été calculée en utilisant la formule

suivante :

Activité antioxydante (%) = (%) d’inhibition du radical ABTS** = [(Ao- A1) / Ag] x 100

Ou :

Ao est I’absorbance du témoin négatif (sans échantillon) ; Et A: I’absorbance en présence

d’échantillon. Les tests ont été effectués en triple.
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La concentration fournissant I’inhibition de 50 % du radical cationique ABTS** (ICso) a
¢été calculée pour chaque échantillon d’huiles essentielles testées a partir du graphe donnant le

pourcentage d’inhibition par rapport a la concentration de ’'HE ou des témoins positifs.

Les antioxydants de référence tels que le BHT (Butylhydroxytoluene) et le Trolox (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), qui sont des antioxydants de synthése,

ont éte utilises comme des témoins positifs.

1.11.2. Pouvoir de piégeage du radical libre DPPH’

Le DPPH possede un €lectron non apparié sur un atome du pont d’azote. La mesure de
I’efficacité d’un antioxydant est établie en mesurant la diminution de la coloration violette

mesurable par spectrophotométrie a 517 nm.

La capacité de céder des hydrogénes par les huiles essentielles, les extraits des PAM ou
par certains composés purs, est mise en évidence par une méthode spectrophotométrique en
suivant la disparition de la couleur violette d’une solution éthanolique contenant le radical libre

DPPH provoquée par la réduction du radical par I’antioxydant (AH) (Figure 26).

NO, NO, .
Antioxydant ¢
O.N N N A O,N H N ’
2 TR —r'- 2 4
A_.

DPPH*® OPPH-H

(vilet) (jaundtre) ‘

e

Figure 26 : Réaction du radical DPPH" avec un antioxydant AH.
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1.11.2.1. Mode opératoire

La méthode suivie dans cette étude est celle décrite par Benchabane et al., (2015) ou 25
pL de chaque échantillon testé sont mélangés dans un tube a essai avec 975 uL d’une solution
¢thanolique de DPPH (60 uM). Aprés une période d’incubation de 30 minutes a 1’abri de la

lumiére et a la température du laboratoire, I’absorbance est lue a 517 nm.

Les expériences sont réalisées en 3 répétitions successives indépendantes. L’activité

antioxydante Al (%) est calculée en utilisant la formule suivante :

Al (%) = (1 - Ae/At) x 100

Ou :

Ae : Absorbance de I’échantillon test¢ (mélangé avec le DPPH) aprés 30 min

d’incubation ;

At : Absorbance du DPPH au temps t = 0 (avant de lui ajouter I’échantillon d’huile

essentielle) ;

La concentration inhibitrice de 50 % des radicaux (ICso) est la concentration
correspondante a une activité antioxydante égale a 50 % comme indiqué précedemment pour le

test du radical cationique ABTS' "
1.11.3. Substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS)

Ce test a été réalisé selon la méthode modifiée décrite par Miguel et al., (2004) ou le
jaune d’ceuf est utilisé comme substrat riche en lipides. Selon Hazzit (2008), ce test peut étre
effectué sur différents substrats riches en lipides oxydables, parmi lesquels on peut citer le
saindoux, le cholestérol, les matiéres grasses, I’acide linoléique, les huiles végétales, le jaune

d’ceuf, le foie de rat, le cerveau de porc, et autres.

Dans ce test le malondialdéhyde (MA) réagit avec deux molécules de I’acide
thiobarbiturique (TBARS) pour former un complexe de couleur rose a rouge absorbant a 532

nm (Figure 27).
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Figure 27 : Réaction de I’acide thiobarbiturique (TBARS) avec le malondialdehyde (MA).

1.11.3.1. Mode opératoire

Le protocole expérimental du test permettant la détermination des substances réactives

au TBARS est représenté dans la figure 28.
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0,5 mL de la solution homogéne de jaune d'oeuf a 10 % (m/V) dans KCl & 1,15% (m/V)

+ 0,1 mL d'échantillon a tester + 0,4 mL d'eau distillée + 1,5 mL d'acide acétique a 20% (m/V)

+'15 mL TBA 4 0,8% (m/V) dans SDS 1,1% (m/V)

Agitation au vortex pendant 5 a 10 secondes, puis chauffage dans un bain a 95°C pendant 60 min

Refroidissement & température ambiante, puis addition de 5 mL de 1-butanal ou cyclohexane

Agitation au vortex (5 a 10 secondes), puis centrifugation a 1500 tr/min pendant 10 min

Prelever de |a phase organique (butanol ou cyclohexane) et mesurer ['absorbance a 532 nm

Figure 28 : Protocole expérimental du test des substances réactives au TBARS.
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1.11.4. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur mesure la capacité de réduire le fer ferrique (Fe®*) en fer ferreux
(Fe?") :

+3 +7
Fe ————— Fe

Dans ce test la couleur jaune de la solution testée change ou vire vers diverses nuances

de vert et bleu selon le pouvoir réducteur de chaque échantillon (Hazzit et al., 2013).

La présence d'agents réducteurs provoque la conversion du complexe (Fe**/ferricyanure)

a la forme ferreuse qui peut étre suivie a 700 nm en raison de la formation d’une couleur bleu

de Prusse de Fes [Fe (CN)e]a.

L’augmentation de l'absorbance a 700 nm indique une augmentation de la capacité

réductrice.
1.11.4.1. Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des différents échantillons d’huiles essentielles testées est évalu¢
par la méthode d’Oyaizu (1986). Le protocole expérimental de cette méthode est indiqueé ci-

dessous (Figure 29) :
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r N
4 ™

0.125 mL de la solution d'échantillon + 2,5 mL d'une solution de tampon phosphate (0,2 M; pH=6,6)

+ 2,5mL dhexacyancferrate de potassium a 1% (m/v) + incubation pendant 20 min & 50°C

+ Addition de 2,5 mL d'acide trichloroacétique a 10% (mfv)

!

| Centrifugation pendant 10 min 1500 tr/min \
| Prélever 2.5 mL de |a phase supérieure et lui ajouter 2,5 mL d'eau distillée I

| Ajouter 0,5 mL de chlorure ferrigue a 0,1% (m/v) et lire 'absorbance a 700 nnj

\, J

Figure 29 : Schéma du protocole expérimental du test d’évaluation du pouvoir réducteur.

1.12. Evaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Juniperus phoenicea a été testée par
deux méthodes (qualitative et quantitative) sur quelques souches de références provenant de la
collection ATCC du CRD-SAIDAL (Alger). Les souches sélectionnées (Tableau 8) pour cette

étude ont été décrites dans le chapitre I11 de la partie bibliographique.
Elles ont été choisies pour :

v"leur potentiel de pathogénicité important ;
v leur fréquence élevée de contamination, notamment dans les industries

agroalimentaires ;
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v’ et surtout pour leur disponibilité exclusive au moment de notre expérimentation
au laboratoire de microbiologie du groupe SAIDAL.
Les différents tests ont été réalisés en trois répétitions pour ’ensemble des échantillons

d’huiles essentielles étudiées.

Tableau 8 : Souches ATCC utilisées pour le test de I’activité antimicrobienne.

Nom de la souche Numéro ATCC
Gram+ Bacillus subtilis 9372
Staphylococcus aureus 6538
Gram - Escherichia coli 4157
Pseudomonas aeruginosa 9027
Levure Candida albicans 24433

1.12.1. Milieux de culture et méthodes utilisés
Pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne, nous avons utilisé deux méthodes

v" Une méthode qualitative appelée : aromatogramme ; méthode de diffusion sur
milieu gélosé ; ou méthode de disque. Cette méthode permet la détermination de la
sensibilité des germes aux huiles essentielles étudiées (seules et enrichies avec du
thymol) ;

v" Etune méthode quantitative qui est appelée dilution d’agar ou CML. Elle consiste

a déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles testées.

Le principe de ces deux techniques microbiologiques est tiré du titrage des antibiotiques
(Pharmacopée européenne, 2002). Ces techniques sont validées par le laboratoire de
microbiologie du CRD-SAIDAL.

Suivant les méthodes retenues et les souches testées, nous avons utilisé les milieux de cultures

suivants :

» Le TSA (Tryptic Soy Agar) pour obtention par repiquage de jeunes cultures de 24h ;
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> Le milieu de culture Mueller-Hinton (MH) pour les bactéries ;

> Le milieu de culture Sabouraud (SAB) pour les levures (tests qualitatif et quantitatif
mais aussi pour le repiquage) ;

» Eau physiologique.

1.12.2. Préparation des suspensions microbiennes et des disques

A partir des jeunes cultures de 24 h pour les bactéries et de 48 h pour les levures, on
préleve a I’aide d’une pipette pasteur des colonies bien isolées et homogenes que 1’on dépose
dans un tube a essai avec 9 ml d’eau physiologique stérile (a 0,9 %). On agite ensuite jusqu’a

homogénéisation.

Une fois la suspension bien homogene, on procede a une lecture de la densité optique de

cette derniere a I’aide d’un spectrophotométre réglé a 620 nm.

Afin d’obtenir un inoculum de 108 UFC/ml, des densités optiques (DO) de 0,2 & 0,3 pour
les bactéries (0,3 a 0,4 pour Staphylococcus aureus) et de 2 a 3 pour les levures sont nécessaires.
Lorsque la DO est plus €levée que ces valeurs on ajoute de 1’eau physiologique. Si elle est par
contre plus faible, on ajoute encore quelques colonies et on refait a chaque fois une lecture

jusqu’a I’obtention de la concentration voulue.

Les disques utilisés sont des disques Antibiotica-Testblattchen D-3354 Dassel W-
Germany d’un diamétre de 9 mm. Ces disques sont mis dans une boite de pétri, et sont stérilisés

sous U.V. avant utilisation.
1.12.3. Méthodes d’évaluation de ’activité antimicrobienne

1.12.3.1. Etude qualitative de I’effet antimicrobien des échantillons d’HE étudiée par la

méthode de diffusion sur milieu gélosé (Aromatogramme)

L’étude qualitative des échantillons d’HE a pour objectif de déterminer la sensibilité des
souches testées vis-a-vis de ces HE (seules et supplémentées avec du thymol). Pour cela, nous

avons adopté la méthode de diffusion sur milieu gélosé dite méthode de I’aromatogramme.

La méthode de diffusion sur milieu gélosé est largement utilisée (Smith-Palmer et al.,

1998 ; Ozcan et Chalchat, 2003) et reste encore aujourd’hui une des plus fiable. Le mode
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opératoire suivi a été proposé par I’équipe du CRD-SAIDAL, suivant les principes des
antibiogrammes de la Pharmacopée Européenne (2008).

1.12.3.1.1. Principe

La méthode des aromatogrammes consiste a déposer un disque stérile en cellulose de 9
mm de diametre et imprégné de I’HE étudiée a la surface d’une gélose préalablement coulée

dans une boite de Pétri et ensemencée avec le micro-organisme a tester.

Apres incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre (mm ou cm)

de la zone claire autour du disque (halo translucide), appelée zone d’inhibition (Figure 30).

Disque
imprégné d’HE 1
1 1
Il : Boite de pétri vue
Croissance ; du haut
microbienne sur L e
o i Fem b - Sensibilite dejs
culture gélosé | germes aux huiles
! essentielles
: >. (meéthode des
! aromatogrammes)
; :
! I
I I
I I
seE s I 1
Diffusion de — T T Boite de pétri vue
IHE dans le . : < de orofil
milieu de : . L
culture J

Figure 30 : Représentation de la zone d’inhibition des germes autour du disque imprégné

d’huile essentielle.
1.12.3.1.2. Protocole expérimental
a. Préparation de la premiere couche du milieu
Elle consiste a :

v’ Liquéfier les milieux de culture (Mueller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour

les levures) dans un bain marie a 95°C ;
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v Couler, aseptiquement, la premiere couche de gélose dans des boites de Pétri de 90 mm,
a raison de 20ml par boite ;

v' Laisser refroidir les boites sur la paillasse jusqu’a ce qu’elles se solidifient.

b. Préparation de la deuxiéme couche du milieu
Elle consiste a :

v’ Faire fondre les deux milieux de culture (MH et SAB) et les laisser refroidir jusqu’a une
température de 45°C ;

v Transvaser 50 ml de chaque milieu dans des flacons stériles ;

v' Ensemencer les milieux avec 200 pL de chaque suspension (bactérienne sur le milieu
MH, levurienne sur le milieu Sabouraud) a I’aide d’une micropipette stérile, puis agiter
pour homogeénéiser ;

v Couler rapidement la deuxieme couche de chaque milieu ensemencé a raison de 5 a 6
ml sur la premiére couche de gélose solidifiée (couche support) correspondante a chaque
milieu ;

v Etaler immédiatement la couche en faisant pivoter la boite de Pétri sur elle-méme pour
obtenir une surface uniforme ;

v’ Laisser le tout se solidifier sur la paillasse.

c. Dépot des disques

A l’aide d’une micropipette et en utilisant des cones stériles, on préleve 20 a 30 pL
d’huile essentielle pure ou enrichie ; il suffira par la suite de :

v' Déposez chaque quantité d’HE prélevée sur le disque stérile posé préalablement a I’aide
d’une pince stérile sur la surface de la gélose ensemencée et de laisser diffuser pendant
30 mn;

v Incuber a 37 °C pendant 24 h pour les bactéries et a 25 °C pendant 48 h pour les levures.

Dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, les disques stériles,
imbibés jusqu’a saturation d’huile essentielle sont déposés sur la surface de la gélose, au
milieu de la boite de Pétri pour I’'HE enrichie et a raison de deux disques par boite pour ’'HE

seule.
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d. Expression des résultats

La sensibilité des germes aux huiles essentielles est déterminée par la mesure du diamétre
de la zone d’inhibition (halo d’inhibition). Cette zone est estimée en millimetre a 1’aide d’un

pied a coulisse en prenant compte du diametre du disque et qui est de 9 mm.

L’échelle d’estimation de 1’activité antimicrobienne est donnée par Meena et Sethi
(1994) et Ela et al., (1996). Ces auteurs ont classé les diametres des zones d’inhibition de la

croissance microbienne en quartes classes :

v Fortement inhibitrice lorsque : le diamétre de la zone d’inhibition est >a 28 mm ;

v" Modérément inhibitrice lorsque : 16 mm < le diamétre de la zone d’inhibition <
28 mm ;

v Légerement inhibitrice lorsque : 10 mm < le diamétre de la zone d’inhibition < 16
mm ;

v Non inhibitrice lorsque : le diamétre de la zone d’inhibition est < 10 mm.

1.12.3.2. Etude quantitative de P’effet antimicrobien des différents échantillons d’huile

essentielle testée par la méthode de dilution en milieu solide

Cette partic de I’étude consiste a déterminer les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) ainsi que les concentrations minimales bactéricides (CMB) des différentes souches

testées.
1.12.3.2.1. Détermination des CMI
a. Principe

La détermination des CMI a comme principe d’effectuer des dilutions de I’huile
essentielle testée dans le milieu gélosé solide Muller-Hinton pour les bactéries et dans le milieu
Sabouraud pour les levures, puis d’inoculer ces milieux avec les souches testées. Grace a ces
dilutions, il est possible de définir la plus faible concentration qui inhibera la croissance

microbienne des souches testées.
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b. Mode opératoire de la CMI

b.1. Préparation de la suspension microbienne

A partir des cultures jeunes du 18 h a 24 h pour les bactéries et de 48 h pour les levures,
il faudrait réaliser des suspensions microbiennes de 107 a 108 germes/ml pour chacun des
germes a tester dans 5 ml d’eau physiologique par ajustement de la transmitance de 22 % a 32
% pour les bactérie et de 2 % a 3 % pour les levures. Une série de dilution décimale allant de
101 4 10 est ensuite préparée.

b.2. Préparation des dilutions d’huile essentielle

La préparation des dilutions d’huile essentielle testée consiste a :

v" Remplir un flacon avec 200 ml de milieu (MH ou Sabouraud) liquéfié préalablement au

bain marie a 95°C puis refroidi jusqu’a 45°C ;

v" Ajouter 1 ml de Tween 80 ;

v' Transvaser 50 ml dans un deuxiéme flacon et lui ajouter 1 ml d’huile essentielle pure
pour avoir la concentration a 2% ;

v' Verser la moitié du flacon dans une boite de Pétri puis ajuster le reste du flacon a 50 ml
avec du milieu neuf pour avoir la dilutiona 1 % ;

v' Procéder de la méme maniére jusqu’a la dilution a 0,03 % ;

v’ Laisser les boites de Pétri sur la paillasse pour le refroidissement et la solidification du
milieu ;

v' Aprés solidification, tracer sur la face inférieure des boites de Pétri contenant le milieu
MH des traits pour les séparer en deux puis en quatre ce qui correspond aux quatre souches
bactériennes, puis tracer un seul trait pour partager en deux les boites de Pétri contenant le
milieu SAB (Figure 31) ;

v Placer des disques en papier buvard de 9 mm de diamétre sur chaque espace
correspondant a une souche ;

v Ensemencer les boites de Pétri par spotage a I’aide d’une micro seringue de 3 pL des
suspensions microbienne de la dilution 10* germes/ml ;

v’ Laisser diffuser sur la paillasse pendant 30 mn ;
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v" Incuber les boites de Pétri a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 25°C pendant 48

h pour les levures.

]
/ O
\ ° )

N—

Milieu MH Milieu Sabouraud

Figure 31 : Partage des boites de Pétri pour la détermination de la CMI.

c. Expression des résultats

La lecture des résultats se fait a ’ceil nu. La CMI représente ainsi la plus faible
concentration d’huile essentielle inhibant toute croissance visible a I'ceil nu apres la période
d'incubation a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 25°C pendant 48 h pour les levures.

La présence de deux colonies ou moins n’est pas prise en considération (Hammer et
al., 1999).

1.12.3.2.2. Détermination des CMB

Apres avoir mis en évidence un effet inhibiteur des échantillons testés, nous avons essayé
d’approfondir 1’étude de I’effet antimicrobien de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea
(seule et celle enrichie avec du thymol) afin de déterminer 1’existence d’un effet bactéricide au-

dela de cet effet inhibiteur.

La CMB est donc déterminée aprés avoir eu les résultats de la CMI, elle représente la
concentration minimale bactéricide. En d’autres termes, c’est la concentration minimale d’HE

nécessaire a la destruction totale de I’inoculum initial.
a. Mode opératoire
La méthode permettant la détermination de la CMB consiste a :

v’ Liquéfier les milieux MH et SAB dans un bain marie a 95°C ;
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v Couler les boites de Pétri qui correspondent aux souches bactérienne par le milieu MH
liquéfier et maintenu en surfusion a 45°C et celle des levures par le milieu SAB ;

v’ Laisser les boites de Pétri sur la paillasse jusqu’a la solidification du milieu ;

v' A laide d’une pince stérile, prélever aseptiquement les disques correspondant aux
concentrations des échantillons testés ou aucune croissance n’est observée pour une souche
donnée en fin d’incubation lors de la détermination de la CMI ;

v Réintroduire les disques dans les boites de Pétri identifiée et coulées par les milieux de
culture dépourvu en huile essentielle ;

v" Incuber les boites de Pétri a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h

pour les levures.

b. Expression des résultats

La lecture des résultats des différentes CMB se fait a I’ceil nu. I1 suffit d’indiquer la plus
faible concentration d’huile essenticlle de Juniperus phoenicea (seule et celle enrichie avec du
thymol) ou aucune croissance microbienne n’est visible. Trois répétions ont été réalisées pour

chaque expérience et pour chaque échantillon testé.

1.13. Evaluation de Dleffet de la supplémentation de I’huile essentielle d’Ammoides

atlantica sur son activité insecticide

Cette partie a été traitée de facon approfondie, large et objective afin d’apporter de
nouveaux ¢léments de réflexion aux domaines de 1’agroalimentaire et de I’industrie des
biopesticides, le but globalement étant d’essayer de développer une stratégie de valorisation
des substances naturelles d’origine végétale garantissant la conservation des graines de pois
chiche sans risque sur la santé des consommateurs et sur I’équilibre bioécologique. Nous avons
ciblé de fagon plus précise I’étude de I’effet que pourrait avoir la supplémentation de 1’huile
essentielle d’Ammoides atlantica avec du carvacrol et/ou du thymol sur I’activité insecticide de

cette derniére vis-a-vis de Callosobrochus maculatus.
Quatre études ont ainsi été menées lors de cette partie :

v L’étude de I’évaluation de I’effet de la supplémentation des huiles essentielles étudiées
avec du carvacrol et/ou du thymol sur la toxicité de ces derniéres sur C. maculatus en

utilisant le test de la toxicité par fumigation ou par inhalation ;
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v L’étude de I’évaluation de I’effet de la supplémentation des huiles essentielles étudiées
avec du carvacrol et/ou du thymol sur la toxicité par contact de ces HE sur
Callosobrochus maculatus ;

v La détermination de I’effet des doses sublétales des huiles essentielles étudiées a 1’état
brute (seule) et enrichies avec du carvacrol et/ou du thymol sur la fécondité de
Callosobrochus maculatus.

v' L’étude de I’effet des doses sublétales des huiles essentielles étudiées a 1’état brute
(seule) et enrichies avec du carvacrol et/ou du thymol sur la fertilité de Callosobrochus
maculatus ;

1.13.1. Matériels biologiques
1.13.1.1. Matériel végeétal

Comme indiqué précédemment au début de ce chapitre, I’activité insecticide a été évaluée
pour les huiles essentielles d’Ammoides atlantica a 1’état brute (seule) et pour celles enrichies
avec du thymol ou du carvacrol sur la bruche du niébé (Callosobruchus maculatus). Ammoides

atlantica a été precédemment décrites dans le chapitre 111 de la partie bibliographique.
1.13.1.2. Matériel entomologique

1.13.1.2.1. Elevage de la bruche

L'élevage en masse des adultes de la bruche du niébé (Callosobruchus maculatus)
a éte realisé sur des grains secs de pois chiche (Cicer arietinum L.) sains et
commercialisés au laboratoire de phytopharmacie du département de Zoologie agricole
de ’ENSA (Ecole Nationale Supérieure Agronomique, El-Harrach, Alger). L’espéce a

¢été déterminée par le muséum d’histoire naturelle de Paris (France).

La multiplication de cet insecte ravageur a été réalisée dans des bocaux en verre d’une
capacité d’un litre contenant chacun 100 g de grains de pois chiche commercialisés et sains
(Figure 32). Chaque bocal a été infesté par 20 couples de bruche du niébé dans le but d’assurer
une reproduction efficace et rapide. Les bocaux sont ensuite recouverts par de la moustiquaire

a maille treés fine permettant I’aération du bocal. Ce dernier est ensuite placé dans une étuve
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Partie Il - Etude expérimentale

obscure, réglée a une température de 28 £+ 2°C et a une humidité de 70 £ 5 %, ce qui correspond
aux conditions favorables a la reproduction de cette bruche.

Figure 32 : Elevage en masse de C. maculatus dans des bocaux en verre placés dans une

étuve obscure a une température de 28+2°C et a une humidité de 70£5%.

Les adultes de la bruche de niebé utilisés lors de notre expérimentation sont agés de 24

H. lls sont obtenus par tamisage quotidien des graines de pois chiches infestées (Figure 33).
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Figure 33 : Obtention des adultes de bruches agés de 24 H a partir des tamisages
quotidiens des graines secs de pois chiches infestées.

1.13.2. Choix des doses expérimentales

Les doses d’huiles essentielles utilisées dans les différents tests sont choisies sur la base
d’essais préliminaires. Ainsi, plusieurs essais ou tests a blanc ont été réalisés avec des
répétitions afin de fixer la meilleure gamme de doses a retenir, en tenant compte de la meilleure
efficacité réalisée dans les temps les plus courts. Nous notons que la surface des boite de Pétri
utilisées dans le test contact est de 78,5 cm?, et que le volume des pots utilisés dans le test

d’inhalation est de 69,5 cm®.

Les doses retenues des échantillons d’huiles essentielles d’Ammoides atlantica sont

représentées dans le tableau 9.
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Tableau 9 : Doses retenues pour les différents tests des échantillons d’huiles essenticlles

d’Ammoides atlantica.

Doses (uL) | Doses (pL)
Doses (nL/cm?) dans le cas des danslecas | dans le cas
. ) tests de la toxicité des HE par du testde la | du testde
Echantillons 3 . -
contact et doses (uL/cm®) pour le | toxicité des | la toxicité
test de I’inhalation HE sur la des HE sur
fertilité la fécondité
Pour les 3 D1=0,038 pL/cm?; Dy = 0,043 pL/cm’.
échantillons d’HE | D2=0,076 uL/cm? ; D, = 0,086 pL/cm®. - -
(seule et enrichies) | D= 0,152 pL/em® ; D= 0,173 pL/em’.
HE d’Ammoides
_ - 5,8 uL 5,8 uL
atlantica seule
HE d’Ammoides
_ - 3,1 uL 3,1 uL
atlantica + Thymol
HE d’Ammoides
_ - 0,078 uL 0,078 uL
atlantica + Carvacrol

1.13.3. Choix du solvant

Le solvant utilisé¢ pour la préparation des solutions d’huile essentielle selon les doses
retenues est ’acétone. Ce dernier a été choisi pour les raisons suivantes : son évaporation tres
rapide ; son inertic chimique (pas d’interaction avec les composants des huiles essentielles) et

I’absence d’effet résiduel.

Ce solvant a été utilisé dans les tests de I’effet de la toxicité de ’HE (seule et enrichi) par
contact, de I’effet de la toxicité de ’'HE (seule et enrichie) sur la fécondité et sur la fertilité de
la bruche du niébé. L’objectif de son utilisation est de permettre une meilleure diffusion de

I’huile essentielle dans le papier filtre et dans le tégument du grain de pois chiche sain.
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1.13.4. Evaluation de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’A. atlantica sur

sa toxicité vis-a-vis de Callosobrochus maculatus

La toxicité de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica testée (seule et enrichie) sur
Callosobrochus maculatus a été évaluée par deux modes de pénétration, a savoir : la toxicité
par fumigation ou inhalation et la toxicité par contact.

Nous avons souhaité démontrer a travers ces tests 1’effet de I’enrichissement de ’huile
essentielle d’A. atlantica avec du carvacrol et/ou du thymol sur la toxicité (par contact et par
inhalation) de cette huile essentielle vis-a-vis de la bruche du niébé.

1.13.4.1. Evaluation de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’A. atlantica sur

sa toxicité par contact
a. Principe

La méthode utilisée pour évaluer la toxicité de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica
(seule et enrichie) par contact est celle de I'imprégnation de papier filtre déposé sur une boite
de Pétri. Cette méthode permet ainsi un contact direct entre I’insecte (C. maculatus) et la

substance active (huile essentielle).
b. Mode opératoire

Apres homogénéisation du mélange (solvant + échantillon d’huile essentielle seule ou
enrichie), 1 mL de ce dernier est prélevé et réparti uniformément sur un disque de papier filtre
épousant la surface du fond de la boite de Pétri. Ce disque a préalablement été placé au fond de

la boite de Pétri en verre.

Apres évaporation totale du solvant a température ambiante, 20 bruches adultes du méme

age (0 - 24 h) et de sexe hétérogéne sont déposées dans chaque boite de Pétri.

Chaque boite de Pétri est rapidement recouverte avec un petit morceau de moustiquaire a

maille fine. Cela permet une parfaite aération et empéche toute fuite d’insectes (Figure 34).

103



Chapitre I — Matériels et méthodes
Partie Il — Etude expérimentale

Figure 34 : Evaluation de la toxicité par contact des huiles essentielles d’Ammoides

atlantica seules et enrichies avec du thymol ou du carvacrol sur la bruche du niébé.

Le comptage des insectes morts est effectué sous une loupe binoculaire aprés 24 et 48
heures.

Les insectes sont considérés comme étant morts lorsqu’ils ne montrent plus aucun signal
de mouvement, méme aprés un léger contact avec une tige de verre ou un chatouillement des

pattes.

Trois répétitions sont réalisées pour chaque dose et pour le témoin traité uniquement a

[’acétone.
c. Détermination de la DL3p et de la DLsg

Dans le but de déterminer la toxicité par contact des huiles essentielles d’Ammoides
atlantica seules et enrichies, les doses ou concentrations qui causent la mort de 30 % (DL3o), et
de 50 % (DLso) des insectes ont été déterminées a partir des droites de régression tracées a
partir de la relation des % des mortalités corriges transformés en Probits en fonction du Log des
doses selon (Finney, 1971).
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1.13.4.2. Evaluation de Ieffet de la supplémentation de ’huile essentielle d’A. atlantica sur

sa toxicité par inhalation
a. Principe

Dans le cas de la détermination de I’effet de 1’enrichissement de I’huile essentielle d’A.
atlantica avec du carvacrol et/ou du thymol sur la toxicité de cette huile par inhalation vis-a-vis
de la bruche du niéb¢, les doses ont été fixées mais 1’enregistrement de la mortalité a été effectué

a des temps variables.

Pour chaque échantillon d’huile essentielle (seule et enrichie), des doses ont été

préalablement préparées et fixées grace a la réalisation de tests a blanc.
b. Mode opératoire

Le test de toxicité par inhalation a été réalisé dans des pots a vis de forme cylindrique
dont la base est de 3,67 cm de diametre et la hauteur est de 6,5 cm, soit un volume de 68,64
cm?®. Des demi-batonnets de coton-tige de 2 cm de long ont été fixés contre la face interne du
couvercle de chaque flacon et imbibés de la dose nécessaire d’huile essentielle seule ou

enrichie. Les flacons témoins comportent des batonnets non traités.

Dans le but de saturer 1’atmosphére interne des flacons, ces derniers contenant les
batonnets imprégnés de la dose d’huile essentielle sont maintenus fermés pendant 10 min. Ils
sont ensuite ouverts pour introduire tres rapidement les 20 insectes adultes (du méme age et de

sexe hétérogene). Le couvercle est enfin fermement vissé sur chaque flacon (Figure 35 et 36).

Trois répétions ont été réalisées pour I’ensemble des échantillons d’huiles essentielles

seules et enrichies avec du thymol ou du carvacrol ainsi que pour 1’échantillon témoin.

Quatre temps de lecture ont été choisis : 6 heures, 12 heures, 24 heures et 48 heures. Ces

durées d’exposition ont été préalablement déterminées par des tests préliminaires.
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Partie Il — Etude expérimentale
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o e—
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Figure 35 : Traitement des pots par les huiles essentielles (seule et enrichie) pour le test

d’évaluation de I’effet de la supplémentation de I’HE sur sa toxicité par inhalation.

Figure 36 : Evaluation de I’effet de la supplémentation avec du thymol ou du carvacrol de
I’HE d’A. atlantica sur sa toxicité par inhalation (aprées 6 heures) sur la bruche du niébé.
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c. Détermination des temps létaux

Les temps létaux TL30 et TL50 sont les temps correspondant a une mortalité de 30 et de
50 % des insectes pour une dose bien définie.

Les TL53 et TL50 sont déterminés a partir des droites de régression du test d’inhalation

1.13.4.3. Détermination de D’effet des doses sublétales (DL3 et DLso) des HE
supplémentées sur des parametres biologiques

1.13.4.3.1. Effet sur la fécondité
a. Principe

La fecondite des femelles de Callosobrochus maculatus exposées aux doses DL3o et DLso

est déterminée par le nombre d’ceufs pondus par la femelle au cours de sa vie.

Pour chaque échantillon d’huile essentielle d’A. atlantica enrichie et seule, la fecondité
des femelles de Callosobrochus maculatus a été étudiée sur 30 couples d’adultes, agés de 0 —
24 heures, répartis dans 6 bocaux en verre d’une capacité de 250 mL, a raison de 5 couples par

bocal en verre.
b. Mode opératoire

10 grains sains (environ 200 g) de pois chiche commercialisé ont été placés dans chaque
bocal en verre. Le nombre de répétition pour chaque échantillon d’huile essentielle d’A.

atlantica seule et enrichie a été fixé a six.

Les doses retenues des huiles essentielles testées (seules et enrichies avec du thymol ou
du carvacrol) sont déposées et soigneusement réparties a I’aide d’une légere agitation manuelle
sur les grains de pois chiche sains disposés dans les bocaux en verre. Ces derniers restent ouverts

jusqu'a I’évaporation totale du solvant.

5 couples de bruches adultes agés de 24 heures sont introduits dans chaque bocal en verre
contenant les 10 grains de pois chiche sains et traités. Chaque bocal en verre est ensuite

rapidement recouvert avec un petit morceau de mousseline.
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L’observation et le dénombrement des pontes dans toutes les répétitions de I’essai
(témoin, huile essentielle seule, huile essentielle enrichie avec du thymol, huile essentielle
enrichie avec du carvacrol) sont quotidiens et effectués a la loupe binoculaire jusqu’a la mort
de toutes les femelles (les ceufs pondus sont comptés et éliminés quotidiennement par grattage

a I’aide d’une lime en fer pour éviter toute confusion au cours du dénombrement).
1.13.4.3.2. Effet sur la fertilité

La fertilité¢ est mesurée par le pourcentage d’éclosion qui correspond a la durée de

I’embryogénese et par le pourcentage d’émergence des adultes a partir des ceufs pondus.
a. Principe

La détermination de la fertilité de C. maculatus a été réalisée sur un total de 200 ceufs

agés de 0 — 24 heures. Ces ceufs ont été soigneusement récupérés durant I’étude de la fécondité.
b. Mode opératoire

Les ceufs pondus par de C. maculatus sont récupéres et répartis dans de petites boites en
verre de Pétri de 9 cm de diamétre a raison de deux ceufs par graine de pois chiche. Chaque
boite de Pétri contient ainsi 5 graines de pois chiche ce qui correspond a 10 ceufs par répétition.
5 répétitions ont été réalisées soit un total de 50 ceufs pour chaque échantillon retenu (témoin,
huile essentielle seule, huile essentielle enrichie avec du thymol, huile essentielle enrichie avec
du carvacrol). Les boites de Pétri ainsi constituées sont introduites dans une étuve

soigneusement réglée a une température de 30 + 2°C et a une humidité de 70 + 5%.
Les éclosions des ceufs sont observées et notées quotidiennement.
1.13.4.3.3. Effet sur I’émergence

L’émergence des adultes de C. maculatus est surveillée des le 20éme jour de la mise en
place de I’essai. Les adultes nouvellement émergés sont retirés des boites de Pétri puis
dénombrés au fur et a mesure de leur émergence. L’expérimentation prend fin lorsque

I’émergence des adultes est nulle pendant une semaine.
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1.13.4.3.4. Effet sur le sex-ratio

L’observation du sexe des adultes nouvellement émergés est réalisée sous une loupe
binoculaire au fur et a mesure des émergences. Un tableau est dressé dans le but de déterminer
le nombre total de méles et de femelles qui ont émergeé apres traitement des pois chiches avec
de ’huile essentielle supplémentée ou non. L’expérimentation prend fin lorsque 1’émergence

des adultes est nulle pendant une semaine.
1.13.5. Expression des résultats
1.13.5.1. Calcul du pourcentage d’éclosion

Le pourcentage d’éclosion a été calculé selon la formule donnée ci-dessous :

) Nombre d'oeufs éclos
Pourcentage d'éclosion = x 100
Nombre d'oeufs pondus

1.13.5.2. Calcul du pourcentage d’émergence

Le pourcentage d’émergence a été calculé selon la formule donnée ci-dessous :

Nombre d’'insectes émergeant

x 100

Pourcentage d’émergence =
9 9 Nombre d’ceufs pondus

1.13.5.3. Calcul du pourcentage de mortalité corrigee

L’efficacité d’un produit biocide est évaluée par la mortalité de 1’organisme cible.
Cependant, le nombre d’individus dénombrés morts dans une population traitée par un biocide
n’est pas le nombre réel d’individus tués par ce toxique. Il existe en effet dans toute population
traitée une mortalité naturelle, qui vient s’ajouter a la mortalité provoquée par le toxique. C’est
pour cela que les pourcentages de mortalité doivent étre corrigés. Ainsi, dans les essais de
toxicité par contact et par fumigation (inhalation), les données ont été transformées en utilisant
la formule d'Abbott (1925) indiquée ci-dessous :
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Mc (%) = 100 (M-Mt)/ (100 - Mt)

Ou:

Mc : est le pourcentage de mortalité apres correction ;

M : est le pourcentage de mortalit¢ moyenne d’insectes dans I’échantillon traité ;
Mt : est le pourcentage de mortalit¢ moyenne d’insectes dans I’échantillon témoin.

Les résultats obtenus sont représentés dans des tableaux de synthése. L’évaluation de
I’effet de la supplémentation (avec du thymol et du carvacrol) de I’huile essenticlle d’A.
atlantica sur sa toxicité par contact et par inhalation vis-a-vis de la bruche du niébe est démontré
a I’aide des courbes indiquant 1’évolution des Probits en fonction des variables étudiées (log.

Doses et log. Temps).
1.13.5.4. Calcul des doses et des temps létaux

L’efficacité d’un toxique se mesure par les doses 1étales (DL3g , DLso) ou les temps létaux
(TLso, TLso) qui représentent la quantité de substance toxique entrainant respectivement
I’élimination de 30 % , 50 % et 90 % de la population traitée ; cette quantité est déduite a partir
du tracé des droites de régression représentées graphiquement en fonction du logarithme
népérien des doses et des mortalité corrigées transformées en Probits selon la méthode de
Finney (1971).

1.13.5.5. Evaluation du pourcentage d’émergence

Le taux d'émergence (TE) est déterminé en établissant le rapport entre le nombre total

d'adultes émergés et le nombre total d'ceufs pondus.

TE (%) = (Nombre d'adultes émergés / Nombre total d'ceufs pondus) x 100
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1.13.5.6. Evaluation du sex-ratio

Le sex-ratio (SR) : représente un rapport donnant une information sur les proportions
respectives de males et de femelles dans un groupe d'individus donné. Le rapport entre les
nombres "n" de males et "f" de femelles présents dans le méme ensemble d'individus ; dans ce

cas sr=n/f.

Sisr=1, il yaéquilibre entre les deux sexes (autant de males que de femelles). S'il est
supérieur a ce chiffre, cela dénote une prépondérance de males et réciproquement.

1.13.6. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été réalisées avec au moins trois repétitions et les résultats sont

exprimés en moyenne + écart type.

L’¢élaboration des graphes a été effectuée en utilisant Excel 2013. L analyse statistique a
été réalisée en utilisant le logiciel SPSS (version 17.0). Les comparaisons statistiques ont été
réalisées en s’appuyant sur I’analyse de la variance a un facteur (ANOVA) suivi du test de

Tukey, avec un niveau de signification fixé a p < 0,05.
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I. Effet de l'irradiation gamma sur la composition chimique et
I'activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits
éthanoliques de Thymus algeriensis Boiss. et Reut.

1.1. Introduction

Les plantes aromatiques et médicinales sont sujettes a I’infestation par des insectes et a la
contamination microbienne par des micro-organismes pathogenes lors de leur collecte,
traitement, transport et stockage, cela pourraient provoquer des changements physiques ou

chimiques dans leurs propriétés médicinales ou dans leurs métabolites.

Plusieurs méthodes de décontamination des plantes aromatiques et medicinales viennent
répondre a cette problématique, mais le traitement le plus versatile est le traitement avec des

rayonnements ionisants (Polovka et al., 2007).

L'irradiation gamma comme traitement phytosanitaire s'est averée slre et efficace pour
améliorer la qualité hygiénique de divers aliments et herbes aromatiques et médicinales afin de

prolonger leur durée de conservation (Farkas, 1998 ; IAEA, 1992).

Selon le Codex Alimentarius Général Standard, I'irradiation gamma est autorisée pour la
décontamination d'herbes et d'épices aromatiques séchées jusqu'a une dose de 10 kGy
(FAO/WHO, 2003). Par ailleurs, cette limitation a été augmentée par la Food and Drug
Administration (FDA) des Etats-Unis et par certains pays, tel que I’ Argentine, a des doses de
30 kGy pour ces mémes produits (Code of Federal Regulation, 2004 ; Pérez et al., 2011).

Plusieurs études rapportent que les matériaux (plantes et aliments) irradiés a des doses
supérieures a 10 kGy sont décontaminés microbiologiquement sans compromettre leurs valeurs
nutritionnelles et leurs propriétés pharmacologiques (Silva et al., 2013 ; Owczarczyk et al.,
2000 ; Aziz et Moussa, 2000).

Les principaux objectifs de notre étude sont d’explorer les effets de diverses doses
d'irradiation gamma sur la composition chimique de 1’huile essentielle de Thymus algeriensis ;
sur la teneur totale en composés phénoliques de son extrait éthanolique non volatile ; et sur son
activité¢ antioxydante. Les résultats obtenus seront utiles pour savoir si I’on pourrait ou pas

utiliser I’irradiation gamma pour allonger la durée de conservation de T. algeriensis.
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1.2. Effet de I'irradiation gamma sur les huiles essentielles

Le tableau 10 montre les rendements, la classe chimique et les constituants identifiés dans
les huiles essentielles des échantillons non irradiés et irradiés de T. algeriensis aux doses de 10,
de 20 et de 30 kGy.

Le rendement des huiles essentielles du témoin (échantillon non irradié) et des échantillons
irradiés se situe entre 1,9 et 2,0 % (v/m), ces valeurs ne montrent aucune différence majeure en
fonction du niveau de I'irradiation. Il apparait donc que le prétraitement de la plante de T.

algeriensis par les rayons gamma n’a pas d’effet sur son rendement en huile essentielle.

Le chromatogramme représentatif de 1’huile essentielle de T. algeriensis est présenté dans

la figure 37.

Comme cela peut étre montré dans le tableau 10 ainsi que sur la figure 38 qui représente
les chromatogrammes superposes des differents échantillons (irradiés et non irradiés), les
compositions qualitatives des huiles essentielles obtenues a partir des plantes irradiées et celles
non irradiées (témoins) sont identiques. Ces résultats sont en bon accord avec les données de la
littérature concernant les compositions chimiques des huiles essentielles de Thymus vulgaris
irradié avec des doses de 10 et de 30 kGy (Haddad et al., 2007 ; EI-Shahat et Hamza, 2011 ;
Anwar et al., 2015), et d'autres plantes comme Origanum vulgare (Elizlade et Espinosa,
2011), Mentha piperita (Fatemi et al., 2014), Mentha pulegium (Zantar et al,, 2015),
Angélique gigas (Seo et al., 2007), Ocinum basilicum (Antonelli et al., 1998) ou épices, telles
gue Curcuma longa (Chatterjee et al., 2000), Carum carvi (Fatemi et al., 2011), Pipernigrum
(Sadecka, 2010) et Zingiber montanum (Thongphasuk et al., 2014).

Par contre, ces résultats sont en désaccord avec ceux rapportés par Abdeldaim et al.,
(2009) qui ont noté que certains composes ont disparu tandis que de nouveaux composes ont
fait leur apparition dans les huiles essentielles des échantillons de romarin irradiés a des doses
de 3 et de 15 kGy. Nous pouvons citer parmi les composants nouvellement apparus 1’a-
gurjunene. Les composants qui ont disparu des échantillons d’huiles essentielles de romarin
irradiés sont toutefois restés présents dans nos échantillons, tels que le camphéne, 1’a-terpinéol

et I'aromadendréne.
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Figure 37 : Chromatogramme GC-MS de I’huile essentielle de Thymus algeriensis non

irradié. Les numéros des pics correspondent aux numéros d’ordre des composés du tableau
10.
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Tableau 10 : Composition chimique (%) des huiles essentielles de T. algeriensis irradié a des
doses de 0, de 10, de 20 et de 30 kGy.

Doses d’irradiation de T. algeriensis

Identification?

Indicede O0kGy 10kGy 20kGy 30kGy

N®  Composes Rétention

1  (E)-2-Hexenal 850 t t t t IR, SM

2 3-Hexen-1-ol 857 t t t t IR, SM

3  1-Hexanol 870 t t t t IR, SM, Et.
4 Tricyclene 923 t t t t IR, SM, Et.
5  Methylhexanoate 924 t t t t IR, SM

6  o-Thujene 928 0.4 0.3 0.4 0.4 IR, SM

7  o-Pinene 937 0.7 0.6 0.7 0.6 IR, SM, Et.
8  Camphene 952 0.3 0.2 0.3 0.2 IR, SM, Et.
9  Verbenene 963 t t t t IR, SM

10 Sabinene 975 t t t t IR, SM, Et.
11 B-Pinene 978 0.1 0.1 0.1 0.1 IR, SM, Et.
12 1-Octen-3-ol 981 0.2 0.2 0.2 0.2 IR, SM

13  3-Octanone 986 t t t t IR, SM

14 B-Myrcene 990 1.3 1.1 1.2 1.2 IR, SM, Et.
15 3-Octanol 993 0.1 0.1 0.1 0.1 IR, SM

16  a-Phellandrene 1004 0.3 0.2 0.3 0.2 IR, SM, Et.
17 &-3-Carene 1010 0.1 0.1 0.1 0.1 IR, SM, Et.
18 «a-Terpinene 1017 1.8 1.4 1.7 1.5 IR, SM, Et.
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19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

p-Cymene
-Phellandrene
1,8-Cineole
cis-B-Ocimene
trans-B-Ocimene
y-Terpinene
cis-Sabinene hydrate
Terpinolene
p-Cymenyl
trans-Sabinene hydrate
Linalool
p-Menth-2-en-1-ol
Camphor

Borneol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
trans-Dihydrocarvone
Nerol

Carvone

Neral

Thymol

Carvacrol

1025

1030

1032

1037

1049

1059

1068

1087

1089

1098

1200

1123

1144

1167

1177

1190

1200

1228

1242

1243

1292

1299

6.8

0.5

0.2

0.1

6.7

0.3

0.3

0.1

1.1

0.8

0.2

0.1

0.1

0.1

0.9

64.6

6.2

0.4

0.2

5.9

0.2

0.2

0.1

1.4

1.1

0.8

0.1

0.1

0.1

0.8

65.9

6.7

0.5

0.2

6.4

0.2

0.2

0.1

0.1

1.5

1.2

0.9

0.2

0.1

0.1

0.9

65.8

6.9

0.5

0.2

6.1

0.2

0.2

1.1

0.8

0.1

0.1

0.1

0.8

65.4

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.
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41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

Eugenol
cis-Carvacryl acetate
Neryl acetate
a-Gurjunene
[-Caryophyllene
B-Gurjunene

Aromadendrene

1, 6,6-Trimethylbicyclo

[3. 3.0] octan-3-one*
allo-Aromadendrene
y-Muurolene
trans-B-lonone
Ledene
a-Muurolene
[-Bisabolene
cis-y-Bisabolene
d-Cadinene
Cadina-1,4-diene
cis-a- Bisabolene
Elemol

Spathulenol

Caryophyllene oxide

1358

1362

1364

1411

1418

1430

1439

1454

1460

1476

1485

1486

1498

1509

1513

1523

1530

1540

1549

1575

1579

0.2

1.2

0.1

3.4

0.1

0.5

0.1

0.1

0.1

0.1

0.2

1.5

0.2

1.2

3.4

0.2

0.5

0.1

0.1

0.1

0.1

0.2

0.3

1.8

0.2

1.2

3.4

0.1

0.5

0.1

0.1

0.1

0.2

1.4

0.2

1.2

3.0

0.1

0.5

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.2

1.9

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM

SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.
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62 Caryophylla-4(12), 1633 0.1 0.1 0.1 0.1 IR, SM
8(13)-dien-5-beta-ol

63 Isospathulenol 1635 t t t t IR, SM

64 a-Muurolol 1643 t 0.1 t 0.1 IR, SM

65 B-Eudesmol 1649 t 0.1 t 0.1 IR, SM

66 a-Eudesmol 1652 t 0.1 t 0.1 IR, SM

67 a-Cadinol 1653 t 0.1 t 0.1 IR, SM
% ldentification 974 963 982 96.6

Classe des composes

Monoterpenes 194 167 189 18.0
Monoterpenes oxygénés 71.4 717 724 71.4
Sesquiterpénes 3.9 4.0 3.8 3.5
Sesquiterpénes 1.8 2.8 1.7 2.7
0XYyQgénes

Autres 0.9 1.0 14 1.0
Rendement (%) 1.9 1.9 2.0 2.0

Indice de rétention par rapport a la colonne HP 5MS ; ?identification: Et, comparaison de I’indice
rétention par rapport a un étalon ; SM, comparaison du spectre de masse par rapport a ceux de la base
de données informatisée et /ou de la bibliographie ; IR, comparaison de I’indice de rétention calculé par
rapport a ceux de la bibliographie; * tentative d’identification par spectrométrie de masse; t, trace

(<0.05%).
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L'analyse chromatographique des huiles essentielles de T. algeriensis a permis d’identifier
67 composes représentant 96,3 % a 98,2 % du total des huiles.

Cette analyse fait apparaitre quatre composants principaux : le carvacrol (64,6 - 65,9 %),
le p-cymene (6,2 - 6,9 %), le y-terpinéne (5,9 - 6,7 %), et le p-caryophylléne (3,0 - 3,4 %).

Nous notons d’apres le tableau 10 que I'huile essentielle de T. algeriensis Boiss. et
Reut. non irradié, originaire de Hamdania (Médéa) et récolté en Mai 2014, est dominée par le
carvacrol (64 %), le p-cymene (6,8 %), le y-terpinene (6,7 %), le B-caryophylléne (3,4 %), et le
linalool (1,6 %). La composition chimique d’une huile essentielle varie en fonction de
nombreux facteurs (citées dans la partie bibliographique de cette étude) tels que la nature de la
plante, le moment de la récolte, les conditions d’extraction, I’origine de la plante, etc. En effet,
les travaux de Amarti et al., (2011) indique que I’huile essentielle de T. algeriensis originaire
du Maroc est quant a elle dominée conjointement par le camphre (27,7 %) et I’a-pinene (20,5
%). D’autres composés sont également présents mais a des teneurs réduites : a-thujene (9,64
%), B-pinene (8,02%), 1,8-cineole (7,69 %), limonene (4,85 %), sabinene (3,84 %) et borneol
(2,53 %). Alors que, les essences de T. algeriensis originaires de Khedara et Fatoum Souda
(Algérie) présenteraient les mémes composés majoritaires mais elles seraient plus riches en a-
pinene qu’en camphre (Giordani et al., 2008). Cependant I’huile essentielle de T. algeriensis
de la Lybie est dominée par le thymol (36,8 %) et le myrcene (20,2 %) (Aboutabl et EI-Dhamy,
1995), alors que celle du Maroc €etudiée par Benjilali et al., (1987a, b) contient le thymol (14,4-
65,1%) et le carvacrol (22,8 - 70,3 %) comme constituants majoritaires. De méme que Dob et
al., (2006) ont trouvé que le linalol (43,3 %) et le thymol (29,2 %) sont les constituants

prédominants de I’huile essentielle de cette méme espece.

Le grand polymorphisme chimique de cette essence a été confirmé par Hazzit et al.,
(2009). En effet, I’huile essentielle de T. algeriensis collecté a EI Asnam (Algérie) est composée
majoritairement par le 4-terpineol (10,6%), le camphre (10,1 %) et le p-cymene (9,9 %), alors
que celle de T. algeriensis du Parc national de Chréa (Algérie) récolté a 800 m d’altitude
contient le thymol (29,5 %) comme principal constituant et que celle de T. algeriensis récolté a
1500 m d’altitude est dominée par I’acetate de terpenyle (18,0 %), le nerolidol (12,6 %) et I’a-
pinene (11,1 %).
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Figure 38 : Chromatogrammes GC-MS superposés des huiles essentielles de T. algeriensis
irradié a des doses de 0, 10, 20 et de 30 kGy.
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Concernant I’effet de I’irradiation gamma sur la composition chimique des huiles
essentielles de T. algeriensis non irradié et irradié a des doses de 10, 20 et 30 kGy, nous notons
que l'irradiation gamma des échantillons (plantes) de T. algeriensis a produit des changements
mineurs dans la composition quantitative de certains constituants des huiles essentielles

obtenues.

Les différences les plus importantes ont été enregistrées pour les constituants les plus
importants des huiles essentielles de T. algeriensis (Figure 39). Ainsi, la teneur en carvacrol
augmente pour toutes les doses d'irradiation, elle passe ainsi de 64,6 % (échantillon non irradié)
a 65,9 % (pour I’échantillon irradi¢ avec une dose de 10 kGy), mais ces augmentations
diminuent de la dose la plus faible comme suit : + 1,3 % pour 10 kGy, 1,2 % pour 20 kGy et
0,8 % pour 30 kGy.

L’échantillon d’huile essentielle de T. algeriensis qui a montré la meilleure augmentation
est celui qui a eté irradié avec une dose de 10 kGy enregistrant une teneur de 65,9 % de
carvacrol. 1l est suivi par celui qui a été irradié avec une dose de 20 kGy enregistrant une teneur
de 65,8 %.

La diminution de la teneur en p-Cymeéne la plus représentatif a été enregistrée par
I’échantillon d’huile essentielle de T. algeriensis irradié avec une dose de 10 kGy (- 0,6 %). La
teneur en p-Cymene est restée toutefois dans une proportion similaire a celle de 1’échantillon
témoin (non irradié¢) pour les deux autres doses de traitement. L’échantillon d’huile essentielle
de T. algeriensis qui a montré I’augmentation la plus élevée est celui qui a été irradié avec une

dose de 30 kGy enregistrant une teneur de 6,9 % de p-Cymene

La teneur en y-Terpinene diminue pour tous les échantillons d’huiles essentielles de T.
algeriensis irradié, mais la diminution la plus prononcée est enregistrée pour les échantillons
irradiés avec des doses de 10 et de 30 kGy. Ce changement irrégulier est similaire a celui

rapporté pour le méme composé de Zingiber montanum (Thongphasuk et al., 2014).

Au vu des différentes observations, nous constatons que la sensibilité des composes
chimiques a l'irradiation est variable. Les tendances de variation du carvacrol et du y-Terpinéne
sont en accord avec celles rapportées pour le T. algeriensis marocain connu pour sa richesse en
carvacrol, et irradié avec des doses de 10, 20 et de 30 kGy (Zantar et al., 2015). Néanmoins,

nous avons trouvé une tendance inverse pour le p-Cymene par rapport aux résultats de ces
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auteurs. T. vulgaris commercial irradié avec une dose de 10 kGy n'a montré aucun changement

substantiel dans sa teneur en carvacrol (+ 0,2 %) (Haddad et al., 2007).
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Figure 39 : Variations des teneurs des principaux composés des huiles essentielles de T.

algeriensis en fonction de la dose d’irradiation.

Il est remarquable de noter que le linalool qui a été signalé comme trés sensible a
I'irradiation (Antonelli et al., 1998) a montré un changement négligeable. Le méme composé
(3,3 %) disparait de I’huile essenticlle de la menthe poivrée irradiée a faible dose (1 kGy)
(Machhour et al., 2011).

En ce qui concerne les constituants sesquiterpéniques, le seul changement notable a été
observé pour la dose d'ionisation de 30 kGy entrainant une augmentation de l'oxyde de
caryophylléne équilibrée par une perte équipollente en B-caryophyllene. Ce dernier effet
concernant le B-caryophylléne a été observe par Sadeckéa (2010) pour les huiles essentielles du
poivre noir. Les résultats obtenus et ceux de nombreux chercheurs montrent qu’un effet
spécifique peut étre trés souvent observé pour différentes huiles essentielles, et que le méme
composé présent dans les huiles essentielles de différentes plantes peut se comporter

difféeremment méme s'il est soumis au méme traitement (Farag et al., 1995).
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Seo et al., (2007) ont de leur coté démontré que la composition chimique des huiles
essentielles de Nigella n'avait pas changé aprés le traitement par irradiation a des doses de 1 a
20 kGy. Une tendance similaire a été observée par Chatterjee et al., (2000) sur les composes
d'huiles essentielles volatiles du turmeric (Curcuma longa) et du gingembre (Variyar et al.,
1997). Haddad et al., (2007) ont conclu que les effets de I'irradiation gamma sur la composition
chimique des extraits de plantes dépendent des doses d'irradiation, de I'exposition temporelle,
du type de plante et du type d'extraction. Les mémes auteurs ont également suggéré que le

méme composé pouvait étre affecté différemment selon le type (I’espece) de plante.
I.3. Effet du rayonnement gamma sur les teneurs en phénols totaux et en flavonoides

Différents rapports sur I'effet de I'irradiation par les rayons gamma sur la quantité totale de
composes phénoliques et/ou de flavonoides dans les plantes aromatiques et médicinales sont
disponibles dans la littérature. On retrouve le cas de l'augmentation et/ou de la diminution des
phénols totaux, mais également des études qui démontrent que ces quantités ne sont pas

affectées par l'irradiation gamma.

Cependant, il convient de noter que ces differents résultats (augmentation, diminution ou
absence d’effet sur les quantités totale de composés phénoliques et/ou de flavonoides dans les

plantes aromatiques et médicinales) peuvent étre retrouvés pour une méme plante.

L’effet de l'irradiation par les rayons gamma sur la quantité totale de composés phénoliques
et/ou de flavonoides retrouvés dans les plantes aromatiques et médicinales serait par ailleurs
variable en fonction de la dose d'irradiation et ou du solvant d'extraction utilisé. Dans le but
d’étre plus explicites, nous allons passer en revue quelques exemples représentant ces

différentes situations :

Pour des doses d'irradiation de 25 et de 10 kGy, Fatemi et al., (2014) et Thongphasuk et
al., (2014) ont trouvé que lirradiation par le rayonnement gamma n'affecte pas
significativement les teneurs en flavonoides et en phénols totaux (PT) des extraits
méthanoliques de Mentha piperta et de Zingiber montana, respectivement. Le méme résultat a
été rapporté pour les PT des extraits méthanoliques de sauge et d'origan traités avec une dose
de 30 kGy (Pérez et al., 2011), ainsi que pour les flavonoides totaux (FT) de Thymus vulgaris
(Pereira et al., 2016) traités avec une dose de 10 kGy. De plus, une dose de 30 kGy de radiation

gamma appliquée aux feuilles de romarin ne modifie pas significativement la teneur en phénols
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totaux des extraits méthanoliques et éthanoliques, mais augmente celle de l'extrait aqueux
(Pérez et al., 2007), suggérant que la nature du solvant peut influencer la teneur totale en
flavonoides. D'autres considérations, telles que les conditions de prétraitement des PAM et
d'extraction des huiles essentielles (Albu et al., 2004 ; Wada et al., 2004) affectent directement
la concentration des phénols totaux et des flavonoides totaux dans I'extrait final.

Prenons par ailleurs I’exemple de Cinnamomum zeylanicum et de Echinacea purpurea qui
exposés a une irradiation gamma de 10, 15, 20 et de 25 kGy n'ont pas montré de différence
significative quant a la teneur des PT des échantillons traités et non traités. De plus, un
rayonnement allant jusqu'a 15 kGy n'a pas eu d'effet significatif sur la teneur totale en phénols
d'Echinacea purpurea, mais lI'augmentation de la dose d'irradiation jusqu'a 20 et 25 kGy a
montré une augmentation significative de la teneur en PT (Jamshidi et al., 2014).

En revanche, Pereira et al., (2015) ont rapporté que l'irradiation de Ginkgo biloba L. a une
dose de 10 kGy améliore l'extractibilité des composes phénoliques. Ainsi, les sous-produits
formés lors d'une irradiation dépendent de la matrice végétale ou alimentaire et de la dose
appliquée. Ce phénomene est généralement attribue a la dégradation de certaines molécules lors
de l'irradiation et qui se produit par des mécanismes complexes. Bien qu'il soit considéré que
certaines liaisons peuvent étre rompues (Stewart, 2001). Cela pourrait expliquer la teneur plus
élevée en composés phénoliques qui peut étre observée pour certaines matrices et pour certaines

doses.

Des augmentations significatives des teneurs en composés phénoliques totaux ont été
observées dans I’huile essentielle de gingembre aprés traitement par irradiation, par rapport a
I'échantillon témoin (Suhaj et Horvathova, 2007). Par contre, Minea et al., (2007) ont noté
une diminution importante des flavonoides chez I’argousier (Hippophae rhamnoides) irradié

avec une dose de 20 kGy.

Gumus et al., (2011) ont aussi constaté une diminution de la teneur totale en phénols des
extraits méthanoliques de Thymus vulgaris, de Satureja hortensis et de Tymbra spicata irradiés

a de faibles doses (1, 2, 3 et 5,1 kGy). Ce phénoméne pourrait étre attribué a :

v Une possible mutation ;
v/ Ou a une transformation de certaines molécules comportant des groupements phénoliques

en des molécules dénuées de ces groupements ;
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v Ou bien a une transformation partielle de certaines molécules comportant des groupements
en d’autres molécules comportant ces groupements mais qui ne peuvent pas étre extraites
par le solvant utilisé.

Tableau 11 : Phénols totaux (mg EAG/g Extrait), flavonoides totaux (mg EQ/g Extrait) et
rendements % (g extrait/g de matiére séche) des extraits éthanolique de T. algeriensis
(moyennes * écart type).

iE(;Z?g;i(chg];) Rendement %(g/g MS) Phénols totaux Flavonoides totaux
0 24,76 213+1,32° 52,25+0,79°
10 22,73 236,17+1,23¢ 51,40+0,26°
20 20,41 184,83+3,01° 38,55+0,40°
30 19,82 149,33+0,76% 35,74+0,44%

Dans la méme colonne, les différentes lettres signifient des différences significatives entre les valeurs
(p<0,05).

Comme on peut le voir dans le tableau 11, la teneur en flavonoides totaux de I'échantillon
irradié a 10 kGy est restée sensiblement égale a celle du témoin (huile essentielle non irradiée)

tandis que sa teneur totale en phénols totaux augmente.

Au contraire, les teneurs en phénols et en flavonoides totaux diminuent pour les
échantillons irradiés avec des doses de 20 et de 30 kGy. Nous pouvons dire que plus la dose
d’irradiation augmente plus les teneurs en phénols et en flavonoides totaux des extraits
éthanolique de T. algeriensis diminuent. Khattak et al., (2008) ont rapporté une tendance
similaire de la variation des teneurs en PT pour des extraits aqueux de graines de Nigella sativa
irradiées a des doses de 2, 4, 8, 10, 12 et de 16 kGy. De plus, Koseki et al., (2002) ont rapporté
une diminution de la quantité des composés phénoliques totaux du romarin irradié avec des

doses comprises entre 10 et 30 kGy, par rapport au témoin non irradié.
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De leur cété, Yalcin et al., (2011) ont observé une diminution de la teneur en PT pour les
extraits de méthanol de la sauge sclarée irradiée a des doses comprises entre 2,5 et 7 kGy.
Comme nous I’avons indiqué précédemment, cette diminution peut étre attribuée a la
modification de certaines structures de composés phénoliques aprées irradiation qui ne peuvent

pas étre extraites ou dissoutes dans le solvant utilisé pour I'extraction (Verma et al., 2016).
1.4. Effet du rayonnement gamma sur ’activité antioxydante

Les activités antioxydantes des huiles essentielles et des extraits éthanoliques des
échantillons irradiés de Thymus algeriensis et des témoins (échantillons non irradiés et BHT)
ont été réalisées en utilisant différents tests, tels que le test des capacités réductrices du fer
ferrique en fer ferreux, de I'inhibition de la peroxydation lipidique et du piégeage des radicaux
DPPH" et ABTS™.

Les résultats exprimés par la concentration d'échantillons des extraits éthanoliques et de
I’HE de Thymus algeriensis (irradié et non irradi€) requise pour réduire la concentration
préliminaire & 50 % (ICsp) comparés a ceux du BHT sont indiqués dans le tableau 12 et les
figures 40 et 41.
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Tableau 12 : Activité antioxydante (exprimée en I1Cso (mg L 1)) du BHT, des huiles essentielles

et des extraits éthanoliques de T. algeriensis irradié par le rayonnement gamma a différentes
doses (0, 10, 20 et 30 kGy).

Doses Pouvoir
Echantillons | d’irradiation DPPH , TBARS ABTS
réducteur
(kGy)
0 404,08+5,87¢ | 347,84+3,02" | 23,54+0,37° | 10,48+0,49°
10 421.25+2.09% | 123.47+134° | 88.70+0.77° | 11,01%0 11°
Huiles
essentielles 20 421.97+0,94% | 164883417 | 90,76x0,76° | 7.64+0.06
30 402,90+8.32° | 2703545859 | 90,17+0.66° | 8.45+0 30°
0 22.26+0,07° | 59.53%0,70° Nt 25 20+0,21°
10 19.28+0,42° | 51.48+0 637 Nt 20.37+0,49°
Extraits
éthanoliques 20 2349+057° | 76.0+1,01° Nt 30,040 30"
30 257920677 | 79.88+0,76° Nt 33,160,279
BHT - 1159+0,18% | 64.83071° | 10,4028 2 81+0,04°

Les données de la méme colonne suivies d'une lettre différente sont significativement différentes selon
le test de Tuckey (p <0,05). Les valeurs représentent la moyenne des trois répétitions. Nt= non testé.
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Les valeurs des 1Cso les plus faibles sont indicatrices des potentiels antioxydants les plus

élevés. Tous les échantillons testes (huiles essentielles et extraits), a I'exception du pouvoir

réducteur des extraits, étaient moins actifs que le standard (BHT). Les extraits étaient

significativement plus efficaces en tant qu'antioxydants que les huiles essentielles. Une telle

activité peut étre due aux polyphénols présents dans ces extraits, absents ou en quantité moindre

dans les huiles essentielles de Thymus algeriensis.
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Figure 40 : Activité antioxydante exprimée en 1C50 (mg/L) du BHT et des huiles essentielles
de T. algeriensis irradié aux doses de 0, 10, 20 et de 30 kGy.
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Figure 41 : Activité antioxydante exprimee en IC50 (mg/L) du BHT et des extraits
éthanoliques de T. algeriensis irradié aux doses de 0, 10, 20 et 30 kGy.

Le comportement des huiles essentielles de T. algeriensis varie selon le test utilisé pour
évaluer l'activité antioxydante. Ainsi, I'echantillon irradié a 30 kGy a révelé une importante
étaient les plus actifs pour piéger le radical ABTS. D'un autre cété, l'huile essentielle de
I'échantillon irradié a 10 kGy était la plus efficace comme antioxydant lors du test du pouvoir

réducteur.

En conclusion, le pré traitement par irradiation gamma dans le cas de cette étude diminue
l'activité de piégeage des radicaux DPPH des huiles essentielles des échantillons de T.
algeriensis irradiés a des doses de 10 et de 20 kGy. Ce résultat est en partie en désaccord avec
celui rapporté pour les huiles essentielles de T. algeriensis et de Mentha pulegium du Maroc
dont I’activité de piégeage des radicaux DPPH n’a pas été affectée par I’irradiation (10, 20 et

30 kGy) (Zantar et al., 2015).

Le pouvoir réducteur de tous les échantillons irradiés aux rayons gamma a
significativement augmenté par rapport a celui du témoin (non irradié). Au contraire,

I'inhibition de la peroxydation lipidique a fortement diminué par rapport a I’"huile essentielle de
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I'échantillon non irradié pour atteindre une valeur proche pour les huiles essentielles irradiées a
des doses de 10, 20 et de 30 kGy.

Nous notons par ailleurs que les activités antioxydantes des huiles essentielles de T.
algeriensis évaluées par le pouvoir réducteur et par le test de l'inhibition du radical ABTS ont
généralement augmentaient avec 1’accroissement des doses d’irradiation, cette augmentation
(ou appelée aussi effet de stimulation de I’activité antioxydante) a en effet atteint son maximum
aux doses de 10 et de 20 kGy d’irradiation.

En ce qui concerne le test de piégeage des radicaux ABTS par les huiles essentielles de T.
algeriensis (échantillons irradiés et non irradiés), on observe un comportement opposé a celui
du test TBARS pour les doses d’irradiation de 20 et de 30 kGy.

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes ou les effets synergiques et
antagonistes peuvent jouer un réle important et difficilement prévisible au sens de I'efficacité
de l'activité antioxydante évaluée par diverses méthodes. Ainsi, bien que les compositions
chimiques des différentes huiles essentielles de T. algeriensis (échantillons irradiés et non
irradiés) étudiees soient plus ou moins similaires, les différences mineures ont des impacts

importants sur leur activité antioxydante.

Les rendements d'extraits éthanoliques de T. algeriensis dans I'éthanol diminuent avec
l'augmentation de la dose du rayonnement gamma. Notre résultat est conforme a celui rapporté
pour T. vulgaris irradié avec des doses de 1,2 et de 5,1 kGy (Gumus et al., 2011). De plus, les
rendements des extraits hydro-méthanoliques de Laurus nobilis et de Carum carvi irradiés a
des doses de 5, 10, 20 et de 30 kGy diminuent avec I’augmentation des doses absorbées du

rayonnement gamma (Polovka et al., 2010).

L'activité antioxydante des extraits obtenus a partir des feuilles de T. algeriensis dans les
réactions avec le DPPH n'a montré aucune différence statistiguement significative par rapport
aux valeurs des ICso entre les échantillons soumis aux différentes doses de rayonnement
gamma. Notre résultat est en accord avec celui rapporté par Mishra et al., (2006) pour Camellia
sinensis irradiée jusqu'a 10 kGy. Par ailleurs, I’activité de piégeage du radical DPPH par
I’extrait méthanolique du romarin irradié a 30 kGy est aussi restée identique a celle du témoin.

De plus, une dose de rayonnement gamme comprise entre 5 et 30 kGy n'a pas causé de
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changements dans la capacité des extraits méthanoliques de carvi a inhiber le radical libre
DPPH (Polovka et Suhaj, 2010).

Le pouvoir réducteur et I’activité de piégeage du radical ABTS ont suivi le méme
comportement en atteignant une activité maximale pour la dose d'irradiation de 10 kGy, suivie
d'une diminution pour les doses de 20 et de 30 kGy. De plus, l'irradiation a un niveau de dose
de 10 kGy dans notre cas a augmenté la teneur en phénols totaux sachant que ces composes
phénoliques jouent un réle bien établi dans I'activité antioxydante de tous les extraits.

Sur la base de nos résultats observés dans les différents tests permettant I’évaluation de
I’effet de I'irradiation gamma sur l'activité antioxydante des extraits éthanoliques de T.
algeriensis, il semblerait que l'irradiation a une dose de 10 kGy soit la plus appropriée pour la
décontamination (Molins, 2001) tout en conférant a I'extrait éthanolique de T. algeriensis une
meilleure propriété antioxydante.

1.5. Conclusion

Cette étude a permis de montrer que l'irradiation gamma a 10 kGy, qui est autorisée pour
le traitement des aliments plantes et epices et qui est considérée comme suffisante pour la
décontamination et la désinfestation, a amélioré les propriétés antioxydantes des extraits
éthanoliques de T. algeriensis. Néanmoins, d'autres recherches sont nécessaires pour mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans les effets du traitement par I’irradiation gamma
chez les plantes aromatiques et médicinales étant donné que les résultats de la littérature ne sont
souvent pas en accord et dépendent d'une matrice a l'autre, et que de nombreux chercheurs ont
également trouvé des résultats qui sont en parfait désaccord en étudiant une méme plante issue

de différentes origines.
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I1. Effets de I'addition du thymol sur I'activité antioxydante et
antimicrobienne des huiles essentielles des baies du genévrier
rouge (Juniperus phoenicea)

11.1. Introduction

De nombreux travaux sur les activités biologiques (antioxydante, antimicrobienne,
insecticides...) d’une grande variété¢ de PAM indiquent que ces activités sont en relation étroite
et directe avec la composition chimique de leurs huiles essentielles, et notamment avec la
présence de composés phénoliques dits fortement actifs. A titre d’exemple, les activités
antioxydantes des huiles essentielles des plantes aromatiques et médicinales seraient dues a la
présence de composés comportant un groupement hydroxyle (Shahidi et al., 1992) ; les
activités antimicrobiennes quant a elle seraient attribuées a la présence de composés mono

terpéniques oxygenés (Carson et Riley, 1995).

Les baies de Juniperus phoenicea choisies pour cette étude ont enregistré un rendement
élevé en huile essentielle, mais la composition chimique de cette HE n’a révélé la présence
d’aucun composants phénoliques connus pour son efficacité biologiques (tels que : le carvacrol,
thymol, eugénol, linalol, pulégone, camphre...). Dans le but de valoriser ces baies riches en
huile essentielle, nous avons pensé a ajouter une quantité de thymol a cette HE afin d’étudier
I’effet (positif ou non) de cette addition sur la composition chimique et les activités biologiques
de cette derniére. Nous avons par ailleurs procédé a la comparaison de I’efficacité de cette HE
additionnée de thymol avec ’'HE de I’origan qui est largement reconnue pour sa richesse

naturelle en thymol et qui lui confere d’excellentes propriétés biologiques (Kerbouche et al.,
2015).

I1.2. Composition chimique des huiles essentielles des baies du genévrier rouge
Les baies de J. phoenicea de la région Soummam (Algérie) sélectionnées pour cette études

ont enregistré un rendement en huile essentielle de 6,5 % (v/m) (Tableau 13 et Figure 42).

Ce rendement est légérement inférieur a celui rapporté par Agoune et Yahiaoui (2015)
pour les baies de J. phoenicea de la région de Bouharoun (6,8 %). Il est par contre tres élevé
par rapport aux rendements rapportés dans la littérature et obtenus par des chercheurs de

différents pays (Figure 42), a ’exception du rendement du genévrier rouge de Tunisie.
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Figure 42 : Rendement % (v/m) en huile essentielle des baies de Juniperus phoenicea de
quelques régions d’ Algérie et de certains pays. (Ref. Tunisie : Medini et al., 2011 ; Jordanie :

Abu-Darwish et al., 2013 ; Italie : Angionni et al., 2003 ; Ain Defla : Harhour et al., 2018 ;

Ain Sefra : Bouyahyaoui et al., 2016 ; Bouharoune : Agoune et Yahiaoui, 2015 ; Bouira :

Menaceur et al., 2013).

L’analyse chromatographique de la composition chimique de I’huile essentielle des baies

de Juniperus phoenicea de la région Soummam (Algérie) a permis 1’identification de 56

tant 89,2 % du total des composés (Tableau 13).

3

composes represen

3

Les principaux composants chimiques de cet échantillon sont représentés par 1’a-pinene
(43,1 %), le 5-3-carene (6,5 %), le B-phellandrene (7,8 %) et ’a-Terpinenyl acetate (6,0 %).
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Tableau 13 : Composition chimique (%) de I’huile essentielle des baies de Juniperus phoenicea

de la région Soummam (Algérie).

N° Composés IR % Identification
1 Tricyclene 924 0.4 IR-SM
2 a-Thujene 929 0.1 IR-SM
3 a-Pinene 938 43.1 IR-SM-Etalon
4 a-Fenchene 950 0.4 IR-SM
5 Camphene 952 0.5 IR-SM-Etalon
6 Verbenene 965 t IR-SM
7 Sabinene 974 0.7 IR-SM-Etalon
8 B-Pinene 979 15 IR-SM-Etalon
9 B-Myrcene 990 4.1 IR-SM-Etalon
10 2-Carene 1002 0.2 IR-SM
11 a-Phellandrene 1004 1.7 IR-SM-Etalon
12 6-3-Carene 1011 6.5 IR-SM-Etalon
13 a-Terpinene 1017 0.1 IR-SM-Etalon
14 p-Cymene 1025 0.3 IR-SM-Etalon
15 B-Phellandrene 1030 7.8 IR-SM-Etalon
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

1,8-Cineole

cis-B-Ocimene

trans-pB-Ocimene

y-Terpinene

cis-Sabinene Hydrate

Terpinolene

trans-Sabinene hydrate

Linalool

cis-p-2-Ment -1-ol

a-Campholene aldehyde

Terpinen-1-ol

Camphor

Terpinen-4-ol

a-Terpineol

Verbenone

Fenchyl acetate

Linalyl acetate

Bornyl acetate

1032

1038

1048

1060

1067

1087

1096

1099

1124

1125

1137

1144

1177

1190

1206

1220

1256

1284

0.4

2.4

0.2

0.1

0.2

0.2

0.9

IR-SM-Etalon

IR-SM

IR-SM

IR-SM-Etalon

IR-SM

IR-SM-Etalon

IR-SM

IR-SM-Etalon

IR-SM

IR-SM

IR-SM

IR-SM-Etalon

IR-SM-Etalon

IR-SM-Etalon

IR-SM

IR-SM

IR-SM-Etalon

IR-SM-Etalon
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34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

o-Elemene

a-Terpinenyl acetate

a-Copaene

-Elemene

Longifolene

[3-Caryophyllene

v-Elemene

a-Humulene

trans-p-Farnesene

y-Gurjunene

y-Muurolene

Germacrene D

Valencene

o-Muurolene

cis-y-Bisabolene

y-Cadinene

0-Cadinene

1339

1349

1376

1392

1405

1419

1434

1454

1456

1473

1477

1481

1492

1498

1512

1513

1524

0.2

6.0

0.2

0.2

2.6

0.1

0.5

0.1

2.8

0.1

0.1

0.3

0.2

0.1

IR-SM

IR-SM-Etalon

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
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51 (Z)-Nerolidol 1544 0.3 IR-SM
52 Elemol 1547 0.4 IR-SM
53 Germacrene B 1556 2.6 IR-SM
54 (E)-Nerolidol 1562 0.1 IR-SM-Etalon
55 Germacrene D-4-ol 1572 0.3 IR-SM
56 Caryophyllene oxide 1581 0.1 IR-SM

Total identifié (%) 89.2

Monoterpenes 70.2

Monoterpenes oxygénés 7.6

Sesquiterpénes 10.2

Sesquiterpénes oxygénés 1.2

Rendement (%) 6.5

Le profil chromatographique de 1’analyse de la composition chimique de I’huile essentielle

des baies du genévrier rouge de la région Soummam (Algérie) est représenté par la figure 43.
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Figure 43 : Chromatogramme de 1’huile essentielle des baies de Juniperus phoenicea de la

région Soummam (Algérie).

Le tableau 14 regroupe les principaux composés chimiques des huiles essentielles des
baies de J. phoenicea issu de différents pays et régions d’ Algérie indique que toutes les HE des
baies de J. phoenicea ont en commun 1’a-pinene comme composant dominant avec une teneur
>a 40 %. Les composés chimiques dont la teneur est > a 5 % sont toutefois présents de fagon
variable d’un échantillon a un autre. D’aprés la littérature, cette variation quantitative de la
teneur en composés chimiques est due essentiellement a un grand nombre de parameétres,
d’origine intrinseque (génétique ; cycle vegeétal ; localisation plante entiére, fleurs, racines ou
graines ; maturité) ; extrinseque (nature du sol, ensoleillement, température, pluviométrie, etc.),

ou d’ordre technique (mode d’exploitation du matériel végétal). En effet, de profondes
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modifications peuvent se produire lors de la récolte, du séchage et du stockage des plantes et/ou
lors de I’extraction et du conditionnement des HE (Mamouni, 1994 ; Ait Chebi et Baha, 2005).

Ces modifications auraient un effet beaucoup plus marqué sur la prépondérance des composants

chimiques dits secondaires (présents en faibles teneurs) que sur celle des constituants

principaux ou majeurs.

Tableau 14 : Principaux composés ( >5%) des huiles essentielles des baies de J. phoenicea issu

de différents pays et de différentes régions d’ Algérie.

Régions

a-Pinene

0-3-Carene

B-Phellandrene

Limonene

a-Terpinenyl

acetate

Références

Soummam

(Algérie)

43,1

6,5

7,8

6,0

Cette
étude.

Italie

84,55

3,61

2,56

0,63

Angioni
etal,
(2003).

Egypte

39,3

1,25

4,13

3,36

El-Sawi et

al.,
(2007).

Maroc

79,1

5,7

14,6

0,9

Mansouri
et al.,
(2011).

Jordanie

84,2

0,4

0,6

0,1

Abu-
Darwish

et al.,
(2013).

Tunisie

63,4

10,0

0,9

1,7

Medini et
al.,
(2011).
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Agoune et
Bouharoune . .
. 71,0 3,2 4,1 - - Yahiaoui
(Algérie)
(2015).
. Harhour
Ain Défla
. 40,3 20,1 4,1 - 2,7 etal,
(Algérie)
(2018).
Bouira Menaceur
(AlgéflE) 80,8 1,9 0,1 _ 0,8 et al.,
(2013).
B hya-
Ain Sefra ouyanya
o 56,6 0,9 0,7 0,9 0,6 ouietal.,
(Algérie)
(2016).

I1.3. Composition chimique de I’huile essentielle d’Origanum floribundum

Nous remarquons d’aprées le Tableau 15 indiquant la composition chimique (%) de 1’huile

essentielle de I’origan (Origanum floribundum) que cette derniére est caractérisée par la

prédominance du thymol (34 %), du carvacrol (8,6 %) et de leurs précurseurs biosynthétiques a

savoir : le p-cyméne (15,3 %) et le y-terpinéne (19,0 %).

Les résultats de la composition chimique de 1’origan retenu pour cette étude est en majeure

partie en accord avec ceux rapportés par Kerbouche et al., (2015) pour un échantillon de la

méme région (Lakhdaria, Algérie), a I’exception de certains composes mineurs identifiés a

I’état de traces ou a de faibles teneurs. Le Chromatogramme (CG-SM) de I’huile essentielle

d’Origanum floribundum est représenté dans la figure 44.
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Tableau 15 :

floribundum).

N° Composés IR % Identification
1  3-Heptanone 886 t IR, SM

2 a-Thujene 928 28 IR, SM

3  o-Pinene 937 1.9 IR, SM,Et.
4 Camphene 950 0.1 IR, SM,Et.
6  Sabinene 973 0.2 IR, SM, EL
7 B-Pinene 978 04 IR, SM, EL
8  1-Octen-3-ol 980 09 IR, SM

9  B-Myrcene 990 3.6 IR, SM, Et
10  a-Phellandrene 1004 04 IR, SM, EL.
11  5-3-Carene 1011 0.1 IR, SM, Et.
12 a-Terpinene 1017 4.9 IR, SM, Et.
13 p-Cymene 1025 15.3 IR, SM, Et.
14 Limonene 1029 0.1 IR, SM,Et
15  B-Phellandrene 1030 0.7 IR, SM, Et.
16 1,8-Cineole 1032 0.1 IR, SM, Et.
17 cis-B-Ocimene 1038 02 IR, SM

18  trans-p-Ocimene 1048 01 IR, SM

19 y-Terpinene 1060 19.0 IR, SM, Et.
20 cis-Sabinene hydrate 1067 0.6 IR, SM

Composition chimique (%) de I’huile essentielle de I’origan (Origanum
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21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

1-Nonen -3-0OI
Terpinolene

p-Cymenyl

trans-Sabinene hydrate

Linalool
Borneol
4-Terpineol

a-Terpineol

Thymol methyl ether

Carvacrol methyl ether

Thymoquinone
Thymol
Carvacrol
a-Gurjunene
[3-Caryophyllene
a-Humulene
Alloaromadendrene
Germacrene D
Bicyclogermacrene
[-Bisabolene
y-Cadinene

o-Cadinene

1085

1087

1088

1098

1099

1166

1177

1190

1235

1243

1257

1292

1300

1409

1420

1453

1460

1481

1495

1508

1513

1523

0.1

0.1

1.6

0.1

0.2

0.1

0.2

34.0

8.6

0.1

0.6

0.1

0.1

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM, Et.

IR, SM, Et.

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM
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43  Spathulenol 1576 01 IR, SM
44  Caryophyllene oxide 1581 0.3 IR, SM
Total (%) 97.7
Monoterpénes 49.9
Monoterpenes 0Xygenes 45.5
Sesquiterpenes 0.9
Sesquiterpénes oxygénés 0.4
Autres 1.0
Rendement (%) 3.2
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Figure 44 : Chromatogramme (CG-SM) de I’huile essentielle d’Origanum floribundum.
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I1.4. Effet de I’addition de thymol sur les activités biologiques de I’huile essentielle de

Juniperus phoenicea

11.4.1. Effet de ’addition de thymol sur ’activité antioxydante

11.4.1.1. Effet de I’addition de thymol sur P’activité d’inhibition du radical DPPH

Les résultats de 1’activité d’inhibition du radical DPPH par les huiles essentielles des baies

du genévrier rouge (HE seule et HE additionnées de thymol) comparés a ceux du thymol et a

ceux de I’huile essentielle d’Origanum floribundum sont reportés dans le tableau 16 et la figure

45.

Tableau 16 : Activité d’inhibition du radical DPPH (%) du thymol, de I’huile essentielle de

I’origan et des huiles essentielles pures des baies de genévrier rouge et additionnées de thymol
a différentes teneurs (10, 30, et 50 %).

HE du HE du HE du
Concentrations | HE pure | genévrier | genévrier | genévrier
du Thymol HE Origan
(mg/L) genévrier + 10% de + 30% de + 50% de
thymol thymol thymol
100 40+02" | 131+21° | 192+15% | 381+17° | 71,9+1,3% | 348+0,6°
200 ND 156 +0,9¢ | 28,1+1,6° | 50,1+1,9° | 80,2+1,0° | 46,1+0,5°
400 ND 24,1+0,99 | 446+1,4° | 652+0,6° | 89,2+0,4% | 635+1,1°
600 8,0+0,4Y | 32,3+0,2° | 53,1+0,8° | 74,4+0,22 ND 75,7£0,22
800 ND 36,5+1,29 | 651+0,9° | 80,1+0,9° ND 90,4+0,12
1000 38+03° | 443+219 | 675+1,8° | 852+11° ND 91,4+0,22
1500 4304 ND ND ND ND ND
2000 5,0+£0,8 ND ND ND ND ND

Les valeurs d’une méme ligne suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon le test

de Tukey (p< 0,05).
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Comme on s’y attendait, au vue de I’absence de composés phénoliques dans la composition
chimique de I’huile essentielle pure de J. phoenicea, cette derniére a montré une trés faible

activité antioxydante et qui n’a guere dépassé les 8 % pour une concentration de 600 mg/L.

Les résultats obtenus dans notre étude sont comparables a ceux rapportés par Menaceur et
al., (2013), ou le maximum d’activité antioxydante de ’huile essentielle de J. phoenicea était

égal a 6,35 % pour une concentration de 1000 mg/L.

Dans notre cas, dés que nous avons constaté que 1’huile essentielle pure de J. phoenicea
était treés faiblement active, nous avons fait le choix de la tester a des concentrations beaucoup
plus élevées (atteignant les 2000 mg/L) afin d’étre slirs que I’activité antioxydante de celle-Ci
ne continuerait pas a croitre avec I’augmentation des concentrations. Cela nous a aussi permis

de définir son maximum d’efficacité.

Nous avons ainsi noté que deés que I’on dépassé la dose de 600 mg/L, I’huile essentielle
pure des baies de J. phoenicea commengait a montrer une baisse d’activité. Ce phénoméne
indique que la concentration de 600 mg/L (enregistrant une activité de 8 %) représente la limite
maximale de concentration a utiliser fournissant le summum de sa puissance antioxydante. Si
I’on dépasse ce maximum de concentration, I’activité antioxydante de ’'HE pure des baies de
J. phoenicea reste stable ou diminue. Ce phénomene est tres souvent observé pour les huiles
essentielles et les extraits non volatils, qu’ils soient peu ou trés actifs (Sahraoui et al., 2017 ;

Kerbouche et al., 2015 ; Hazzit et al., 2009 ; Miguel et al., 2004).

Testé a I’état pur et avec des concentrations de 100, de 200 et de 400 mg/L, le thymol a
exhibé une puissante activité d’inhibition du radical DPPH. 1l faut noter que celle-ci a quand
méme débuté avec une forte activité (71,9 %) pour atteindre environ 90 % pour une
concentration de 400 mg/L. Les huiles essentielles des baies du genévrier rouge supplémentées
ou additionnées avec du thymol (10, 30 et 50 %) ont enregistré quant a elles des activités
croissantes pour 1’ensemble des concentrations en fonction de I’accroissement des teneurs de
thymol ajouté. Ces activités sont trés importantes en comparaison avec celles enregistrées par
I’HE pure, particulierement pour les concentrations élevées. A titre d’exemple, pour une
concentration de 1000 mg/L, I’activité de I’HE des baies de J. phoenicea additionnée de 50 %
de thymol a atteint une activité de 85,2 % alors que celle-ci n’était que de 3,8 % pour I’'HE pure.
Néanmoins, pour une méme concentration, aucune HE des baies de J. phoenicea additionnée

de thymol n’a pu atteindre I’efficacité du thymol seul.
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Figure 45 : Activité d’inhibition du radical DPPH (%) du thymol, de I’huile essentielle de I’origan et des huiles essentielles pures des baies du

genévrier rouge et additionnées de thymol a différentes teneurs (10, 30 et 50 %).

146



Chapitre II — Résultats et discussion

Nous notons enfin d’aprés la figure 45 que I’huile essentielle de 1’origan enregistre pour
I’ensemble des concentrations une capacité d’inhibition du radical DPPH plus élevée que celle
de 'HE pure des baies de genévrier. Toutefois, pour les concentrations allant de 100 a 400
mg/L c’est 'HE des baies de genévrier rouge additionnée de 50 % de thymol qui enregistre
d’importantes activités antioxydantes et qui sont plus ou moins similaires a celles de ’'HE de
I’origan.

L’HE de I’origan reste néanmoins beaucoup plus efficace que celles des HE des baies
de genévrier additionnées de 50 % de thymol pour les concentrations dépassant les 600 mg/L.
L’activité antioxydante de I’HE de I’origan n’est pas seulement due a sa seule teneur en thymol
mais elle est le résultat de I’effet synergique des autres composants chimiques présents dans

cette huile, tels que le carvacrol, le p-cymeéne, et le y-terpinene.

Conclusion

L’addition de thymol a I’HE des baies de genévrier rouge a eu un effet positif sur la
capacité de cette HE a inhiber le radical DPPH. Les combinaisons (HE du genévrier rouge
additionnée a des teneurs de 10, 30 et de 50 % de thymol) ont montré un comportement
parfaitement synergique. En effet, faiblement active a 1’état pur, celle-ci a pu grace a cet

enrichissement :

v’ Atteindre une activité de I’ordre de 85,2 % (pour I’échantillon additionné de 50 %
de thymol) alors qu’elle n’avait enregistré qu’une activité antioxydante de 3,8 % a
I’¢état pur et pour une concentration de 1000 mg/L ;
v Et enregistrer des activités équivalentes a celles de 1’origan pour des concentrations
allant de 100 a 400 mg/L.
Néanmoins, aucune HE seules des baies de J. phoenicea ou additionnées de thymol n’a pu

atteindre I’efficacité du thymol seul.

I1.4.1.2. Effet de I’addition de thymol sur ’activité d’inhibition du radical positif ABTS™

L’observation des différences entre les activités antioxydantes évaluées en utilisant le
test de piégeage du radical ABTS™" par les différentes huiles essentielles étudiées du genévrier
rouge (additionnées de 10, de 30 et de 50 % de thymol) comparées a celle du thymol sont

illustrées a ’aide d’histogrammes représentés dans la figure 46.
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Figure 46 : Activité d’inhibition du radical positif ABTS™" du thymol et des huiles essentielles des baies du genévrier rouge pure et additionnées
de thymol a différentes teneurs (10, 30 et 50 %).

148



Chapitre II — Résultats et discussion

Nous observons clairement d’aprés la figure 46 que I’effet de la supplémentation en
thymol sur ’activité d’inhibition du radical ABTS™" par ’'HE du genévrier rouge est positif, ot
les trois échantillons additionnes respectivement de 10, 30 et de 50 % de thymol enregistrent
des activités de piégeage beaucoup plus élevées que celles enregistrée par I’'HE pure (non
supplémentée). Cette derniere n’a commencé a étre active qu’partir des concentrations de 100
mg/L et n’a enregistré pour la plus importante concentration (1500 mg/L) que 25,3 % d’activité
de piégeage du radical ABTS', alors que celle additionnée de 50 % de thymol s’est révélée étre
active méme a une concentration de 5 mg/L et a méme pu atteindre un maximum de 97,6 %

d’inhibition pour une concentration de 600 mg/L.

L’addition de 10 % de thymol lui a permis a I’HE pure du genévrier rouge d’étre 5 fois
plus active pour une concentration de 100 mg/L. Alors que I’addition de 50 % de thymol lui a
permis de passer d’un pourcentage d’inhibition du radical ABTS™ quasiment nul pour les
faibles concentrations a une activité de 30,9 % pour une concentration de 5 mg/L. Pour une
concentration de 100 mg/L, I’HE de J. phoenicea enrichie avec une teneur de 50 % de thymol
est 9 fois plus active que celle qui est pure. Nous notons par ailleurs que plus nous avons

augmenté la teneur de thymol additionné plus I’HE de J. phoenicea s’est montrée active.
Conclusion

Nous pouvons dire ainsi qu’il y’a eu une synergie combinée entre les composants de
I’HE pure et le thymol et qui a induit une nette augmentation de I’activité antioxydante de I’'HE
de J. phoenicea, mais que le thymol seul s’est quand méme montré plus actif que ’ensemble

des échantillons pour I’ensemble des concentrations.

11.4.1.3. Effet de I’addition de thymol sur ’inhibition de la peroxydation lipidique

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydante (%) des différentes huiles
essentielles du genévrier rouge additionnées de thymol a différentes teneurs (10, 30 et 50 %)
comparés a ceux des HE du genévrier rouge pure et a ceux de ’huile essentielle de I’origan en
utilisant le test des substances réactives a ’aide de 1’acide thiobarbiturique (TBARS) sont

illustrés dans la figure 47.
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Figure 47 : Inhibition de la peroxydation lipidique évaluée par le test TBARS du thymol, de I’huile essentielle de 1’origan et des huiles

essentielles des baies du genévrier rouge pure et additionnées de thymol a différentes teneurs (10, 30 et 50 %).
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Nous remarquons d’aprés la figure 47 que I’effet de la supplémentation en thymol sur la
réactivité au TBARS (%) des différents échantillons d’HE des baies du genévrier rouge enrichie
est positif, cette tendance a également été observée dans le cas du test précédant. En effet alors
que I’HE pure des baies du genévrier rouge n’était pas du tout active pour des concentrations
allant de 5 a 50 mg/L, I’addition de 10, de 30 et de 50 % de thymol lui a permis d’enregistrer
une réactivité au radical TBARS de 14,9 % pour une concentration de 50 mg/L. L’addition de
10 % de thymol lui a permis d’étre 4 fois plus active pour une concentration de 100 mg/L. Alors
que I’addition de 50 % de thymol lui a permis d’€tre 6 fois et demi plus active que I’'HE pure

pour une méme concentration.

Il est de plus remarquable d’observer que les trois échantillons d’HE du genévrier rouge
enrichis avec 10, 30 et 50 % en thymol ont enregistré pour une concentration de 400 mg/L
d’excellentes réactivités au TBARS atteignant respectivement 56,8, 66,3 et 79,5 %, alors que
I’HE pure n’a pu atteindre que 13,6 % a 500 mg/L, et un maximum de 39 % a une concentration

de 2000 mg/L.

L’HE de I’origan a pour sa part enregistré une réactivité au TBARS (%) plus forte que
celle des échantillons d’HE des baies de genévrier rouge pures et supplémentées avec 10 et 30
% de thymol. Nous remarquerons toutefois que I’échantillon d’HE supplémenté avec une teneur

de 50 % de thymol s’est montré plus efficace que I’'HE de 1’origan pour des concentrations de
50, de 100, de 200 et de 400 mg/L.

Conclusion

Nous concluons enfin que malgré un effet clairement positif de la supplémentation des
HE des baies de J. phoenicea avec du thymol sur sa réactivité au TBARS, le thymol a lui seul
enregistre la meilleure efficacité. Une synergie positive et combinée entre les différents
composés chimiques de I’HE du genévrier rouge et le thymol additionné a permis en effet une
nette amélioration de la réactivité de cette huile au TBARS mais elle n’a pas dépassée celle du

thymol seul.

11.4.1.4. Effet de ’addition de thymol sur le pouvoir réducteur

Cette partie du travail s’intéressera a la comparaison de la capacité réductrice du fer
ferrique en fer ferreux des HE des baies de J. phoenicea seules (a 1’état pur) ou additionnées de

thymol avec celles du thymol et de I’huile essentielle de I’origan.
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Les résultats du pouvoir réducteur du thymol, de I'HE de l’origan (Origanum

floribundum), de I’HE seule des baies de J. phoenicea et de celles additionnées avec des teneurs

de 10, de 30 et de 50 % de thymol exprimés en absorbance a 700 nm, sont résumés dans le

tableau 17 et la figure 48.

Tableau 17 : Résultats du test du pouvoir réducteur (exprimé en absorbance a 700 nm) du

thymol, de I’huile essentielle de I’origan et des huiles essentielles pures du genévrier rouge et

de celles additionnées de thymol a différentes teneurs (10, 30 et 50 %).

Absorbances a 700 nm
HE de HE de HE de
Concentrations genévrier genévrier genévrier
HE
p,urt? du Thymol HE Origan
(mg/L) genevrier +10% de +30% de +50% de
thymol thymol thymol
100 0,09 +0.01° | 0,08 +£0.00° | 0,21+0.01° | 0,23+0,01° | 0,42 +£0.01% | 0,05 +0,01¢
200 ND 0,19+0,01° | 0,34+0,01° | 0,46+0,02° [ 0,76 +0,01* | 0,23 +0,07°
400 ND 0,41+0,02° | 0,77+0,01° | 0,78+0,01° | 1,02+0,02* | 0,66 +0,06°
600 0,14 +0,01" | 0,55+0,03® [ 0,94+0,01¢ | 1,08+0,01° | 1,45+0,01% | 1,05+ 0,06°
800 ND 0,67 +0,02° | 1,23+0,03° | 1,14+0,01 | 1,75+0,01% | 1,28 +0,03"
1000 0,12 +0,01" | 0,69 +0,02° 1,33 +0,02° 1,28 +0,01% | 1,98 +0,01% | 1,31 +0,09°
1500 0,10 £0,01 ND ND ND ND ND
2000 0,09 £0,01 ND ND ND ND ND

Les valeurs d’une méme ligne suivies par des lettres différentes sont significativement différentes selon le test de Tukey (p<

0,05).
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Figure 48 : Pouvoir réducteur (exprimé en absorbance a 700 nm) du thymol, de 1’huile essentielle de 1’origan, des huiles essentielles pures du

genévrier rouge et de celles additionnées de thymol a différentes teneurs (10, 30, et 50 %).
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A premiére vue, nous pouvons observer d’aprés la figure 48, que plus les concentrations
augmentent plus le pouvoir réducteur de I’ensemble des échantillons augmente, sauf dans le cas
du pouvoir réducteur de I’'HE pure de J. phoenicea qui connait un maximum d’efficacité a une

concentration de 1000 mg/L.

Il est de plus clair que c’est le thymol seul qui enregistre le meilleur pouvoir réducteur,
cela est essentiellement dd & ses fonctions énols. Selon Pin-Der-Duh (1998), les groupements
réductones sont connus pour étre des terminators vis-a-vis des réactions en chaines des radicaux
libres. Ces composés sont capables de réduire le fer ferrique (Fe®"), céder des électrons et
transformer les radicaux libres actifs en des produits stables (Dorman et al., 2004 ; Singh et
al., 2006).

La figure 48 indique aussi que I’HE pure des baies de genévrier rouge enregistre des
valeurs significativement faibles par rapport aux HE auxquelles nous avons additionné du
thymol a différentes teneurs (10, 30 et 50 %). Nous nous attendions par ailleurs a ce que
I’échantillon de I’'HE pure du genévrier enregistre un trés faible pouvoir réducteur par apport a
ceux du thymol et de I’'HE d’origan, du moment ou cette huile ne contient pas de composés
phénoliques auxquels tous les auteurs s’accordent a leur attribuer une trés forte contribution a
I’activité antioxydante. Elle est ainsi connue dans la littérature pour étre tres faiblement active
alors que le thymol est connu pour son efficacité antioxydante. Nous déduisons ainsi que I’ajout
de thymol a eu un effet clairement positif quant a I’amélioration du pouvoir réducteur de ’'HE

pure des baies de J. phoenicea.

Lorsqu’on nous avons comparé les pouvoirs réducteurs des trois HE des baies de
genévrier rouge additionnées avec des teneurs respectives de 10, de 30 et de 50 % de thymol,
nous avons remarqué que c’est I’échantillon auquel nous avons additionné 10 % de thymol qui

a présenté le plus faible pouvoir réducteur.

Concernant les échantillons d’HE de J. phoenicea supplémentées avec des teneurs de
30 et de 50 % de thymol, nous constatons d’aprées le tableau 17 et la figure 48 que pour des
concentrations de 100 et de 400 mg/L, le pouvoir réducteur de ces deux échantillons est
pratiquement équivalent. Alors que pour les concentrations de 200 et de 600 mg/L, c’est
nettement 1’échantillon additionné de 50 % de thymol qui enregistre le meilleur pouvoir

réducteur. Ce constat s’inverse lorsqu’il s’agit des concentrations de 800 et de 1000 mg/L ou
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nous observons clairement que c’est I’échantillon d’HE supplémenté avec 30 % de thymol qui

enregistre le pouvoir réducteur le plus efficace.

Pour les concentrations de 100, 200, 400, ¢’est I’'HE additionnée de 50 % de thymol qui
s’est révélée étre plus efficace que celle de 1’origan, elle est suivie respectivement par celles
auxquelles nous avons additionné 30 % de thymol. Quant a la concentration de 600 mg/L, nous
pouvons dire que les pouvoirs réducteurs de ’'HE additionné de 50 % de thymol et de I’origan
sont pratiquement équivalents, alors que le pouvoir réducteur enregistré par ’'HE additionnée
de 30 % de thymol reste plus faible que celui de I’origan. La tendance s’inverse pour les
concentrations de 800 et de 1000 mg/L ou il est nettement visible sur le tableau 17 et la figure
48 que c’est I’'HE de I’origan qui enregistre le meilleur pouvoir réducteur. Nous déduisons ainsi
que I’ajout de thymol a eu un effet significativement bénéefique jusqu'a une concentration de
600 mg/L.

Conclusion

Nous pouvons conclure suivant les résultats obtenus dans cette partie que 1’addition
de thymol a des teneurs de 10, de 30 et de 50 % a eu un effet bénéfique quant a ’amélioration
du pouvoir réducteur de ’HE de J. phoenicea. Nous n’avons par ailleurs pas retrouvé de
publication de travaux de recherche portant sur I’évaluation de I’effet de la supplémentation du
thymol sur I’activité antioxydante des HE des baies du genévrier rouge pour pouvoir comparer
nos résultats. Nous pouvons ainsi uniquement dire que c’est en effet le thymol seul qui a
enregistré le meilleur pouvoir réducteur et que c’est I’'HE additionnée de 50 % de thymol qui
s’est révélée étre la plus efficace pour les concentrations de 100, de 200, et de 400 mg/L. Alors
que c’est celle supplémentée avec 30 % de thymol qui a enregistré le meilleur pouvoir réducteur

pour les concentrations les plus élevées (de 800 et de 1000 mg/L).

11.4.1.5. Effet de I’addition de thymol sur P’activité antioxydante exprimée en ICso

Dans le but de mieux observer I’effet de I’addition du thymol sur I’activité antioxydante
de ’HE de Juniperus phoenicea, nous avons fait le choix de calculer les ICso (exprimées en
mg/L) requises pour réduire la concentration préliminaire a 50 %. Les ICso obtenues lors des
différents tests pour les échantillons d’huile essentielle de J. phoenicea (pure et supplémentée)
comparées a celles du thymol seul et a celles de I’'HE d’origan sont regroupées dans le tableau

18 et la figure 49.
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Tableau 18 : Activité antioxydante exprimée en ICso (mg/L) des huiles essentielles de

Juniperus phoenicea pure et supplémentées avec 10, 30 et 50 % de thymol comparée a celle du

thymol et de I’huile essentielle de 1’origan.

ICs0 (Mg/L)
DPPH Pouvoir réducteur ABTS TBARS
HE. de J. Na Na Na Na
phoenicea pure
HE de J.
phoenicea | 1100 104 56,430 | 544,89 +2501° | 178,31+ 1,61° | 200,00 + 0,00°
+10% de
thymol
HE de J.
phoenicea+30 566,63 + 7,14°¢ 274,22 + 1,31 18,68 + 0,867 | 168,27 + 3,58°
% de thymol
HE de J.
phoenicea+50 201,96 + 7,592 258,11 + 4,37° 21,21 + 0,322 | 101,58 + 3,57®
% de thymol
Thymol
476,08 + 2,57° 132,04 + 1,162 2,50 + 0,042 18,96 + 0,302
HE Origan
217,14 + 2,472 306,03 + 29,13° 34,00+ 1,028 | 143,25+ 1,85°

Na : non active. Les valeurs d’'une méme ligne suivies par des lettres différentes sont significativement

différentes selon le test de Tukey (p< 0,05).
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Figure 49 : Activité antioxydante exprimée en 1Cso (mg/L) des huiles essentielles de
Juniperus phoenicea supplémentées avec 10, 30 et 50 % de thymol comparée a celle du

thymol, de I’huile essentielle de 1’origan et de celle de J. phoenicea pure.

Nous remarquons d’apres le tableau 18 et la figure 49 que I’effet de la supplémentation
sur D’activité antioxydante de ’'HE des baies de J. phoenicea est fortement appréciable du
moment ou celle a I’état pure est trés faiblement active et qu’elle n’est méme pas arrivée a

enregistrer une concentration capable d’inhiber 50 % des radicaux libres.

Nous notons par ailleurs que I’effet de la supplémentation varie d’un test a I’autre. Le
thymol seul a enregistré la meilleure 1Cso pour ’ensemble des tests sauf dans le cas du test
d’inhibition du radical DPPH ou nous remarquons d’apres le tableau 18 et la figure 49 que
c’est 1’échantillon d’HE de J. phoenicea qui a été supplémenté avec une teneur de 50 % qui
s’est révélée étre le plus actif enregistrant une 1Cso de 201,96 mg/L contre 476,08 mg/L pour le
thymol). Nous pouvons dire dans ce cas-la, que la combinaison HE+50% de thymol est 2 fois

plus active que le thymol seul.

L’ajout d’une teneur de 50 % a ’'HE pure du genévrier rouge lui a permis par ailleurs

d’enregistrer une ICso pour ’ensemble des tests (DPPH, ABTS, TBARS et pouvoir réducteur)
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plus efficace que celle de I’'HE de ’origan, alors que celle-ci est reconnue pour son efficacité
antioxydante, qui en regle générale dépasse de loin celle enregistrée par I’'HE pure du genévrier
rouge. Ce phénomeéne est aussi observable dans le cas des tests de ’ABTS et du pouvoir
réducteur ou I’addition de 30 % de thymol a permis a ’'HE des baies du genévrier rouge

d’enregistrer des IC50 plus faibles et donc plus efficaces que celles de 1’origan.
Conclusion

L’effet de I’addition de différentes teneurs de thymol (10, 30 et 50 %) sur Pactivité
antioxydante de I’huile essenticlle des baies de Juniperus phoenicea a montré une synergie
positive se traduisant par une nette augmentation significative de 1’activité antioxydante de cette
dernicre. Il a été en effet constaté d’apres les différents tests réalisés (DPPH, pouvoir réducteur,
ABTS, TBARS) que l'activité antioxydante de I’'HE de J. phoenicea augmente de maniére
synergique par l'action du thymol, et que plus la teneur additionnée augmentait plus 1’activité
antioxydante synergique augmentait. Le thymol seul a toutefois enregistré pour I’ensemble des
tests une activité¢ antioxydante plus élevée par apport a I’ensemble des échantillons. Un cas
particulier a été toutefois noté dans le cas du test du pouvoir réducteur ou c’est la combinaison
HE+30 % de thymol qui a enregistré le meilleur pouvoir réducteur pour les concentrations les
plus élevées (de 800 et de 1000 mg/L). Nous pouvons ainsi déduire que l'activité antioxydante
synergique dépend du type d'antioxydant utilisé pour la supplémentation et de sa structure, de
sa teneur, de son temps d’action et du type de test effectué. Cela a été confirmé par les travaux
de Katalinic (2015), de Kurin et al., (2012) et de Firuzi et al., (2005).
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I1.4.2. Evaluation de Peffet de ’addition de thymol sur Pactivité antimicrobienne de I’HE

de J. phoenicea

11.4.2.1. Etude qualitative

Dans cette partie de notre étude, nous nous sommes intéressés dans un premier temps a la
mise en évidence de la présence ou non d’une activité antimicrobienne de I’'HE pure des baies

de J. phoenicea.

Nous avons dans un second temps évalué I’effet de I’addition de 30 % de thymol sur
’activité antimicrobienne de I’HE des baies de J. phoenicea. L’échantillon d’HE auquel nous
avons ajouté 30 % de thym nous a semblé étre le plus intéressant a étudier car les résultats
obtenus lors des différents tests permettant I’évaluation de ’activité antioxydante ont révéleé
qu’il présentait une activité intermédiaire (ni trop basse, ni trop élevée) par rapport aux autres
échantillons permettant ainsi une meilleure évaluation de I’effet de cette addition ou appelée
aussi supplémentation (de thymol) sur I’activité antimicrobienne de ’'HE des baies de J.

phoenicea.

Nous avons enfin comparé les résultats des différents echantillons étudiés (HE pure des
baies du genevrier rouge et HE du méme genévrier additionné de 30 % de thymol) a ’activité

antimicrobienne du thymol (seul) et de ’'HE de I’origan (Origanum floribundum).

Comme indiqué et détaillé dans le chapitre matériels et méthodes, I’activité
antimicrobienne de I’ensemble des échantillons étudiés a été évaluée suivant la méthode des

disques dite Aromatogramme.

Les résultats de ’analyse qualitative de 1’activité antimicrobienne des HE des baies de J.
phoenicea (pure et celle additionnée de 30 % de thymol) comparée a celle du thymol seul et

de I'huile essentielle de 1’origan sont représentés dans le tableau 19.
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Tableau 19 : Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles de Juniperus phoenicea
(pure et additionnée de 30 % de thymol) comparés a ceux du thymol seul et de I’'HE de I’origan

(Origanum floribundum).

Diameétres des zones d’inhibition (mm)
) ) HE pure de HE de

Microorganismes . )

Juniperus Juniperus

] ] Thymol seul | HE de I’origan
phoenicea phoenicea +
30% de thymol

Bacillus subtilis 15,5 +0,1¢ 435+1,1° 58,3 + 1,3 55 +2,1°
E. coli - 27 +0,3° 33.1+1,1° 31+0,1°
Staphylococcus

14,5 + 0,28 52,56+ 1,1° 79,5+2,1° 75 + 3,2
aureus
Pseudomonas

) - 14 +£0,1° 34,4+ 1,6 31+1,3

aeruginosa
Candida albicans 13 +0,1¢ 48 +1,2° 57,4 + 2,12 52,7 +2,2°

Les valeurs sont les moyennes de trois répétions + écart type.

Nous remarquons d’aprés le tableau 19, ’absence de zone d’inhibition dans le cas de
I’huile essenticlle pure de J. phoenicea utilisée pour inhiber E. coli et P. aeruginosa. Les
différents diamétres des zones d’inhibition (mm) enregistrés par les HE de J. phoenicea (seule
et enrichie avec 30 % de thymol) testées sur I’ensemble des souches restent toutefois inférieurs

a ceux enregistrés par le thymol seul et par I’huile essentielle de ’origan.

Suivant I’échelle de mesure de I’activité antimicrobienne de Meena et Sethi (1994)
représentée dans le tableau 20, nous pouvons classer I’huile essentielle pure de J. phoenicea
comme étant une HE non inhibitrice d’E. coli et de P. aeruginosa. Cette huile essentielle pure
est par ailleurs Iégerement inhibitrice vis-a-vis de C. albicans, de Bacillus subtilis et de S.

aureus.
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Tableau 20 : Echelle de mesure de I’activité antimicrobienne d’une huile essentielle (Meena

et Sethi, 1994).

Diametres (mm) Interprétation
@<10 Huile essentielle non inhibitrice
10< & <16 Huile essentielle légérement inhibitrice
16 <@ <28 Huile essentielle modérément inhibitrice
@ > 28 Huile essentielle fortement inhibitrice

La composition chimique de I’HE testée a 1’état pur et qui enregistre une teneur en o-
pinéne de 43,1 %, et de faibles teneurs en 8-3-carene, en B-phellandrene et en a-Terpinenyl
acetate contribuerait de fagon directe au classement de cette derniére parmi les huiles
essentielles légerement inhibitrices. Cela rejoint les travaux de Cosentino et al., (1999) ; de
Alessandra et al., (2005) ; de Yang et al., (2007) ; et de Demirci et al., (2007) qui indiquent
que l’a-pinene, le terpinyl acetate, le bornyl acetate, le caryophyllene oxyde et le B-

phellandréne sont connus pour leurs contribution a I’activité antimicrobienne.

Derwich et al., (2010) ont évalué I’activité antimicrobienne de I’HE des feuilles du
genévrier rouge de la région de Fés (Maroc). Extraites a partir des feuilles, cette HE est elle
aussi composée essenticllement de ’a-pinéne, mais en quantité relativement plus élevée que
celle de I’'HE de J. phoenicea. Ce qui lui confére une activité antimicrobienne plus importante
que celle de notre échantillon (HE pure), mais bien moins importante que celle enregistrée par
I’échantillon d’HE qui a été enrichi avec 30 % de thymol. Ces auteurs ont attribué 1’activité
antimicrobienne de leur échantillon a la dominance de ’a-pinene. La présence du reste des
composeés chimiques (tel que le linaool) méme en faibles teneurs jouerait aussi un rdle important
dans la manifestation de I’activité antimicrobienne de cette HE.

Comparé a I’'HE pure de J. phoenicea testée dans notre étude, I’échantillon de cette méme
huile mais qui a été enrichi (additionné) avec une teneur de 30 % de thymol a montré une trés

bonne activité antimicrobienne vis-a-vis de I’ensemble des souches testées.
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L’échantillon de I'HE de J. phoenicea enrichi (additionné) avec une teneur de 30 % de
thymol a manifesté une 1égére activité d’inhibition vis-a-vis de P. aeruginosa, il a par ailleurs

enregistré une activité antimicrobienne modérément inhibitrice dans le cas d’E. coli.

La figure 50 illustre a titre d’exemple la différence entre les zones d’inhibition (exprimées
en mm) de ’HE seule (ou pure) du genévrier rouge et de celle enrichie (avec une teneur de 30

% de thymol) enregistré dans le cas de Bacillus subtilis

Huile essentielle seule Huile essentielle + thymol

Figure 50 : Zones d’inhibitions (mm) des HE de J. phoenicea (seule et enrichie avec 30 % de

thymol) dans le cas de Bacillus subtilis.

Le thymol seul ainsi que I’huile essentielle de I’origan ont enregistré pour ’ensemble
des souches testées un diamétre d’inhibition supérieur a 28 mm (Tableau 19). Elles sont donc
classées selon 1’échelle de mesure de I’activité antimicrobienne d’une huile essentielle de
Meena et Sethi (1994) présentée dans le tableau 20 comme étant des substances fortement
inhibitrice de I’ensemble des souches testées. Leurs activités antimicrobiennes restent

toutefois plus ou moins équivalentes.

Nous remarquons aussi que quelle que soit I’'HE utilisée, les bactéries Gram™ présentent
une plus grande résistance par apport aux bactéries Gram* et aux levures, ce qui est en accord
avec les résultats de différents chercheurs (Smith-Palmer et al., 2001 ; Burt, 2004 ; Cristiani
et al., 2007). Cette plus grande résistance des Gram™ est attribuée par Cristiani et al., (2007)
a la différence de composition entre les deux types de bactéries. En effet, la richesse des Gram~
en lipopolysaccharides confere a ces derniéres une certaine imperméabilité vis-a-vis des

composants hydrophobes des HE réduisant ainsi leur potentiel de nuisances. Les travaux de
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Souza et al., (2006) et de Oussalah et al., (2006) expliquent cela en affirmant que 1’un des
modes d’action des huiles essentielle est la perturbation de I’équilibre chémo osmotique de la
cellule microbienne et le changement de conformation de la membrane aprés pénétration a

travers cette derniére.
Conclusion

Connue pour étre une HE dotée d’une faible activité antimicrobienne, 1’enrichissement de
I’huile essentielle des baies de J. phoenicea avec une teneur de 30 % de thymol lui a conféré
une trés bonne activité antimicrobienne vis-a-vis de certaines souches (Bacillus subtilis, S.
aureus et C. albicans en particulier). Nous n’avons pas retrouvé de publications
internationales de travaux de recherche portant sur I’évaluation de Deffet de la
supplémentation du thymol sur I’activité antimicrobienne des HE pour pouvoir comparer les
résultats obtenus dans notre étude. Nous pouvons ainsi uniquement dire que grace au fort
pouvoir antimicrobien du thymol averé et demontré par plusieurs auteurs (Adams et al.,
1996 ; Adam et al., 1998 ; Kalemba et al., 2003 ; Bendahou et al., 2007), son addition peut
ainsi accroitre I’activité antimicrobienne d’une huile essentielle peu active. Cependant cette
activité antimicrobienne (dite amelioree) reste inférieure a celle du thymol seul et a celle de

I’huile essentielle de 1’origan.
11.4.2.2. Etude quantitative

Aprés confirmation de I’efficacité antimicrobienne du thymol seul, de I’huile essentielle
de I’origan, des HE des baies du genévrier rouge enrichies avec une teneur de 30 % de thymol
par la méthode de I’ Aromatogramme, nous avons procédé a un test quantitatif permettant en
premier lieu la détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice dite CMI (Tableau 21)
et en second lieu I’évaluation de la CMB connue pour étre la Concentration Minimale

Bactéricide (Tableau 26) des échantillons étudiés.
11.4.2.2.1. Détermination des CMI

On remarque d’aprés 1’ensemble des résultats obtenus (Tableau 21) une nette
amélioration de I’activité d’inhibition des souches testées apreés enrichissement de I’'HE des

baies de J. phoenicea avec une teneur de 30 % de thymol.
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Tableau 21 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI en %) des huiles essentielles de
Juniperus phoenicea (pure et additionnée de 30 % de thymol) comparées a celle du thymol seul

et de I’huile essentielle d’Origanum floribundum.

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) (%)
HE de J.
Souches HEh%lé:ﬁcdeZ\]. phoenicea + 30 Thymol HE d’origan
P % de Thymol
Bacillus subtilis <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Escherichia coli >2 0,5 <0,25 <0,25
Staphylococcus 59 0,25 <025 <025
aureus
Pseudomonas Abs 0,5 <0,125 0,25
aeruginosa

Candida albicans >2 0,5 <0,25 <0,25

Les CMI enregistrées par le thymol seul et par I’huile essentielle de 1’origan restent
toutefois équivalentes, sauf pour le cas de Pseudomonas aeruginosa ou c’est le thymol qui
s’est révelé étre le plus efficace enregistrant une CMI de 0,125 % (contre une valeur de 0,25

% dans le cas de ’'HE de I’origan).

Le thymol et 'HE de I’origan enregistrent particuliérement des CMI (%) beaucoup plus
intéressantes que celles enregistrée par ’'HE de J. phoenicea seule (pure) pour I’ensemble des

souches testées.

En effet, la CMI dans le cas de Bacillus subtilis est inférieure ou égale a 0,03 % pour
I’ensemble des échantillons, ce qui indique que cette souche est trés sensible a notre HE méme
sans enrichissement avec du thymol. L’ajout de thymol est toutefois nécessaire pour améliorer
I’activité antimicrobienne de I’HE des baies de J. phoenicea vis-a-vis des autres souches
testées ou 1’on remarque une diminution de la CMI pour Escherichia coli et pour Candida
albicans passant de plus de 2 % a 0,5 % ; et de plus de 2 % a 0,25 % pour Staphylococcus
aureus. Nous notons enfin I’absence totale d’inhibition pour une CMI de 0,5 % dans le cas de
I’HE pure de J. phoenicea testée sur Pseudomonas aeruginosa, celle-ci apparait comme étant

la souche la plus résistante lors cette étude.
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Les figures 51 et 52 illustrent respectivement les résultats du test de la détermination de
la CMI de I’huile essentielle des baies de J. phoenicea seule (pure) et de celle enrichie avec
une teneur de 30 % de thymol testées sur quatre souches microbiennes.

Figure 51 : Résultats de la CMI (%) de I’huile essentielle pure des baies de J. phoenicea

testée sur quatre souches bactériennes.

Figure 52 : Résultats de la CMI (%) de I’huile essentielle des baies de J. phoenicea
enrichie avec une teneur de 30 % de thymol testée sur quatre souches bactériennes.
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Les résultats de la CMI (%) des différents échantillons d’HE des baies de J. phoenicea
confirment eux aussi la plus grande sensibilité des Gram+ vis-a-vis de ces HE, et ou nous
avons noté une CMI (%) plus faible dans le cas de Bacillus subtilis et de Staphylococcus
aureus avec des valeurs respectives de 0,03 % et de 0,25 % en comparaison avec une CMI de

0,5 % pour les trois autres souches utilisées.
11.4.2.2.2. Détermination des CMB

La deuxieme partie de 1’étude qualitative entamée précédemment consiste a déterminer
les Concentration Minimale Bactéricide (CMB exprimée en %) a partir des disques utilisés

pour la détermination des CMI, les résultats sont représentés dans le tableau 22.

Tableau 22 : Concentrations Minimales Bactéricides (CMB en %) de I’HE seule de Juniperus
phoenicea et de celle additionnée de 30 % de thymol comparées a celles du thymol et de I’'HE

d’Origanum floribundum.

CMB (%)
HE seule de | HE de J. phoenicea + HE
; Thymol .
Souches J. phoenicea 30 % de thymol d’origan

Bacillus subtilis <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Escherichia coli >2 1 0,125 0,25
Staphylococcus aureus >2 0,25 <0,03 <0,03
Pseudomonas aeruginosa Abs 1 0,25 0,5
Candida albicans >2 1 0,06 0,25

Nous remarquons d’apres le tableau 22 que Pseudomonas aeruginosa s’est révélée étre
la souche la plus résistante. Cette observation confirme la tendance notée lors des tests
précédents. Les résultats de cette étude montrent I’existence d’un pouvoir antimicrobien

certain de ’ensemble des échantillons.

L’effet de I’addition d’une teneur de 30 % de thymol a I’'HE de J. phoenicea a nettement
amélioré I’activité antimicrobienne de cette huile (connue pour étre faiblement active). Nous

remarquons cela surtout pour le cas de Staphylococcus aureus ou la CMB de cette HE est
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passée d’'une CMB supérieure a 2 % a une CMB de 0,25 % ; et pour celui de Pseudomonas
aeruginosa ou nous sommes passé d’une absence totale d’inhibition de la souche en question
par ’HE seule de J. phoenicea a une CMB de 1 % permettant 1’inactivation de cette souche
par cette méme huile mais qui a été additionnée de 30 % de thymol.

L’huile essentielle de 1’origan, et qui est naturellement riche en thymol, s’est révélée plus
active que I’HE de J. phoenicea additionnée d’une teneur de 30 % de thymol. Elle reste
toutefois moins efficace que le thymol seul, qui a enregistré des CMB (%) les plus faibles par
apport a I’ensemble des échantillons, et qui lui conferent donc la meilleure activité

antimicrobienne.
Conclusion

L’effet de I’addition d’une teneur de 30 % de thymol a I’HE des baies de J. phoenicea se
traduit par une amélioration nettement observable de son activité antimicrobienne sur
I’ensemble des souches testées. L’ajout ou la supplémentation d’uniquement 30 % de thymol
a permis a cette huile de passer d’un statut dit non active, ou parfois trés faiblement active, a

un statut la classant parmi les HE les plus actives.
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II1. Effets de I'addition du thymol ou du carvacrol sur l'activité
antioxydante et insecticide de I'huile essentielle d’Ammoides
atlantica (Coss. et Dur.) Wolf.

I11.1. Introduction

Restant dans la méme optique que la partie précédente de ce travail, et qui est de pouvoir
valoriser une plante médicinales et aromatique endémique en Algérie ayant un rendement en
huile essentielle intéressant mais connue dans la littérature pour étre faiblement active
biologiquement. Notre choix s’est ainsi porté sur Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf.
qui est tres connue en Algérie et largement utilisée, nous I’avons présenté et décrite dans le
chapitre 111 de la partie I (Recherche bibliographique) du document. Nous avons alors pensé
supplémenter I’huile essentielle d’Ammoides atlantica avec du thymol et/ou du carvacrol afin
d’étudier I’effet de cette addition sur les propriétés antioxydantes et insecticides de cette huile.
L’ensemble des résultats ont été comparés a ceux obtenus pour le thymol (seul), le carvacrol
(seul) et le BHT, du moment ou nous savons par avance que ces derniers sont connus et
reconnus par de nombreux chercheurs pour leurs efficacités antioxydante, antimicrobienne et
insecticide.

I11.2. Rendement et composition chimique

L’huile essentielle Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf. retenue dans notre étude a
été obtenue avec un rendement de 31,1 % (v/m). Nous remarquons donc que A. atlantica
¢tudiée dans le cas de ce travail présente un rendement fort intéressant, ce qui fait d’elle une

plante a fort potentiel d’utilisation.

L’analyse chromatographique représentée dans le tableau 23 a permis I’identification de

21 composés, représentant 95,9 % du total des composés chimiques de I'huile essentielle

d’Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf.
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Tableau 23 : Composition chimique (%) de 1’huile essentielle d’Ammoides atlantica (Coss. et

Dur.) Wolf.
N° Composés IR % Identification
1 a-Thujene 930 0.2 IR-SM
2 a-Pinene 937 1.6 IR-SM-Etalon
3 Camphene 951 t IR-SM-Etalon
4 Sabinene 973 t IR-SM
5 B—Pinene 977 0.2 IR-SM-Etalon
6 B-Myrcene 990 0.5 IR-SM
7 a-Phellandrene 1004 t IR-SM-Etalon
8 0-3-Carene 1011 0.1 IR-SM
9 a-Terpinene 1017 0.5 IR-SM-Etalon
10 p-Cymene 1024 20.4 IR-SM
11 Limonene 1030 8.9 IR-SM-Etalon
12 1,8-Cineole 1032 0.2 IR-SM-Etalon
13 v-Terpinene 1060 6.5 IR-SM
14 Terpinolene 1087 0.2 IR-SM-Etalon
15 p-Cymenene 1089 t IR-SM
16 4-Terpineol 1177 1.1 IR-SM
17 p-Cymen-8-ol 1183 0.1 IR-SM
18 a-Terpineol 1189 0.2 IR-SM-Etalon
19 Carvacrol methyl ether 1240 t IR-SM
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20 Thymol 1291 48.5 IR-SM-Etalon
21 Carvacrol 1299 8.5 IR-SM-Etalon
Total (%) 95.9
Monoterpénes 40.3
Monoterpenes 0Xygenes 55.6
Rendement (%) 5,3

Le chromatogramme CG/SM de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica (Coss. et Dur.)
Wolf. est représenté dans la figure 53.
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Figure 53 : Chromatogramme CG/SM de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica (Coss. et
Dur.) Wolf.

170



Chapitre II — Résultats et discussion

Les principaux compostant chimiques de notre échantillon sont particulierement
représentés par : le thymol (48,5 %), le p-cymene (20,4 %), le limonene (8,9 %), le carvacrol
(8,5 %) et le y-terpinene (6,5 %). La composition chimique d’une huile essentielle varie en
fonction de nombreux facteurs (citées dans la partie bibliographique de cette étude) tels que la
nature de la plante, le moment de la récolte, les conditions d’extraction, I’origine de la plante,
etc. Pour illustrer cette variation, nous avons choisi de représenter les principaux composés
chimiques (%) de I'huile essentielle d’especes d’Ammoides issues de différentes origines

d’Algérie dans le tableau ci-dessous.

Tableau 24

d’Ammoides issues de différentes origines d’Algérie.

: Principaux composés chimiques (%) des huiles essentielles d’espéces

Espéces Origines | p-Cymene | Limonene | y-Terpinene | Thymol | Carvacrol REéf.
] ] Cette
A. atlantica | Herboriste 20,4 8,9 6,5 48,5 8,5 )
étude
Setif Laouer
A. atlantica (Montagne 10,6 2,0 19,4 53,2 2,9 et al.
Megress) (2008)
Sétif Laouer
A. pusilla (Ouled 13,5 0,2 32,9 445 0,6 et al.
Faid) (2003)
A Attou et
' Ouest
. 20,19 15,70 8,42 45,77 3,3 al.
verticillata | algerien (2017)

Nous remarquons d’apres le tableau 24, que les principaux composés chimiques (%) de

I’huile essentielle des différentes espéces d’Ammoides issues de différentes origines d’ Algérie
sont représentés par le thymol, le y-Terpinene, le p-Cymene, le Limonene, et le carvacrol. Nous
notons que I’échantillon d’Ammoides étudié dans notre cas enregistre des teneurs

particulierement appréciables en carvacrol et en limonene.
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Nous notons de plus que c’est I’espéce d’Ammoides qui est originaire de la région de
Sétif (Montagnes Megress) qui enregistre la plus forte teneur en thymol. L’ensemble des HE
représentées dans le tableau 24 sont dites a chémotype thymol, du moment ou il est le composé

majoritairement présent.

Nous notons par ailleurs que nous pouvons retrouver d’autres principaux chimiques
hormis ceux retrouvés dans les HE citées dans le tableau 24. En effet, la composition chimique
d’Ammoides atlantica collectée par Boudiar et al., (2011) dans la région de Jijel (Algérie)
révele la présence de safranal (17,9 %), d’endo-borneol (17,6 %), de chrysanthenone (15,5 %),
de filifolone (12,1 %) et de camphor (1,.8 %). La composition chimique d’une huile essentielle
varie avec le terroir et le climat. Il importe donc, a défaut de la composition, de connaitre
I’origine géographique de la plante. Une méme plante suivant son biotope donne des
chémotypes différents (Viaud, 1993). De nombreux auteurs confirment par ailleurs, que de
nombreux autres facteurs de variabilité de cette composition chimique interviennent, tels que
la partie de la plante utilisée (feuilles, fruits, racine...) pour extrairc I’HE ; la météorologie au
moment de la récolte ; ’heure de la récolte ; la période de végétation ; le type de culture (plantes
sauvages donnant des produits généralement plus actifs) ainsi que le procédé d’extraction
(Lahlou, 2004).

I11.3. Effet de ’addition du thymol ou du carvacrol sur ’activité antioxydante de I’huile
essentielle d’Ammoides atlantica

111.3.1. Effet de I’addition du thymol ou du carvacrol sur ’activité d’inhibition du radical

DPPH

Les résultats de I’activité¢ du piégeage du radical DPPH (exprimée en %) par les HE
d’Ammoides atlantica seules et additionnées de thymol et de carvacrol sont illustrés dans la

figure 54. Ces résultats ont été comparés a ceux du thymol, du carvacrol et du BHT.
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Figure 54 : Inhibition du radical DPPH (%) par le BHT, le thymol, le carvacrol et par I’huile

essentielle d’Ammoides atlantica seule et additionnée de thymol ou de carvacrol.

Nous observons d’aprés la figure 54 que plus les concentrations augmentent plus le

pourcentage d’inhibition du radical DPPH de I’ensemble des échantillons augmente.

Nous remarquons en premier lieu que le BHT enregistre des le départ (pour les plus
petites concentrations de 50 et de 100 mg/L) les pourcentages d’inhibition du radical DPPH les
plus élevés. 1l est suivi par le thymol seul qui est particulierement beaucoup plus actif que son

isomere de position le carvacrol.

Le thymol seul présente également une meilleure efficacité d’inhibition du radical
DPPH par apport aux échantillons d’HE d’A. atlantica (seule et additionnees). Alors que le

carvacrol reste pour I‘ensemble des concentrations moins efficace que ces derniers.

Pour les concentrations de 50 et de 100 mg/L, c’est la combinaison HE+carvacrol qui
enregistre le pourcentage d’inhibition du radical DPPH le plus élevé. Il est suivi par celui de

I’HE seule et enfin par la combinaison HE+thymol.
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Les trois échantillons d’HE d’Ammoides atlantica (seule, HE+carvacrol et HE+thymol)
enregistrent toutefois un pourcentage d’inhibition du radical DPPH équivalent pour une
concentration de 200 mg/L. Alors que pour les concentrations de 400, 600, 800 et 1000 mg/L,
c’est 1’échantillon d’HE auquel nous avons ajouté du carvacrol qui enregistre la meilleure

efficacité antioxydante.

Nous n’avons retrouvé dans la littérature aucune publication scientifique (nationale ou
internationale) ou étude qui traite de I’effet de la supplémentation (enrichissement ou ajout) du
carvacrol ou du thymol sur les activités biologiques d’une huile essentielle (aucune étude
portant sur I’enrichissement de I’HE d’A. atlantica), nous n’avons donc pas pu comparer nos
résultats avec les résultats d’autres chercheurs. Nous pouvons uniquement dire qu’en effet, pour
une concentration de 200 mg/L d’une solution de thymol seul on atteint une activité de 82 %
équivalente a celle obtenue pour une concentration de 1000 mg/L d’une solution de carvacrol

seul, soit une efficacité 5 fois plus importante.
Conclusion

Nous notons enfin que d’une fagon globale, c’est la combinaison HE+carvacrol qui s’est
révelé étre la plus efficace pour toutes les concentrations. La supplémentation de ’'HE d’A.

atlantica avec du carvacrol a donc eu un effet positif.
111.3.1.1. Détermination des ICsg

Les concentrations inhibitrices de 50 % du radical DPPH (mg/L) des HE d’Ammoides
atlantica étudiées (seule, HE+carvacrol et HE+thymol) sont illustrées a 1’aide d’histogrammes

dans la figure 55.
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Figure 55 : Concentrations inhibitrices de 50 % du radical DPPH (mg/L) des huiles
essentielles seules d’Ammoides atlantica et additionnées de thymol ou de carvacrol

compareées a celles du BHT, du thymol seul et du carvacrol seul.

Nous constatons clairement que les résultats illustrés dans la figure 55 confirment ceux
des % d’inhibition du radical DPPH des différents échantillons, ou c’est le BHT qui marque
I’ICso la plus basse (11,59 mg/L) et qui fait de lui le meilleur inhibiteur. 1l est suivi par le thymol

seul, qui est a peu pres 5 fois plus efficace que le carvacrol seul.

Le thymol seul est suivi par I’HE d’A. atlantica supplémentée avec du carvacrol, I’'HE

seule, I'HE d’A. atlantica supplémentée avec du thymol et enfin le carvacrol seul.

L’ensemble des échantillons d’HE d’A. atlantica se sont révélées étre plus efficaces que

le carvacrol seul.
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I11.3.2. Effet de ’addition du thymol ou du carvacrol sur I’activité de piégeage du radical
ABTS™

Les résultats de I’activité de piégeage du radical ABTS™ (exprimée en %) par I’huile
essentielle d’Ammoides atlantica (seule et celles supplémentées avec du thymol ou du
carvacrol) comparés a ceux du thymol, du carvacrol, et du trolox sont illustrés dans la figure
56.
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Figure 56 : Activités de piégeages du radical ABTS™ (%) par I’huile essentielle d’Ammoides
atlantica seule et celles supplémentées avec du thymol ou du carvacrol comparées a celles du

thymol seul, du carvacrol seul et du trolox.

Nous observons d’apres la figure 56 que plus les concentrations augmentent plus
activité de piégeage du radical ABTS™ (%) de I’ensemble des échantillons augmente. C’est
le trolox qui enregistre la meilleure activité de piégeage du radical ABTS™ (%) pour les petites
concentrations (0,1 mg/L). Pour une concentration de 0,5 mg/L, la meilleure activité est
enregistrée par la combinaison HE+thymol, qui est suivie par I’'HE seul, vient ensuite le thymol,
le trolox, I’HE+carvacrol et enfin le carvacrol seul. Pour une concentration de 1 mg/L, ’activité
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de piégeage du radical ABTS™ (%) des échantillons étudiés est plus ou moins équivalente et
dépasse de loin celle du trolox.

Conclusion

Mise a part le trolox, ’ensemble des échantillons étudiés enregistrent un pourcentage
d’inhibition du radical ABTS™ supérieur a 80 % pour les concentrations de 5, de 10 et de 50
mg/L. Le thymol atteint un pourcentage d’inhibition de 100 % pour une concentration de 10
mg/L. C’est donc le thymol qui se révéle étre I’échantillon le plus efficace, il est suivi de trés

pres par le reste des échantillons d’HE.
111.3.2.1. Détermination des 1Cso

Dans le but de mieux observer les différences entre les % d’inhibition du radical ABTS™
induites par 1’ajout de thymol ou de carvacrol a ’'HE d’A. atlantica, nous avons fait le choix de
calculer les ICsp exprimée en mg/L des différents échantillons étudiés. Les résultats de ’activité
de piégeage du radical ABTS™ exprimée en ICso (mg/L) par le thymol, le carvacrol, le trolox,
I’huile essentielle d’Ammoides atlantica seule et celles supplémentées avec du thymol ou du

carvacrol sont illustrés dans la figure 57.
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Figure 57 : Activités de piégeage du radical ABTS"" exprimées en ICso (mg/L) par I’huile
essentielle d’Ammoides atlantica seule et celles supplémentées avec du thymol ou du
carvacrol comparées a celles du thymol seul, du carvacrol, et du trolox.
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La figure 57 nous permet de classer les valeurs des 1Cso (mg/L) de I’ensemble des
échantillons comme suit : carvacrol seul (1,45 mg/L) ; HE seule (1,46 mg/L) ; HE+thymol
équivalente a celle de ’'HE+carvacrol (1,53 mg/L) ; thymol seul avec (1,58 mg/L) ; et enfin le
trolox avec une 1Csp de 1,97 (mg/L).

Nous observons ainsi clairement que c’est le carvacrol qui a enregistré Iactivité de
piégeage du radical ABTS™ exprimée en ICso (mg/L) la plus efficace marquant une valeur de
1,45 mg/L. 11 est suivi de trés prés par 1’échantillon d’HE seule d’Ammoides atlantica (1,46
mg/L). Cette derniere s’est en effet révélée étre plus active que les combinaisons HE+carvacrol

et HE+thymol.

Le trolox a pour sa part enregistre la 1Cso la plus élevée (1,97 mg/L) ce qui le classe en
dernier et fait de lui un mauvais piégeur du radical ABTS™".

L’activité de piégeage du radical ABTS™ exprimée en ICso (mg/L) de 'HE additionnée
de thymol semble étre équivalente a celle de I’HE d’A. atlantica ou nous avons ajouté du
carvacrol. Ces deux combinaisons (HE+carvacrol et HE+thymol) enregistrent par ailleurs une
ICso d’inhibition du radical ABTS™ supérieure a celle de ’'HE d’A. atlantica auquel nous
n’avons rien ajouté (HE seule ou dite aussi pure). Nous déduisons ainsi que I’ajout de carvacrol
ou de thymol n’a pas eu d’effet appréciable quant a I’accroissement de I’efficacité de piégeage
du radical ABTS" par ’'HE d’A. atlantica puisque la valeur de la ICsp est passée de 1,46 pour

I’HE seule a 1,53 mg/L pour les échantillons supplémentés avec du carvacrol ou du thymol.
Conclusion

A T’issu du test de piégeage du radical ABTS™, le carvacrol seul s’est révélé étre
légerement plus efficace que le thymol seul. L’ajout de carvacrol ou de thymol n’a pas eu d’effet
appréciable quant a ’accroissement de I’efficacité de piégeage du radical ABTS™ par I'HE
seule d’A. atlantica. Il semblerait par contre que I’ajout du carvacrol ou du thymol a I’HE ait
provoqué le rééquilibrage de la capacité inhibitrice du thymol et du carvacrol, ou I’on remarque
une équivalence entre Pactivité de piégeage du radical ABTS™ des combinaisons HE+carvacrol
et HE+thymol. Ce résultat s’explique par I’existence d’une synergie entre le carvacrol, le

thymol et les composants chimiques de I’HE pure d’A. atlantica.
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IV. Evaluation de l'effet de la supplémentation de [I'huile
essentielle d'/Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf. avec du

thymol ou du carvacrol sur son activité insecticide

IVV.1. Introduction

Toujours dans le but de valoriser une plante aromatique endémique en Algérie, et qui de
plus posseéde un rendement intéressant en huile essentielle, nous avons fait le choix de compléter
notre étude en s’intéressant cette fois ci a I’évaluation de I’effet de ’enrichissement de 1’huile
essentielle d’Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) avec du thymol et/ou du carvacrol sur son
activité insecticide. De plus, aucune publication scientifique (nationale ou internationale)
traitant ce sujet n’a €té rapportée dans la littérature, notre travail est donc précurseur pour ce

domaine d’application.

L’activité insecticide des huiles essenticlles d’Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf.
pures (ou dites aussi seules) et celles enrichies (supplémentées ou additionnées) avec du thymol
ou du carvacrol a été évaluée en se basant sur la mortalité des adultes de Callosobruchus
maculatus F. selon deux divers modes de traitement : I’inhalation et le contact, et sur deux
parametres biologiques : la fécondité et la fertilité mesurées aux doses sublétales représentées
par la DL3o et la DLso. La fécondité est exprimée par le nombre d’ceufs pondus par femelle et

la fertilité évaluée par le pourcentage (%) d’éclosion et le % d’émergence.

IV.2. Test de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle sur la mortalité des adultes

de Callosobruchus maculatus F. par contact

IV.2.1. Observation de I’effet du traitement par contact avec les différents échantillons

d’HE seules et enrichies sur la symptomatologie de I’intoxication de C. maculatus

Des le dép6t des insectes adultes de C. maculatus F. dans les boites de Pétri traitées avec
les différentes doses d’HE d’Ammoides atlantica (seules et enrichies), nous avons remarqueé
que ces derniers étaient fortement agités, désorientés. Nous avons noté par ailleurs, que ceux
que I’on avait déposé dans les boites de Pétri traités avec la combinaison HE supplémentée avec
du carvacrol (HE+carvacrol) étaient plus agités que les autres insectes. Apres un temps

d’exposition de 24 H, les insectes survivants se déplacaient lentement et avaient parfois des
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difficultés a se déplacer alors que ceux qui étaient considérés morts (aucun mouvement méme

apres chatouillement) se sont mis sur le dos.

1V.2.2. Effet de la supplémentation de ’HE d’Ammoides atlantica sur la mortalité de C.

maculatus traité par contact

Les résultats du test de I’effet de la supplémentation (avec du thymol et/ou du carvacrol)
de 'HE d’Ammoides atlantica sur la mortalité des adultes de C. maculatus traités par contact
direct sur papier filtre comparés aux résultats du témoin (non traité¢) et de I’'HE seule (non

supplémentée) sont représentés dans la figure 58.

W HE Seule HE + Thymol MHE + Carvacrol Témoin
120

100 -

80 -

60 -

40 -

Mortalité corrigée (%)

20

3 (L) 6 (uL) 12 (L) 3 (ut) 6 (uL) 12 (pL)
Aprés 24H Aprés 48H
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Figure 58 : Effet de la supplémentation de ’'HE d’Ammoides atlantica avec du thymol
et/ou du carvacrol a différentes doses et durées d’exposition sur 1’évolution du pourcentage de

la mortalité moyenne corrigée des adultes de C. maculatus traités par contact.

Nous constatons d’aprés la figure 58 que les trois échantillons d’HE d’Ammoides
atlantica (seule, supplémentée avec du thymol, supplémentée avec du carvacrol) sont efficaces
a I’égard de I’insecte C. maculatus. Plus la dose des échantillons augmente et plus le temps
d’exposition est important (passant de 24 a 48H) plus le pourcentage corrigée de mortalité des

insectes est élevé. Par ailleurs, la mortalité naturelle de C. maculatus dans les boites témoins
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(sans HE) est absolument nulle, les insectes gardent toujours leur dynamisme ce qui dévoile
I’action toxique de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica observé dans les boites test. Nous
notons toutefois que ’HE seule (non supplémentée) a enregistré les plus faibles pourcentages
de mortalité de C. maculatus pour I’ensemble des concentrations et des temps d’exposition (24
et 48H). Elle n’arrive a atteindre un pourcentage de mortalit¢ équivalent a ceux des
combinaisons HE+thymol et HE+carvacrol qu’aprés 48H d’exposition a une concentration de
12 pL. Alors que ’HE d’A. atlantica qui a été enrichie avec du carvacrol enregistre le meilleur
pourcentage de mortalité corrigée des insectes (84,21 %) pour la plus faible dose (3 pL) et pour
le plus faible temps d’exposition (24H), contre 10,52 % de mortalité corrigée aprés une

exposition de 24H a la méme dose (3 pL) dans le cas de ’'HE seule.

Il faut signaler que la combinaison HE+carvacrol atteint méme 98,24 % de mortalité

corrigée de C. maculatus pour seulement 24H d’exposition et pour une dose de 6 pL.

Un cas particulier est observé dans le cas de I’HE d’Ammoides atlantica supplémentée
avec du thymol, ou nous remarquons que cet échantillon enregistre le maximum de son
efficacité apres 24H d’exposition, et que méme si nous augmentons la durée d’exposition a
48H, les pourcentages corrigés de mortalité de C. maculatus restent les mémes, a savoir 19 %,
29 % et 92,98 % pour des doses respectives de 0,038, de 0,076 et de 0,152 pL/cm? quelle que
soit la durée d’exposition étudiée (24 et 48H). Nous notons par ailleurs que I’HE d’A.atlantica
seule ne s’est révélée Etre plus efficace que la combinaison HE+thymol que pour une dose de
3uL et aprés 48H d’exposition. Mise a part ce cas-la, hous pouvons dire que les combinaisons

HE+carvacrol et HE+thymol sont nettement plus efficaces que I’HE seule d’A.atlantica.
Conclusion

La combinaison HE+carvacrol est 8 fois plus efficace que I’HE seule pour une dose de 3
uL et un temps d’exposition de 24H. La supplémentation d’A. atlantica avec du carvacrol ou
du thymol a eu un effet positif sur I’évolution du pourcentage de la mortalité moyenne corrigée

des adultes de C. maculatus traités par contact.
IV.2.3. Effet des doses sublétales lors de ’essai contact

Dans le but d’évaluer I’effet de la supplémentation de ’'HE d’Ammoides atlantica avec

du thymol ou du carvacrol aux doses sublétales DLso, et les DLso sur la descendance de C.
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maculatus traité lors de ’essai contact. Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures 59
et 60.

1VV.2.3.1. Effet de la DL3g

Les résultats de I’effet de la supplémentation de I’HE d’A. atlantica (avec du thymol ou

du carvacrol) sur sa dose sublétale DL utilisée lors de I’essai contact sont illustrés dans la

figure 59.
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Figure 59 : Doses sublétales (DL3o) de ’'HE d’Ammoides atlantica supplémentée avec
du thymol et de celle supplémentée avec du carvacrol comparée a la DL3o de I’HE seule

utilisées lors du traitement par contact vis-a-vis de C. maculatus.
1VV.2.3.2. Effet de la DLso

Les résultats de I’effet de la supplémentation de I’HE d’A. atlantica (avec du thymol ou
du carvacrol) sur sa dose sublétale DLsg utilisée lors de 1’essai contact sont illustrés dans la

figure 60.
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Figure 60 : Doses sublétales (DLso) de ’'HE d’Ammoides atlantica supplémentée avec
du thymol et de celle supplémentée avec du carvacrol comparée a la DLso de I’HE seule

utilisées lors du traitement par contact vis-a-vis de C. maculatus.

Nous remarquons d’apres la figure 60 que ¢’est 'HE d’Ammoides atlantica enrichie avec
du carvacrol qui a enregistré la DLso la plus efficace, en effet, celle-ci n’est que de 0,82 uL, elle
est suivie par celle de ’'HE supplémentée avec du thymol. L’HE seule a par contre enregistré

la DLso la plus élevée et donc la moins efficace avec une valeur de 12,41 pL.

Les huiles essentielles exercent leur activité bio insecticide en interagissant avec diverses

cibles du systeme nerveux, y compris :

+ les récepteurs tyramine et octopamine (Enan, 2001 ; Kostyukovsky et al., 2002 ;
Enan, 2005*° ; Price et Berry, 2006) ;

+ les récepteurs GABA inotropes (Priestley et al., 2003 ; Tong et Coats, 2010) ;
I’acétylcholinestérase (Grundy et Still, 1985 ; Ryan et Byrne, 1988 ; Keane et
Ryan, 1999 ; Abdelgaleil et al., 2009 ; Lopez et Pascual-Villalobos, 2010) ;

+ et le cytochrome P450 mono oxygénase (De-Oliveira et al., 1997).
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Conclusion

L'efficacité des échantillons évaluée par les DL3o, DLso indique que ¢’est la combinaison
HE d’Ammoides atlantica enrichie avec du carvacrol qui est la plus efficace sur la bruche du
pois chiche commercialisé, elle est suivie par la combinaison HE+thymol. L’enrichissement de
I’huile essentielle d’A. atlantica a donc eu un effet considérable sur son efficacité biocide
évaluée par contact vis-a-vis de C. maculatus. L’ajout de carvacrol a permis a 'HE d’A.

atlantica d’avoir une DLsg 15 fois plus efficace que celle de I’HE seule (non supplémentée).

IV.3. Effet de la supplémentation de ’HE d’Ammoides atlantica sur la mortalité de

Callosobruchus maculatus traités par inhalation

Dans le cas de la détermination de ’effet de la supplémentation de ’'HE d’Ammoides
atlantica avec du thymol ou du carvacrol sur I’évolution dans le temps du pourcentage de la
mortalité moyenne corrigée des adultes de C. maculatus traités par inhalation, la dose des
échantillons d’huile essentielle d’Ammoides atlantica a été fixée a 0,173 pL/cm® mais

I’enregistrement de la mortalité a été effectué a des temps variables (6 ; 12 ; 24 et 48 heures).

IV.3.1. Résultats de I’effet de la supplémentation de PHE d’Ammoides atlantica sur

I’évolution dans le temps du pourcentage de la mortalité moyenne corrigée

Lors du test d’inhalation, les HE se volatilisent rapidement dans 1’atmospheére confinée et
atteignent les insectes pour exercer leur action. Les résultats de I’effet de la supplémentation de
I’HE d’Ammoides atlantica (avec du thymol ou du carvacrol) sur I’évolution dans le temps du
pourcentage de la mortalité moyenne corrigée des adultes de C. maculatus traités par inhalation
comparés aux résultats des témoins et de I’HE seule sont illustrés a I’aide d’histogrammes dans

la figure 61.
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Figure 61 : Effet de la supplémentation de ’'HE d’Ammoides atlantica avec du thymol ou du
carvacrol sur 1’évolution dans le temps du pourcentage de la mortalité moyenne corrigée des

adultes de C. maculatus traites par inhalation.

Nous observons d’aprés la figure 61 que les trois échantillons d’HE d’Ammoides
atlantica (HE seule ; HE+thymol ; HE+carvacrol) sont dotés d’une activité insecticide par effet
d’inhalation apres 6, 12, 24 et 48 heures d’exposition. Nous remarquons de plus que plus le
temps d’exposition augmente, plus le pourcentage de la mortalité moyenne corrigée des insectes
augmente. Toutefois, I’échantillon témoin n’a enregistré un pourcentage de mortalité presque

insignifiant (1,66 %) qu’aprés 48 H d’exposition.

1VV.3.2. Observation du comportement des adultes de C. maculatus traités par I’inhalation

d’HE d’A. atlantica supplémentées avec du thymol ou du carvacrol

En plus de présenter les résultats de I’effet de la supplémentation de ’'HE d’Ammoides
atlantica sur 1’évolution dans le temps du pourcentage de la mortalité moyenne corrigée sous
la forme d’histogrammes (Figure 62), nous nous sommes aussi intéressés a I’observation sous
une loupe binoculaire et a I’ceil nu du comportement des adultes de C. maculatus présents dans

les différents pots traités apres 6, 12, 24 et 48H d’exposition.
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Ainsi, nous avons clairement observé d’une facon globale que tous les insectes ont
manifesté un comportement d’agitation en essayant de fuir dans toutes les directions dés leur
introduction dans les pots traités avec les différents échantillons d’HE (seule et supplémentées).
Ce phénomeéne peut étre considéré comme étant une « symptomatologie d’intolérance » et ou

« une réaction de survie ».
IV.3.2.1. Aprés 6H d’exposition

Dans le cas de la combinaison HE+thymol : nous avons observé que les insectes étaient
particuliérement assommés aprés 6H d’exposition, aucun individu n’arrivait a se déplacer, il
était comme étourdi et retombé sur ses pattes en se mettant sur le c6té. Alors que les insectes
présents dans les pots témoins étaient en pleine forme et se déplacaient trés vite (Figure 62).
Les insectes présents dans les pots traités avec I’HE seule étaient dans un état similaire a ceux
présents dans les pots traités avec I’HE+thymol mais n’avaient pas pour autant la vitalité dd

ceux présents dans les pots témoins.

Les individus présents dans les pots traités avec de I’HE supplémentée avec du carvacrol
semblaient quant a eux un peu plus assommer que les autres (sur le dos, ailes vers I’extérieur...).
Nous déduisons d’apres ces différentes observations et d’apres les résultats obtenus et illustrés
dans la figure 62 que pour un temps d’exposition de 6H, et pour une dose de 0,086 pL/cm?,

I’ensemble des échantillons ont enregistré un effet de toxicité par inhalation presque équivalent.

Figure 62 : Illustration de la différence de comportement entre les insectes de C. maculatus
non traités (pots témoins) et ceux traités par inhalation avec de I’huile essentielle seule

d’Ammoides atlantica aprés 6 heures d’exposition.
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1V.3.2.2. Aprés 12H d’exposition

Les insectes présents dans les pots témoins ont gardé leur vitalité, alors que ceux traités
avec I’HE seule étaient dans un état d’inactivité totale (placés sur leurs dos au fond des pots et
bougeaient a peine leurs pattes et leurs ailes). Les adultes de C. maculatus présents dans les
pots traités avec I’HE supplémentée avec du thymol étaient quant a eux pratiquement tous morts
et collés au fond des pots (Figure 63). Nous avons d’ailleurs remarqué précédemment dans la
figure 62 que c’est la combinaison HE+thymol qui a enregistré le pourcentage de mortalité
corrigée le plus élevé avec une valeur de 83,33 %, elle est suivie par celle enrichie avec le
carvacrol qui enregistre 51,66 % de mortalité et enfin par I’'HE seule (35 %). Nous pouvons
dire a ce moment-la que c’est la combinaison HE d’Ammoides atlantica additionnée de thymol
qui est la plus toxique par inhalation (elle est 7 fois plus efficace que I’HE seule). L’effet de la
supplémentation est donc trés intéressant dans ce cas-la.

Figure 63 : Illustration de la différence de comportement entre les insectes de C. maculatus
non traités (pots témoins) et ceux traités par inhalation avec de I’'HE d’Ammoides atlantica

Supplémentée avec du thymol apres 12 heures d’exposition.
1V.3.2.3. Aprés 24H d’exposition

Nous notons toujours d’aprés la figure 63 représentée plus haut que les pourcentages de
mortalité corrigée des différents échantillons continuent d’augmenter en fonction de
I’augmentation du temps, sauf qu’apres 24H d’exposition, le pourcentage de mortalité corrigée
de ’HE seule (83,33 %) dépasse de loin celui de I’HE additionnée de carvacrol (63,33 %) mais
n’atteint pas celui de ’'HE+thymol (95 %). Nous pensons que cela est dii au fait que la
combinaison HE+carvacrol soit plus volatile que ’'HE seule (composée principalement de 48,5

% de thymol et de 20,4 % de p-Cymene) et qu’aprés 24H d’exposition son efficacité par
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inhalation soit amoindrie. Cela est aussi justifié par la littérature ou de nombreux chercheurs
confirment la volatilité du carvacrol par apport au thymol et a d’autres composés chimiques
présents dans les HE. Considérés comme étant morts dans la majorité des cas, les adultes de C.
maculatus présents dans les pots traités avec I’HE seule ou avec I’HE+thymol étaient tous collés

au fond des pots et que certains d’entre eux commengaient méme a se dessecher.
1V.3.2.4. Aprés 48H d’exposition

Nous remarquons clairement d’aprés la figure 63 représentée plus haut que ’ensemble
des échantillons utilisés ont enregistré un pourcentage de mortalité corrigée maximal au bout
de 48H d’exposition avec une valeur de 100 % pour les combinaisons HE+thymol et
HE+carvacrol, et de 98,33 % dans le cas de I’HE seule. Alors que nous avons enregistré qu’un
seul insecte mort dans le cas des pots témoins (non traités), le reste des insectes étaient encore
actifs mais semblaient avoir un poids plus Iéger, nous pensons que cela serait nécessairement
du a leur perte en poids occasionnée par leur déshydratation (Figure 64).

Figure 64 : Illustration de la différence de comportement entre les insectes de C. maculatus
non traités (pots témoins) et ceux traités par inhalation avec de I’huile essentielle d’Ammoides

atlantica supplémentée avec du thymol aprés 48 heures d’exposition.
Conclusion

Nous avons remarqué lors du test d’inhalation que la combinaison HE+thymol était
beaucoup plus odorante que I’'HE seule et que celle supplémentée avec du carvacrol, cela
pourrait peut-étre expliquer le fait que ce soit la combinaison (HE+thymol) qui a était la plus

efficace pour I’ensemble des doses et des durées d’exposition. Alors, que nous avons remarqué
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que la combinaison HE+carvacrol étaient plus piquante (au touché et a force de la manipuler)
que I’HE supplémentée avec du thymol, c’est ce qui justifie peut étre son efficacité lors du test

contact.
1V.3.3. Détermination des temps létaux

Les temps Iétaux TLzo et TL50 sont les temps (exprimés en heure) correspondant a une
mortalité de 30 et de 50 % des insectes pour une dose bien définie.

1IV.3.3.1. TLso

Les résultats de I’effet de la supplémentation de I’HE d’A. atlantica (avec du thymol ou
du carvacrol) sur son temps létal TLso(exprimé en heure) permettant de réduire 30 % de la
population de C. maculatus comparé au temps 1étal de I’HE seule sont illustrés dans la figure
65.
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Figure 65 : Effet de la supplémentation de ’'HE d’A. atlantica avec du thymol ou du

carvacrol sur les temps létaux (TLso) exprimés en heure.
1V.3.3.2. TLso

Les résultats de ’effet de la supplémentation de I’HE d’A. atlantica (avec du thymol ou
du carvacrol)sur son temps Iétal (exprimé en heure) permettant de réduire 50 % de la population

de C. maculatus comparé au temps 1étal de I’'HE seule sont illustrés dans la figure 66.
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Figure 66 : Effet de la supplémentation de I’HE d’A. atlantica sur les temps Iétaux (TLso)

exprimes en heure.

Nous remarquons d’apres les figures 65 et 66 que c’est la combinaison HE+thymol (HE
d’A. atlantica supplémentée avec du thymol) qui a enregistré les temps Iétaux (TLszo et TLso)
les plus efficaces permettant la réduction de 30 et de 50 % de la population de C. maculatus
traitée par inhalation avec des valeurs respectives de 7,35 H et de 9,78 H, elle est suivie par la
combinaison HE+carvacrol et enfin par I’HE seule (non supplémentée). Nous notons toutefois
que la supplémentation de I’HE avec du carvacrol n’a permis a cette huile de réduire ses temps

Iétaux (TLso et TLso) que de 1 heure seulement.
Discussion

En regle générale, la toxicité des HE et de leurs constituants chez les insectes
provoguerait une action neurotoxique induisant une hyperactivité, une hypertension des jambes
et de ’abdomen ainsi qu’un effet Knock-down ou d’immobilisation rapide (Prowse et al.,
2006 ; Mann et al., 2012 ; Zhao et al., 2013). Cet effet choc s’est traduit par une immobilité
instantanée des bruches adultes des leur contact avec les vapeurs des HE supplémentées
présentent dans les pots hermétiques, particulierement dans le cas de la combinaison
HE+thymol pour une dose de 12 pL et un temps d’exposition de 12 H. Il serait li¢ a la libération

de I’acetylcholine (neuromédiateur).

Enan (2002) explique par ailleurs que I’effet des HE serait di aux composés terpéniques

qui agiraient comme des neurotoxines. En effet, ’'HE seule d’A. atlantica est essentiellement
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composée de monoterpenes oxygénés (55,6 %) et de monoterpénes (40,3 %). Ces composés ont
été souvent caractérisés par leur activité biocide et répulsive contre de nombreux insectes
ravageurs des denrées stockées (Keita et al., 2000 ; Ketoh et al., 2002 ; Papachristos et
Stamoupolos, 2002 ; Kellouche et Soltani, 2004 ; Kellouche et al., 2010). Les monoterpenes,
tels que le thymol, le carvacrol et le a-terpinéol, reconnus par les récepteurs de la tyramine (un
précurseur de ’octopamine) influenceraient la production de I’AMPc et du calcium au niveau

cellulaire ou intracellulaire (Enan, 2005°).

Don Pedro (1989) indique que [I’activité insecticide des huiles essentielles est
essentiellement due a la toxicité directe des composés phénoliques présents dans leurs
compositions. Coats (1991) a indiqué pour sa part que cet effet toxique provenait des
monoterpenes oxygénés et non oxygénés. Le limonene ainsi que le linalol sont deux
monoterpénes connus pour leur toxicité en vers les insectes, ils ont été ajoutés a la liste des
insecticides botaniques commerciaux (Abdelgaleil, 2010). Le limonéne (monoterpenes
hydrocarboné) entrainerait une augmentation de 1’activité des nerfs sensoriels, provoquant ainsi
un déficit de coordination et une convulsion de I’insecte (USEPA, 1994). Alors que le linalol
(alcool monoterpénique) agirait sur le systeme nerveux affectant ainsi le transport ionique et la

libération d’acétylcholine estérase chez les insectes (Re et al., 2000).

Conclusion

Nous déduisons enfin que la supplémentation de 1’huile essentielle d’A.atlantica avec
du thymol ou du carvacrol a donc eu un effet énergiquement important par rapport au témoin
quant a I’augmentation du pourcentage de mortalité des adultes de Callosobruchus maculatus
F. lors des tests de contact et d’inhalation. Nous pouvons expliquer les différences entre les
pourcentages de mortalité corrigée enregistrés dans les tests contact et inhalation par : la
différence de sexe entre les insectes (nous n’avons pas fait de distinction entre les males et les
femelles dans ces tests-1a) ; la vigueur des individus ; et la composition chimique de 'HE

étudiée.

IV.4. Effet de la supplémentation de I’huile essentielle avec du thymol ou du carvacrol sur

la fécondité des femelles

Nous nous sommes intéressés dans cette partie de 1’étude a I’évaluation de I’effet de la
supplémentation (enrichissement avec du thymol ou du carvacrol) de I’'HE d’A. atlantica sur la

fécondité des femelles de C. maculatus, nous avons pour cela estimé cet effet sur : le nombre
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d’ceufs total pondus jusqu’a la mort des femelles et sur le nombre d’ceufs total pondus par
chaque femelle, nous avons terminé par I’estimation de I’effet de cette supplémentation sur
I’évolution dans le temps de la fécondité des femelles de C. maculatus. L’ensemble des résultats
ont été discuté conjointement a la fin de cette partie tout en les comparant a ceux obtenus pour

les femelles non traitées (témoins) et traitées avec I’HE seule (non supplémentée).

IV.4.1. Résultats de I’effet de la supplémentation de I’huile essentielle sur le total des ceufs

pondus

Les résultats de 1’étude de l’effet de la supplémentation de I’huile essentielle
d’Ammoides atlantica avec du thymol ou du carvacrol sur le total des ceufs pondus jusqu'a la
mort des femelles de C. maculatus F. comparés au nombre total d’ceufs pondus par C. maculatus
non traités (témoins) et traités avec I’HE seule (non supplémentée) sont illustrés dans la figure
67.

Total des ceufs pondus jusqu'a la mort des femelles

250
215,33
200 191,33
146,17
150
100
62,83
50
0
Témoin HUILE SEULE Huile + Thymol HUILE + Carvacrol

Figure 67 : Effet de la supplémentation de 1’huile essentielle d’Ammoides atlantica

avec du thymol ou du carvacrol sur le total des ceufs pondus jusqu'a la mort des femelles.
1V.4.2. L’effet de la supplémentation sur le nombre d'ceufs pondus par femelle

Les résultats de 1’étude de Deffet de la supplémentation de I’huile essentielle
d’Ammoides atlantica avec du thymol ou du carvacrol sur le nombre total d'ceufs pondus par
femelle traitée comparés au nombre total d’ceufs pondus par femelle non traitée (témoins) et

traitée avec I’HE seule (non supplémentée) sont illustrés dans la figure 68.
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Nombre d'ceufs pondus par femelle
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Figure 68 : Effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica avec du

thymol ou du carvacrol sur le nombre d'ceufs pondus par femelle.

IV.4.3. Effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’Ammoides atlantica sur

I’évolution dans le temps de la fécondité des femelles de C. maculatus

La comparaison de 1’évolution dans le temps de la fécondité des femelles de C. maculatus
dans le lot témoin et dans les différents lots traités a la DL 3o des différents échantillons d’huile
essentielle d’Ammoides atlantica seule et supplémentée avec du carvacrol ou du thymol est

illustrée dans la figure 69.
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Figure 69 : Comparaison de 1’évolution dans le temps de I’effet de la supplémentation de
I’HE d’Ammoides atlantica avec du thymol ou du carvacrol sur la fécondité des femelles dans

le lot témoin et le lot traité avec I’HE seule a la DL3; des échantillons.
Discussion

Les résultats obtenus dans les figures 67, 68 et 69 nous permettent de relever clairement
que tous les échantillons étudiés de I’HE d’A. atlantica affectent la fécondité des femelles
adultes de Callosobruchus maculatus. On note en effet une brusque diminution de la fécondité
des femelles dans les trois lots traités a la dose sublétale (DL3o) d’HE d’Ammoides atlantica

(seule et supplémentée).

I1 est important d’indiquer d’aprés la figure 69 que ¢’est ’'HE seule d’Ammoides atlantica
qui a donné les meilleurs résultats, elle est suivie par celle enrichie avec du thymol (146,17
ceufs pondus) puis par celle enrichie avec du carvacrol (191,33 ceufs pondus). En effet, les
femelles traitées avec de I’HE seule d’A. atlantica n’ont pu pondre qu’un maximum de 18 ceufs
au courant du 2éme et du 3eme jour. Alors que, les femelles présentes dans le lot témoin (non
traité)sont celles qui ont donné le plus grand nombre d’ceuf pondu jusqu'a la mort des femelles

enregistrant 215,33 ceufs (dont 50 ceufs lors du 2éme jour) contre 62,83 ceufs pondus dans le
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cas de I’'HE seule. Nous déduisons ainsi que les femelles traitées avec de ’'HE seule ont pondu

3 fois moins d’ceufs que celles qui n’ont pas été traitées.

L’observation essentielle qui ressort ainsi de ce test est que les HE étudiées contiennent
des composants biochimiques qui agissent négativement sur la fécondité des femelles de C.
maculatus et que la supplémentation de I’'HE d’A. atlantica avec du thymol ou du carvacrol n’a
pas eu d’effet énergique du moment ou c’est I’HE pure qui a enregistré les meilleurs résultats.
Les HE peuvent réduire ’appétit des insectes par altération des protéines disponibles (ce qui

induirait I’inhibition de leur croissance) ou agir par action directe (Harborne, 1993).

L’HE supplémentée avec du thymol s’est toutefois montrée plus toxique que celle
additionnée de carvacrol. L’association HE d’A. atlantica avec le thymol s’est donc montrée
plus toxique que la combinaison HE+carvacrol. On pourrait croire ainsi que le thymol associé
a d’autres composants chimiques présents dans I’HE pure d’A. atlantica a forme une association
qui s’est révélée étre plus toxique lors du test de ’inhalation et du test de I’évaluation de la
fecondite des femelles de C. maculatus alors que c’est la combinaison HE associée au carvacrol
qui s’est montré beaucoup plus toxique lors du test contact. Regnault-Roger et Hamraoui
(1995) ont observé I’effet du binalool, du thymol et du carvacrol sur la fécondité de la bruche

du haricot (Acanthoscelides obtectus).

La réduction drastique de la ponte observée dans le cas de la supplémentation de ’'HE
d’A. atlantica avec du thymol résulterait de la mort précoce de certaines femelles ou de
I’inhibition de 1’accouplement chez les adultes. De nombreux chercheurs ont rapporté des
résultats similaires. Une étude a révélé que des extraits d’une Zygophyllaceae pourraient
constituer un biopesticide efficace pour le contr6le des populations de Schistocerca gregaria.
Elle indique que ’existence de certains composés toxiques ayant induit ’accumulation de
I’acétylcholine au niveau des synapses provoquerait une paralysie, une ataxie et méme la mort
de I’insecte (Ghoneim et al., 2012). L’inhibition de la ponte des femelles de C. maculatus serait

liée également & une perturbation de 1’oviposition due aux vapeurs des HE.

Nyamador (2009) suggere que les huiles essentielles provoqueraient la rétention des
ceufs par incapacité physique d’oviposition chez les femelles de la bruche. Les interventions
des huiles essentielles sur les pars intercerebralis perturberaient fortement I’activité ovarienne
et induiraient une accumulation du neurosécrétat. Ce blocage provoquerait chez la femelle de

bruches la non contraction des sphincters susceptibles de pousser les ceufs de la bourse
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copulatrice vers 1’orifice génital pour leur émission. Par ailleurs, selon Cassier et al., (1997),
la non sécrétion des neurohormones par les Corporaallata (hormones stimulatrices de la ponte)
empécherait les contractions spontanées des oviductes latéraux et ’activation du dernier

ganglion abdominal, réglant par voie humorale 1I’émission finale des ceufs.

Seri Kouassi et al., (2004) ont expliqué I’inhibition de 1’oviposition par les huiles
essentielles chez C. maculatus par la présence d’ovocytes miirs dans les oviductes et dans la
bourse copulatrice de 1’insecte ce qui inhiberait le controle du systéme gonadotrope sur la
libération de ’hormone de la ponte. La rétention des ceufs induirait ainsi une inhibition de

I’activité ovarienne.

IV.5. Effet de la supplémentation de I’huile essentielle sur la fertilité des femelles de

Callosobruchus maculatus

IV.5.1.Résultats de I’effet de la supplémentation de 'HE d’A. atlantica sur le taux

d’éclosion

La fertilité est le pourcentage d’ceufs éclos par apport aux ceufs pondus par femelle. Dans
le but d’étre plus précis nous avons fait le choix de représenter le taux d’éclosion maximale des
ceufs (exprimé en %) au 8éme jours. Les résultats de I’effet de la supplémentation de 'HE
d’Ammoides atlantica avec du thymol ou du carvacrol sur le taux d’éclosion moyen des ceufs
des femelles de Callosobruchus maculatus traitées ont été comparés a ceux obtenus par les
femelles non traitées (témoin) et par celles traitées avec I’HE seule (non supplémentée), ces

résultats sont illustrés dans la figure 70.
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Figure 70 : Taux d’éclosion maximale des ceufs (en %) de Callosobruchus maculatus
dans le lot témoin et les lots traités a la DL3o des différents échantillons d’HE (seule et

supplémentée).

Lors de la comparaison des taux d’éclosion maximale des ceufs (%) du lot témoin et des
différents échantillons d’HE d’A. atlantica (seule et supplémentée), nous avons clairement
remarqué d’aprés la figure 70 que I’HE seule d’Ammoides atlanticaa permis une importante
diminution du taux d’éclosion maximale des ceufs (%). D’autre part, la supplémentation de
I’HE d’Ammoides atlantica a eu un effet énergiquement important en réduisant d’une maniére
drastique le taux d’éclosion des ceufs de C. maculatus et en retardant ’apparition des larves
néonates. Ainsi, le taux d’éclosion maximale a été enregistré par 1’échantillon témoin (non
traité) avec une valeur de 92,33 %. Ce résultat confirme la forte fécondité ainsi que la tres bonne

fertilité de la souche de C. maculatus F. sélectionnée pour notre étude.

Au 8¢me jour, le taux d’éclosion maximale des ceufs est passé d’un taux de 10,18 %
enregistré par 1’échantillon traité¢ avec la DL3o de I’'HE seule a un taux de 4,65 % pour les
femelles traitées avec la DL3o de I’'HE supplémentée avec du thymol pour arriver enfin a un

taux de 2,72 % pour celles traitées avec la DL3o de I’'HE additionnée de carvacrol.
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Conclusion

Nous déduisons enfin que c’est I’association (ou appelée aussi combinaison)
HE+carvacrol qui est la plus toxique vis-a-vis du taux d’éclosion moyen des ceufs de C.

maculatus. Elle est suivie par 1’association HE+thymol et enfin par ’'HE seule d’A. atlantica.

1V.5.2. Observations de P’effet de ’enrichissement de PHE d’A. atlantica sur I’évolution
des ceufs de C. maculatus

En plus d’évaluer I’effet de la supplémentation des HE d’A. atlantica sur la fertilité des
femelles de Callosobruchus maculatus estimée a travers le calcul du taux d’éclosion maximale
des ceufs (en %) des différents échantillons étudiés, nous avons procédé¢ a différentes
observations sous une loupe binoculaire (G x 40) de I’effet de cet enrichissement sur I’évolution

des ceufs au cours de leur cycle de développement (de la figure 71 jusqu’a la figure 81).

Figure 71 : (Eufs fraichement pondus par une Figure 72 : (Euf en phase
d’avortement au 4eme jour pondu par
une femelle de C. maculatus traitée

femelle de C. maculatus traitée avec différents

¢échantillons d’HE d’A. atlantica (seule ou avec I’'HE d’A. atlantica supplémentée
supplémentées avec du thymol ou du carvacrol) avec du carvacrol (Gr. x 40).
(Gr. x 40).
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Figure 73 : Eclosion au 5eme jour des ceufs pondus par une femelle de C. maculatus traitée
avec I’'HE d’A. atlantica supplémentée avec du thymol (Gr. x 40).

Figure 74 : (Bufs au 7¢me jour pondu par Figure 75 : (Eufs au 7éme jour pondu par une
une femelle de C. maculatus traitée avec femelle de C. maculatus traitée avec I’HE d’A.
I’HE seule d’A. atlantica (Gr x 40). atlantica supplémentée avec du thymol (Gr x 40).
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Figure 76 : Eclosion au 22éme jour d’ceufs pondus par une
femelle de C. maculatus traitée avec I’HE seule d’A. atlantica
(Gr. x 40).

Figure 77 : Eclosion d’un ceuf et avortement de 1’autre au 22eme jour

d’ceufs pondus par une femelle de C. maculatus traitée avec I’HE d’A.
atlantica suppléementée avec du thymol (Gr. x 40).
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Figure 78 : Avortement au 22 ¢me jour des ceufs pondus par une
femelle de C. maculatus traitée avec I’HE d’A.atlantica supplémentée
avec du carvacrol (Gr. x 40).

Figure 80 : (Eufau 20¢me jour

Figure 79 : (Eufs au 20¢me jour pondus par une

pondu par une femelle de C.

femelle de C. maculatus traitée avec I’HE d’A. s ,
maculatus traitée avec I’'HE seule

atlantica supplémentée avec du carvacrol (Gr. x 40). dA. atlantica (Gr. x 40)
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Nous remarquons d’aprés les figures (allant de la figure 71 a la figure 80) que 1’état
morphologique des ceufs au courant du méme jour du cycle de développement est différent pour
chaque échantillon d’HE d’A. atlantica (seule et supplémentées). Nous notons aussi des
différences importantes entre les ceufs pondus par des femelles traitées avec la combinaison
HE+thymol et ceux pondus par celles traitées avec la combinaison HE+carvacrol. Des cas
d’avortement (Figure 78 et 77) ont aussi été enregistreés.

Les ceufs éclos viables sont reconnus, soit par la présence de la larve visible a travers le
chorion (figure 73 ; 76), ou bien par leur aspect blanc opaque di a I’accumulation d’une poudre

blanche (figure 74) résultant de I’activité de la larve néonate qui creuse sa galerie dans la graine
(Kellouche et al., 2004).

Discussion

Ketoh et al., (2002) affirment que les ceufs de C. maculatus sont plus sensibles aux
substances insecticides que les adultes. Les vapeurs des huiles essentielles agissent a travers le
tube respiratoire de 1’ceuf de C. maculatus (Wightman et Southgate, 1982 ; Credland, 1992).
L’activité respiratoire des ceufs de C. maculatus est six fois plus faible que celle des larves
néoformees, ce qui engendre une faible activité des mono oxygénases. Le positionnement des
ceufs a la surface des graines augmenterait la sensibilité des ces derniers aux vapeurs toxiques
des HE au contraire des larves néonates qui n’ont pas de barriére imperméable et qui sont
directement exposées a ces vapeurs. Le stade ceuf de C. maculatus est toujours trés sensible a

I’air qui entoure les ceufs fraichement pondus.

Ketoh et al., (2006) ont montré que I’huile essenticlle de O. basilicum a un effet
inhibiteur sur les canaux sodiques. Des changements peuvent alternativement se produire au
cours de I’embryogenese et faciliter la diffusion des huiles essentielles dans les ceufs, affectant

ainsi les processus vitaux et physiologiques de ’embryogenese.

L’effet ovicide mis en évidence dans notre étude serait probablement la conséquence de
la pénétration de la fraction volatile de I’huile essentielle (notamment le carvacrol) dans les
ceufs a travers le chorion bloquant ainsi I’embryogenése. Don Pedro (1996) avance ainsi
I’hypothése selon laquelle I’activité des HE serait due a la toxicité directe de leurs composés

qui inhiberaient I’activité métabolique des ceufs par pénétration a travers le tube respiratoire.
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Conclusion

Nous déduisons enfin que la supplémentation de ’HE d’A. atlanticaavec du thymol ou
du carvacrol a eu un effet clairement observable sous la loupe binoculaire sur I’état des ceufs au

cours de leur développement.

IV.6. Test de D’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’A. atlantica sur

I’émergence des adultes de Callosobruchus maculatus
IVV.6.1. Evaluation du pourcentage d’émergence

Le taux d'émergence (TE) en % est déterminé en établissant le rapport entre le nombre
total d'adultes émergés et le nombre total d'ceufs pondus. Les résultats de I’effet de la dose
sublétale (DL3o) de I’huile essentielle d’A. atlantica seule et enrichie avec du carvacrol et/ou
du thymol sur le taux d'émergence (TE) des adultes de C. maculatus sont illustrés dans la figure
81.
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Figure 81 : Résultats de ’effet de la supplémentation de I’huile essentielle d’A.

atlantica sur le pourcentage de I’émergence des adultes de C. maculatus.

D’apres la figure 81, le traitement des graines de pois chiche (sains) avec la DL3o de
I’HE d’A. atlantica (HE seule et HE supplémentée) n’a pas eu d’effet important sur I’émergence

des adultes de C. maculatus, le pourcentage de I’émergence dans le cas de ’'HE supplémentée
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avec du thymol (98 %) est en effet trés proche de celui du témoin (99 %). L’HE seule non
supplémentée a toutefois enregistré le pourcentage d’émergence le plus bas (80 %) par rapport
aux restes des échantillons, mais ce dernier reste quand méme élevé. Lors de nos observations,
nous avons toutefois remarqué que le traitement avec I’HE d’A. atlantica avait retardé
I’émergence, nous avons donc fait le choix d’évaluer I’émergence moyenne des adultes par

jour.
IV.6.2. Evaluation de la moyenne des émergences par jour

Dans le but de mettre en évidence le retard de I’émergence des adultes de C. maculatus
F., nous avons fait le choix de présenter les résultats de I’émergence moyenne des adultes par
jour dans le cas des échantillons traités avec ’'HE d’A. atlantica (seule et supplémentee) sous

la forme d’histogrammes et de les comparer avec ceux obtenus dans les lots témoins (Figure
82).
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Figure 82 : Effet de la supplémentation avec du carvacrol ou du thymol de I’HE d’A. atlantica sur I’émergence moyenne des adultes de C.

maculatus par jour.
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Il est intéressant d’indiquer qu’il y’a eu un retard d’émergence des adultes dans le cas
des échantillons traités avec I’HE d’A. atlantica seule ou supplémentée (avec du thymol ou du
carvacrol), nous remarquons en effet d’apres la figure 82 que I’émergence des adultes dans les
lots témoins a débuté le 20¢me jour et s’est étalée jusqu’au 24¢me jour, alors qu’elle n’a débuté
qu’a partir du 30éme jour pour s’arréter au 34°™ jour dans le cas des échantillons traités avec

HE seule ou enrichie.
Discussion

Nous n’avons pas retrouveé de publications scientifiques (nationale ou internationale)
abordant 1’effet insecticide de I’HE d’Ammoides atlantica (ou d’autres espéces d’Ammoides)
sur C. maculatus F. pour pouvoir comparé nos résultats. La retard de I’émergence des adultes
enregistré dans le cas des échantillons étudiés pourrait s’expliquer en partie par la diffusion des
vapeurs des huiles essentielles a travers le chorion ou le siphon respiratoire des ceufs et qui
affecterait (ou retarderait) les processus physiologiques et biochimiques associés au
développement embryonnaire (Raja et al., 2001). La DLz de I’'HE d’A. atlantica (seule et
supplémentée avec du thymol ou du carvacrol) n’a pas eu d’effet important sur I’émergence des
adultes de C. maculatus. Ajayi et al., (2014) affirment en effet que seuls certains monoterpénes
tels que I’eugénol et la menthone inhiberaient complétement I’émergence des adultes de C.
maculatus. Alors que Ketoh et al., (2002) affirment que les ceufs de C. maculatus sont plus
sensibles aux substances insecticides que les adultes. Ces chercheurs ont ainsi indiqué que
I’exposition des ceufs de C. maculatus aux huiles essentielles de C. nardus et de O. basilicum a
faibles doses a généré des taux de mortalité importants, et que ce méme traitement a limité la
survie des larves dans les graines. Loni et Panahi (2014) indiquent par ailleurs que cette
sensibilité pourrait aussi étre due au fait que le tégument de la graine agit comme barriere a la

pénétration des HE.

Conclusion

Les échantillons d’HE d’Ammoides atlantica utilisés lors de cette étude (HE seule,
HE-+thymol et HE+carvacrol) ont retardé I’émergence mais ne I’ont pas réduite, nous déduisons
ainsi que ’HE d’A. atlantica utilisée seule ou supplémentée avec du thymol ou du carvacrol a

eu effet sur I’émergence des adultes de C. maculatus en retardant leur apparition.
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Chapitre II — Résultats et discussion

1VV.6.3. Evaluation du sex-ratio

Le sex-ratio noté SR représente un rapport donnant une information sur les proportions
respectives de males et de femelles dans un groupe d'individus donné. Dans le but de mieux
apprécier I’effet que pourrait avoir la supplémentation de ’'HE d’A. atlantica avec du carvacrol
ou du thymol sur la détermination du sex-ratio de C. maculatus F., nous avons fait le choix de

regrouper I’ensemble des résultats obtenus dans un tableau comparatif (tableau 25).

Tableau 25 : Comparaison des sex-ratio (SR) obtenus pour les différents échantillons étudiés.

Echantillons étudiés

Témoin HE Seule HE+Thymol | HE+ Carvacrol

Sex-ratio (SR) 1,33 1,25 0,88 0,87

Discussion

Le sex-ratio (SR) est le rapport entre le nombre de méles et de femelles présents dans le
méme ensemble d'individus. Lorsque SR = 1, nous pouvons dire qu’il y a un équilibre entre les
deux sexes (autant de males que de femelles). S'il est supérieur a ce chiffre, cela dénote une

prépondérance de males et réciproquement.

Nous remarquons d’apres le tableau 25 que les sex-ratios de 1’échantillon témoin et de
I’HE seule d’A. atlantica sont supérieurs a 1, cela signifie qu’il y a eu plus de males émerges
que de femelles, alors que c’est le cas contraire qui s’est produit lorsque nous avons enrichi les

deux autres échantillons d’HE d’A. atlantica avec du thymol et/ou du carvacrol.
Conclusion

Nous pouvons ainsi dire que la supplémentation de I’'HE d’A. atlantica avec du carvacrol
ou du thymol a eu un effet positif sur la réduction du nombre de femelle de C. maculatus, il
semblerait donc qu’elle agisse en faveur des femelles, cela entrainerait ainsi un déséquilibre du

sex-ratio qui engendrera une diminution du potentiel reproducteur de I’espéce.
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Le prétraitement de la plante de T. algeriensis par les rayons gamma n’a pas d’effet sur
son rendement en huile essentielle. Par contre, les rendements d'extraits éthanoliques de T.
algeriensis diminuent avec l'augmentation de la dose du rayonnement gamma. L’irradiation a
une dose de 10 kGy a augmenté la teneur en phénols totaux. L'irradiation gamma des
échantillons (plantes) de T. algeriensis a produit des changements mineurs dans la composition
quantitative de certains constituants des HE obtenues. Les différences les plus importantes ont
été enregistrées pour les constituants les plus importants des HE de T. algeriensis.

Le prétraitement par irradiation gamma dans le cas de cette étude diminue l'activité de
piégeage des radicaux DPPH des huiles essentielles des échantillons de T. algeriensis irradiés
a des doses de 10 et de 20 kGy. Le pouvoir réducteur de tous les échantillons irradies aux rayons
gamma a significativement augmenté par rapport a celui du témoin (non irradié). Par contre,
l'inhibition de la peroxydation lipidique a fortement diminué par rapport a I’’'HE de I'échantillon
non irradié. Les activités antioxydantes des HE de T. algeriensis évaluées par le test de
l'inhibition du radical ABTS™ ont généralement augmenté avec I’accroissement des doses
d’irradiation. Cette augmentation a atteint son maximum aux doses de 10 et de 20 kGy. En ce
qui concerne I’inhibition de la peroxydation lipidique évaluée par le test TBARS des HE de T.
algeriensis (échantillons irradiés et non irradies), on observe un comportement opposé a celui
du test ABTS" pour les doses d’irradiation de 20 et de 30 kGy.

L'irradiation a une dose de 10 kGy est la plus appropriée pour la décontamination tout
en conférant a lI'extrait éthanolique de T. algeriensis une meilleure propriété antioxydante. Cette
étude a permis de montrer que l'irradiation gamma a 10 kGy a amélioré les propriéetes
antioxydantes des extraits éthanoliques de T. algeriensis. Néanmoins, d'autres recherches sont
nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans les effets du traitement par
I’irradiation gamma chez les PAM étant donné que les résultats de la littérature ne sont souvent
pas en accord et dépendent d'une matrice a l'autre, et que de nombreux chercheurs ont également
trouvé des résultats qui sont en parfait désaccord en étudiant une méme plante issue de

différentes origines.

L’effet de I’addition de différentes teneurs de thymol (10, 30 et 50 %) sur I’activité
antioxydante de ’'HE des baies de Juniperus phoenicea a montré une synergie positive se

traduisant par une nette augmentation de [’activit¢é antioxydante de cette dernicre.

208



Conclusion générale

Généralement, le thymol seul a toutefois enregistré pour I’ensemble des tests une activité

antioxydante plus élevée par rapport a I’ensemble des échantillons.

L’effet de ’addition d’une teneur de 30 % de thymol a I’HE des baies de J. phoenicea
se traduit par une amélioration nettement observable de son activité antimicrobienne sur

I’ensemble des souches testées.

La supplémentation de I’HE d’Ammoides atlantica avec du carvacrol a eu un effet
positif. En effet, la combinaison HE+carvacrol s’est révélé étre la plus efficace pour toutes les
concentrations. Le BHT a enregistré 1’ICsg la plus basse, il est suivi par le thymol seul, qui est
a peu pres 5 fois plus efficace que le carvacrol seul. Le thymol seul est suivi par 'HE d’A.
atlantica supplémentée avec du carvacrol, ’'HE seule, ’'HE d’A. atlantica supplémentée avec
du thymol et enfin le carvacrol seul. A I’issu du test de piégeage du radical ABTS™, le carvacrol
seul s’est révelé étre légerement plus efficace que le thymol seul. L’ajout de carvacrol ou de
thymol n’a pas eu d’effet appréciable quant a ’accroissement de 1’efficacité¢ de piégeage du

radical ABTS™ par I’HE seule d’A. atlantica.

La supplémentation de I’HE d’A. atlantica avec du thymol ou du carvacrol a donc eu un
effet énergiquement important par rapport au témoin quant a I’augmentation du pourcentage de
mortalité des adultes de Callosobruchus maculatus F. lors des tests de contact et d’inhalation.
La combinaison HE+carvacrol est 8 fois plus efficace que ’'HE seule pour une méme dose et

un méme temps d’exposition.

L'efficacité des échantillons évaluée par les DL3g, DLsg indique que c’est la combinaison
HE d’Ammoides atlantica enrichie avec du carvacrol qui est la plus efficace sur la bruche du
niébé, elle est suivie par la combinaison HE+thymol. L enrichissement de I’'HE d’A. atlanticaa
donc eu un effet considérable sur son efficacité biocide évaluée par contact vis-a-vis de C.
maculatus. L’ajout de carvacrol a permis a I’HE d’A. atlantica d’avoir une DLso 15 fois plus
efficace que celle de I’HE seule (non supplémentée). Lors du traitement par inhalation, c’est la
combinaison HE+thymol qui a était la plus efficace pour ’ensemble des doses et des durées

d’exposition.

L’HE seule d’A. atlantica qui a donné les meilleurs résultats concernant 1’évolution dans
le temps de I’effet de la supplémentation de I’HE d’A. atlantica avec du thymol ou du carvacrol
sur la fécondité des femelles, elle est suivie par celle enrichie avec du thymol puis par celle

enrichie avec du carvacrol.
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L’association HE d’A. atlantica+carvacrol s’est révélée étre la plus toxique vis-a-vis du
taux d’éclosion moyen des ceufs de C. maculatus. Elle est suivie par 1’association HE+thymol
et enfin par ’HE seule. La supplémentation de I’HE d’A. atlantica avec du thymol ou du
carvacrol a eu de plus un effet clairement observable sous la loupe binoculaire sur I’état des

ceufs au cours de leur développement.

Les échantillons d’HE d’A. atlantica (HE seule, HE+thymol et HE+carvacrol) ont
retardé 1’émergence mais ne l'ont pas réduite. L’HE d’A. atlantica utilisée seule ou
supplémentée avec du thymol ou du carvacrol n’a pas eu d’effet sur I’émergence des adultes de

C. maculatus.

La supplémentation de ’'HE d’A. atlantica avec du carvacrol ou du thymol a eu un effet
positif sur la réduction du nombre de femelle émergé de C. maculatus, cela a entrainé un

déséquilibre du sex-ratio qui engendrera une diminution du potentiel reproducteur de 1’espeéce.

L’¢tude détaillée des HE est un travail qui peut étre constamment amélioré par les
techniques d’extraction, de séparation et d’identification. Ce travail est li¢ au fait que la
composition de ces essences dépend énormément des parties de la plante utilisée, de son

potentiel génétique, ainsi que de divers facteurs écologiques.

Dans la perspective de poursuivre et d’approfondir ce travail, il serait intéressant
d’étudier les possibilités d’incorporation des HE supplémentée et/ou irradiées en tant
qu’antioxydant et antimicrobien naturel dans les aliments élaborés et comme additif en

pharmacologie et en cosmétologie.

On peut aussi penser a supplémenter les HE des PAM avec d’autres composés actifs,
hormis le carvacrol et le thymol. Il serait enfin intéressant de développer des pesticides a base
d’HE enrichies et/ou irradiées pour la maitrise de la lutte contre les insectes ravageurs des

denrées stockées.
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Abstract: Thymus algeriensis Boiss. et Reut. pretreated with gamma irradiation at the doses of 0, 10, 20
and 30 kGy were submitted to hydrodistillation and the resulted essential oils were analyzed for their chemical
composition by GC and GC-MS and for their antioxidant activity evaluated by inhibition of lipid peroxidation,
ferric reducing antioxidant power and scavenging of radicals DPPH" and ABTS™. On the other hand, the non
volatile ethanol extracts obtained by Soxhlet, were analyzed in terms of the dosage of total phenols and
flavonoids and for their antioxidant activity. Although there were no qualitative changes in the chemical
composition of the essential oils of the irradiated samples, minor quantitative changes were observed for some
compounds for some irradiation doses, especially for the three main components: carvacrol for all the doses in
addition to p-cymene and y-terpinene for 10 kGy and y-terpinene for 30 kGy. The antioxidant activity of the oils
was dependent on the method employed to determine such activity. Total phenolics content (149.33-236.17 mg
GAE/g Extract) and flavonoids (35.74 - 52.25 mg QE/g Extract) as well as the antioxidant activities decrease for
the samples irradiated at 20 and 30 kGy. Contrariwise, the irradiation at 10 kGy increases total phenolic content
and antioxidant activity. The results suggest that gamma-irradiation of T. algeriensis up to 10 kGy could be
used as beneficial decontamination process.

Key words: Lamiaceae, Thymus algeriensis, gamma-irradiation, essential oil, ethanol extracts.

Introduction Thymus oils and extracts are widely used in phar-

The genus Thymus (Lamiaceae) contains more  maceutical, cosmetic, and perfume industry, also
than 250 species of perennial aromatic, evergreen for flavoring and preservation of several food pro-
or semi-evergreen herbaceous plants with many ducts 2. T. algeriensis Boiss. et Reut. is the most
subspecies, varieties, subvarieties and forms !. widespread North African species, endemic to
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Algeria, Tunisia, Libya and Marocco. In Algeria,
fresh or dried, it is the most used and commer-
cialized Thymus species as culinary herb. Also, it
is the only Thymus cultivated year round. In tra-
ditional medicine, T. algeriensis is essentially used
in respiratory disorders 3.

Aromatic and medicinal plants are prone to in-
sect infestation and microbial contamination by
pathogenic microorganisms during their collection,
treatment, transport and storage which are able
to cause physical or chemical changes in the drug
or in their metabolites. Several decontamination
methods exist but the most versatile treatment
among them is processing with ionizing radiation
4, Gamma irradiation as a phytosanitary treatment
has been proven to be safe and effective in im-
proving the hygienic quality of various foods and
herbal materials in order to extend their shelf life
56, According to Codex Alimentarius General
Standard 7 gamma irradiation is allowed for the
decontamination of dried aromatic herbs and spices
up to a dose of 10 kGy, but this limitation has been
raised by the US Food and Drug Administration
(FDA) and some countries to doses of 30 kGy
for these products *!°. The dose of 10 kGy is
enough to guarantee product disinfestation and
microbial decontamination !'. Some studies report
that irradiated materials at doses higher than 10
kGy are microbiologically decontaminated with-
out compromising their nutritional capacities and
pharmacological properties >4,

The main objectives of this study are to investi-
gate the effects of various gamma irradiation dose
levels on the chemical composition of the essen-
tial oils and on total phenolic content and conse-
quently on their in vitro antioxidant activity.

Experimental
Plants material and irradiation

The aerial parts of wild T. algeriensis (about 2
Kg) were collected in April 2016 before flower-
ing stage from Médéa region (60 Km south-west
of Algiers). The taxonomic identity of the plant
was confirmed by comparison with specimen of
known identity already deposited in the herbarium
of the National High School of Agronomy
(ENSA), Algiers. In addition to this, Professor H.
Abdelkrim, department of botany in the previous

school, authenticated the plant. Afterwards, the
plants were dried in the shad at room tempera-
ture and only the leaves were packed into four
polyethylene bags of 150 g each. Three samples
(bags) were irradiated at room temperature using
gamma rays from a cobalt-60 radiation source
type COP-4 (ORIS industries, France). The irra-
diation was carried out in a single experiment at
CRNA (Nuclear Research Centre of Algiers).
Doses of gamma radiation from “°Co applied to
plant material were 10, 20, and 30 kGy (£20 %)
at the dose rate of 6.91 Gy/min as determined
with a Fricke dosimeter. The batch of non-irradi-
ated plant material was kept and used as a con-
trol.

Essential oil and ethanol extracts prepara-
tion
Ethanol extracts

After irradiation, the samples of dried leaves
were immediately submitted to isolation of etha-
nol extracts and essential oils. 25 g of the dried
and powdered leaves were extracted in a Soxhlet
apparatus for 4 hours with 200 ml of ethanol (95
%). The solution of extract was concentrated
using a rotary evaporator and then lyophilized.
Finally, the residue was weighed and kept in the
dark until further analysis.

Isolation of the essential oils

100 g of irradiated and non irradiated leaves
were submitted to isolation of essential oils by
hydrodistillation in a Clevenger-type apparatus for
2 hours and the collected oils were dried with
anhydrous Na SO, and stored at 4°C and ana-
lyzed within seven days of post- irradiation.

GC and GC-MS analysis of the essential oils
GC analyses

A Hewlett-Packard 6890 GC-FID system was
used for gas chromatography analysis fitted with
a fused-silica-capillary column with apolar station-
ary phase HPSMS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm
film thickness). GC conditions were as follows:
carrier gas, N, (0.5 mL/min); injector tempera-
ture: 250°C, injector mode: split (split ratio 1:20);
injected volume: 0,2 uL; detector temperature:
250°C, column temperature programming: 8 min
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at 60°C, then increased up to 250°C at 2°C/min,
and then held isothermal for 15 min. Flame ion-
ization detection was performed at 320°C. Quan-
titative analysis was performed using electroni-
cally obtained data from FID area data without
using correction factors.

GC-MS analyses

Gas chromatography mass spectrometry (GC-
MS) analysis was performed with a Hewlett-
Packard computerized system comprising a 6890
gas chromatograph coupled to a quadrupole mass
spectrometer (model HP 5973) equipped with a
HPS5 MS capillary column (5 % phenyl methyl-
siloxane, 30 m x 0.25 mm, 0.25 wm film thick-
ness). Helium was the carrier gas at flow rate
of 0.5 mL/min; 0.2 puL as injected volume; split
mode (1:25); and 250°C as injection tempera-
ture. Temperature program of the oven is same
as described above for GC analysis. For detec-
tion we used an ionization mode with electronic
impact at 70 eV over a scan range of 30-550
atomic mass units.

Components identification was based on the
comparison of their retention indices relative to
C,-C,, n-alkanes with those in the literature >
and by matching their mass spectra against those
of commercial mass spectra library (Wiley 7N
and NIST (2002)) and other published spectral
data 5.

Total phenols (TPC) and total flavonoids con-
tents (TFC)

Total phenolics contents (TPC) of ethanol ex-
tracts were determined using Folin-Ciocalteu re-
agent '8, Thus, each extract (0.25 ml) dissolved
in ethanol was mixed with 1.25 ml of Folin-
Ciocalteu reagent previously diluted 10 times with
distilled water. 1 ml of solution of sodium carbon-
ate (75 g/l) was added and after 30 min of incu-
bation in the dark at room temperature the absor-
bance was measured at 765 nm. Gallic acid was
used as standard for the calibration curve. Total
phenols content was expressed as milligrams
Gallic acid equivalent (GAE) per gram of extract.
The experiment was carried out in triplicate and
average value recorded (mean value +SD).

Total flavonoids (TFC) were identified as de-

scribed by Kerbouche et al.”. 1 mL of trichloride
aluminum (2 % w/ v) was added to 1 mL of
sample or standard. After incubation for 1 h at
room temperature, the absorbance was measured
at 420 nm. Quercetin was used as standard for
the construction of calibration curve. The flavo-
noids contents were expressed as milligrams of
quercetin equivalent (QE) per gram extract.

Antioxidant activity
Free radical scavenging activity (DPPH)
Volumes of 1.950 mL of ethanolic solution of
DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (60 uM)
were mixed with 50 UL of the test samples con-
stituted by essential oil or ethanol extract or posi-
tive control at different concentrations and incu-
bated in the dark for 30 min.?*?!. Absorbances
were measured at 517 nm against a blank. The
percentage inhibition of the DPPH" radical by the
samples was calculated according to the formula:

% Inhibition = [1 — (Abs__/Abs, )] x100

Where Abs_  is the absorption of the blank
sample (t = 0 min) and Abs___ is the absorption
of the test sample (t = 30 min). Sample concen-
tration able to inhibit 50 % of radicals (IC, ) was
determined from the graph plotting inhibition per-
centage against oil concentration. Tests were car-
ried out in triplicate and BHT (buthyl hydroxy-

toluene) was used as positive control.

sample

ABTS ** Free radical scavenging activity

ABTS [2,2-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid)] radical scavenging assay was car-
ried out on the basis of the method of Re et al.?2.
ABTS radical cation (ABTS) was prepared by
reacting a solution of ABTS (7 mM) with potas-
sium persulphate 2.45 mM and allowing the mix-
ture to stand in the dark at room temperature for
12-16 h before use. The ABTS"* solution was di-
luted with ethanol to an absorbance of 0.70 4 0.02
at 734 nm. After the addition of 25 UL of sample
solution to 1.0 mL of ABTS"" solution, absorbance
was measured after 7 min at 734 nm. Tests were
carried out in triplicate. ABTS<+ solution was used
as blank sample, and BHT was used as positive
probe. The values of IC,, were determined as
reported above.
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Thiobarbituric Acid Reactive Substances
(TBARS) assay

The capability of samples to inhibit lipid peroxi-
dation was determined by using a modified
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
assay as previously described elsewhere 22!, Egg
yolk homogenates were used as a lipid-rich me-
dium. The absorbance of the organic upper layer
was measured at 532 nm. The percentage inhibi-
tion was calculated by the formula:

% Inhibition = [(A, — A )/A,] x 100

where A is the absorbance of the fully oxidized
control (containing ethanol instead of essential oil)
and A, the absorbance of the test sample. IC,
values were determined as previously described
above. BHT was used as positive control and tests
were carried out in triplicate.

Ferric reducing power assay

The reducing antioxidant power was assayed
according to the method of Oyaizu ». The upper
layer (5 ml) was mixed with 5 ml deionized water
and 1 ml of 0.1 % of ferric chloride, and the ab-
sorbance was measured at 700 nm. IC,_ value
corresponding to the absorbance of 0.5 was cal-
culated from the graph plotting absorbance
against oil concentration.

Statistical analysis

Results obtained were subjected to statistical
analysis with the SPSS 18.0 soft-ware (SPSS
Inc.). Statistical comparisons of bioassays were
made with one-way ANOVA followed by Tukey
multiple comparisons. The level of significance
was set at P < 0.05.

Results and discussion
Effect of gamma irradiation on essential oils
Table 1 shows the yields, chemical class and
GC data of the constituents identified in essential
oils of the unirradiated and the irradiated samples
of T. algeriensis at the dose level of 10, 20 and
30 kGy. The yield of volatile oils from control and
irradiated samples ranged from 1.9 to 2.0 % (v/
w) showing no major difference with the level of
irradiation. As it can be shown in table 1 as well
as in figure 1 which represent the overlayed chro-

matograms of all the samples, the qualitative com-
positions of the volatile oils obtained from the con-
trol and the irradiated plants were identical. These
results are in good agreement with the literature
data regarding the essential oils compositions of
Thymus vulgaris irradiated between 10 and 30
kGy 2*2¢ and other plants like Origanum vulgare
27,28 Mentha piperita 2, Mentha pulegium *,
Angelica gigas ', Ocinum basilicum 32 or spices
like Curcuma longa *, Carum carvi 3, Piper
nigrum 3% and Zingiber montanum 3¢. On the
other side, these results are not in agreement with
those reported by Abdeldaim et al.?” who have
noticed that some components disappeared and
some new components appeared in the oils of
rosemary samples irradiated from 3 to 15 kGy.
The components which disappeared from the ir-
radiated samples of rosemary, are present in our
samples, mention may be made of camphene, o-
terpineol and aromadendrene; while among the
new components was o-gurjunene.
Chromatographic analysis of the oils of T.
algeriensis highlighted four main components
representing 96.3 % to 98.2 % of the total oils: p-
cymene (6.2-6.9 %), y-terpinene (5.9-6.7 %), car-
vacrol (64.6-65.9 %) and B-caryophyllene (3.0-
3.4 %). Gamma irradiation produced minor
changes in the quantitative composition of some
components and the most important differences
were recorded for the most prominent constitu-
ents of the oils. Thus, carvacrol amount increase
for all irradiation doses, but these increases di-
minished from the lowest dose as follow: +1.3 %
for 10 kGy, 1.2 % for 20 kGy and 0.8 % for 30
kGy. Then, p-cymene showed a decrease for the
dose of 10 kGy (-0.6 %), but remained in similar
amount with control for the two other treatment
doses. y-Terpinene decreases for all the irradi-
ated samples, but the lowering was most pro-
nounced for 10 and 30 kGy. This irregular change
is similar to that reported for the same compound
from Zingiber montanum 3¢, Thus, the response
of compounds for irradiation was found variable.
The trends of variation of carvacrol and y-
terpinene are in accordance with those reported
for Moroccan T. vulgaris carvacrol-rich, irradi-
ated for 10, 20 and 30 kGy *. Nevertheless, we
found an opposite trend for p-cymene. It is re-
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Table 1. Chemical composition (%) of essential oils of
wild growing T. algeriensis irradiated for 0, 10, 20 and 30 kGy
Doses of gamma irradiation
of T. algeriensis
No. Component Retention 0 10 20 30  Identification®
index kGy kGy kGy kGy
1  (E)-2-Hexenal 850 t t t t  RI,MS
2 3-Hexen-1-ol 857 t t t t RI,MS
3 1-Hexanol 870 t t t t  RI, MS, co-GC
4 Tricyclene 923 t t t t  RI, MS, co-GC
5  Methylhexanoate 924 t t t t RI,MS
6  o-Thujene 928 0.4 0.3 0.4 04 RI,MS
7  o-Pinene 937 0.7 0.6 0.7 0.6 RI,MS, co-GC
8 Camphene 952 0.3 0.2 0.3 0.2  RI,MS, co-GC
9  Verbenene 963 t t t t RI,MS
10 Sabinene 975 t t t t  RI, MS, co-GC
11 B-Pinene 978 0.1 0.1 0.1 0.1  RI, MS, co-GC
12 1-Octen-3-ol 981 0.2 0.2 0.2 0.2 RIL,MS
13 3-Octanone 986 t t t t RI,MS
14 B-Myrcene 990 1.3 1.1 1.2 1.2  RI,MS, co-GC
15 3-Octanol 993 0.1 0.1 0.1 0.1 RILMS
16 o-Phellandrene 1004 0.3 0.2 0.3 0.2  RI,MS, co-GC
17 0-3-Carene 1010 0.1 0.1 0.1 0.1 RI, MS, co-GC
18 a-Terpinene 1017 1.8 1.4 1.7 1.5 RI, MS, co-GC
19  p-Cymene 1025 6.8 6.2 6.7 6.9 RI, MS, co-GC
20 -Phellandrene 1030 0.5 04 0.5 0.5 RI, MS, co-GC
21 1,8-Cineole 1032 0.2 0.2 0.2 0.2  RI,MS, co-GC
22 cis-B-Ocimene 1037 t t t t RI,MS
23 trans-Ocimene 1049 0.1 t t t RI,MS
24 y-Terpinene 1059 6.7 5.9 6.4 6.1 RI, MS, co-GC
25  cis-Sabinene hydrate 1068 0.3 0.2 0.2 0.2 RIL,MS
26  Terpinolene 1087 0.3 0.2 0.2 0.2  RI,MS, co-GC
27  p-Cymenyl 1089 t t 0.1 t  RI,MS
28  trans-Sabinene hydrate 1098 0.1 0.1 0.1 t  RI,MS
29  Linalool 1200 1.6 1.4 1.5 1.4  RI, MS, co-GC
30  p-Menth-2-en-1-ol 1123 t t t t RI,MS
31 Camphor 1144 t t t t  RI, MS, co-GC
32 Borneol 1167 1.1 1.1 1.2 1.1 RI, MS, co-GC
33 Terpinen-4-ol 1177 0.8 0.8 0.9 0.8 RI, MS, co-GC
34 o-Terpineol 1190 0.2 0.1 0.2 0.1  RI, MS, co-GC
35  trans-Dihydrocarvone 1200 0.1 0.1 0.1 0.1 RIL,MS
36  Nerol 1228 0.1 t t t RI,MS
37 Carvone 1242 0.1 0.1 0.1 0.1 RI, MS, co-GC
38  Neral 1243 t t t t RI,MS
39  Thymol 1292 0.9 0.8 0.9 0.8 RI, MS, co-GC
40 Carvacrol 1299 64.6 659 65.8 65.4 RI,MS, co-GC
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table 1. (continued).
Doses of gamma irradiation
of T. algeriensis
No. Component Retention 0 10 20 30 Identification®
index kGy kGy kGy kGy
41 Eugenol 1358 0.2 0.2 0.2 0.2  RI,MS, co-GC
42 cis-Carvacryl acetate 1362 1.2 1.2 1.2 1.2 RLMS
43 Neryl acetate 1364 0.1 t t t  RI,MS
44 o-Gurjunene 1411 t t t t RI,MS
45  B-Caryophyllene 1418 34 34 34 3.0 RI,MS, co-GC
46  B-Gurjunene 1430 t t t t RLMS
47  Aromadendrene 1439 0.1 0.2 0.1 0.1 RI, MS
48 1, 6,6-Trimethylbicyclo 1454 0.5 0.5 0.5 0.5 MS
[3. 3.0] octan-3-one*

49  Allo-aromadendrene 1460 t t t t RI,MS
50  y-Muurolene 1476 t t t t RLMS
51 trans-Ionone 1485 t t t t  RI, MS, co-GC
52 Ledene 1486 0.1 0.1 0.1 0.1 RLMS
53 o-Muurolene 1498 t t t t RI,MS
54  B-Bisabolene 1509 0.1 0.1 0.1 0.1  RI,MS
55  cis-y-Bisabolene 1513 t t t t RI,MS
56  6-Cadinene 1523 0.1 0.1 t 0.1 RI,MS
57  Cadina-1,4-diene 1530 t t t t  RI,MS
58 cis-o-Bisabolene 1540 0.1 0.1 0.1 0.1 RI, MS
59  Elemol 1549 t 0.2 t 0.1 RI,MS
60 Spathulenol 1575 0.2 0.3 0.2 0.2  RI,MS, co-GC
61  Caryophyllene oxide 1579 1.5 1.8 1.4 1.9  RI, MS, co-GC
62  Caryophylla-4(12), 8(13)- 1633 0.1 0.1 0.1 0.1  RI,MS

dien-5-beta-ol
63  Isospathulenol 1635 t t t t RLMS
64  o-Muurolol 1643 t 0.1 t 0.1 RI, MS
65  B-Eudesmol 1649 t 0.1 t 0.1  RI,MS
66 o-Eudesmol 1652 t 0.1 t 0.1 RI, MS
67  o-Cadinol 1653 t 0.1 t 0.1 RI, MS

Identification 974 963 982 96.6

Grouped components

Monoterpene hydrocarbons

Oxygenated monoterpenes

Sesquiterpene hydrocarbons
Oxygenated sesquiterpenes

Others
Oil yield % (v/w)

194 167 189 18.0
714 717 724 714
39 4.0 3.8 3.5
1.8 2.8 1.7 2.7
0.9 1.0 1.4 1.0
1.9 1.9 2.0 2.0

Retention index relative to C,-C,, n-alkanes on HP SMS column
*identification: co-GC, comparison with authentic compounds; MS, comparison of mass spectra with MS
libraries and bibliography; RI, comparison of retention index with bibliography
* tentative identification by MS only; t, trace (<0.05 %)
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Figure 1. Overlayed chromatograms of the essential oils of T. algeriensis irradiated for 0, 10, 20
and 30 kGy, respectively. Peak numbers correspond to ordinal numbers of the main components in

Table 1.

markable to note that linalool which has been re-
ported as very sensitive to irradiation * has shown
anegligible change. Commercial T. vulgaris irra-
diated up to 10 kGy showed no substantial changes
in carvacrol (+0.2 %) ?*. The same compound
(3.3 %) disappears from the peppermint essential

oil irradiated with a low dose (1kGy) 3. Regard-
ing the sesquiterpene constituents the only notice-
able change was observed for the ionization dose
of 30 kGy resulting in increase of caryophyllene
oxide balanced by an equipollent loss of B-
caryophyllene. This effect was observed for
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volatiles of black pepper *°. These results show
that specific effect could be observed very often
for different essential oil extracts and that the same
compound present in essential oils from different
plants may behave differently even if submitted
to the same treatment ¥.

Effects of gamma irradiation on total phenolic
and flavonoids contents

Different reports on the effect of y-irradiation
on the amount of total phenolic and/or flavonoids
in aromatic and medicinal plants are available in
the literature. We find the case of the increase
and / or decrease of the total phenols and the case
where they are not affected by irradiation. How-
ever, it should be noted that these different cases
can be found for the same plant, depending on
the dose of irradiation or the extraction solvent
used. Thus, for irradiation dose of 25 and 10 kgy,
Fatemi et al.* and Thongphasuk et al.’® found
that y-irradiation does not affect significantly to-
tal phenolic and flavonoids of methanolic extracts
of Mentha piperta and Zingiber montana, res-
pectively. The same result was found for TPC of
methanol extracts of sage and oregano treated
with 30 kGy % as well as for TFC of Thymus
vulgaris ' treated with 10 kGy. Also, 30 kGy dose
of gamma radiation applied to rosemary leaves
does not significantly change total phenolic con-
tent of both methanolic and ethanolic extract but
increase that of water extract 2, suggesting that
the nature of solvent may influence the content
of total phenolic and flavonoids. Other consider-
ations, such as the pre-extraction processing and
extraction conditions **#* directly affect the con-
centration of these compounds in the final extract.

Cinnamomum zeylanicum and Echinacea
purpurea exposed to gamma irradiation at doses
10, 15, 20 and 25 kGy showed no significant dif-
ference of y-irradiation on TPC of treated and
untreated samples of cinnamon. Also, radiation
up to 15 kGy did not have significant effect on
total phenolic content of Echinacea purpurea,
but increasing the irradiation dose up to 20 and 25
kGy showed a significant increase in total phe-
nolic content #*. On the other hand, Pereira et al.,
reported that y-irradiation of Ginkgo biloba L.
at 10 kGy improve the extractability of phenolic

compounds “. So, the subproducts formed during
an irradiation depend on the plant or food matrix
and dose. The degradation of some molecules
during irradiation occurs by complex mechanisms.
Although it is considered that some bonds can be
broken resulting in smaller molecules #. This could
explain the higher content of phenolic compounds
which can be observed for some matrix and for
some doses. Significant increases in the contents
of'total phenolic compounds were observed in gin-
ger after irradiation, compared to the control
sample 8, Minea et al.* noted an important de-
crease of flavonoids in the irradiated Hippophae
rhamnoides with 20 kGy irradiation dose. Gumus
et al.*® found a decrease in total phenol content
of methanolic extracts of Turkish Thymus vul-
garis, Satureja hortensis and Tymbra spicata
irradiated at low doses (1.2, 3 and 5.1 kGy).

As can be seen from table 2, the total flavonoids
of the sample irradiated at 10 kGy remained
approximately equal to that of the control while
its total phenolic content increase. Contrariwise,
total phenolic and flavonoids contents decrease
under y-irradiation doses of 20 and 30 kGy. Simi-
lar trend of variation of total TPC was reported
by Khattak et al.’! for water extracts of Nigella
sativa seed irradiated at 2, 4, 8, 10, 12 and 16
kGy. Moreover, Koseki et al.>? reported a de-
crease in the amount of total phenolic compounds
of rosemary after irradiation doses between 10
and 30 kGy, with respect to controls. Yalcin et
al.>® observed a decrease of TPC for clary sage
methanol extracts of samples irradiated between
2.5 and 7 kGy. This decrease may be attributed
to the change of some phenolic compounds struc-
tures after ir-radiation that can’t be extracted
or not dissolve in the used solvent for the extrac-
tion .

Antioxidant activity

The antioxidant activities of the essential oils
and the ethanol extracts of irradiated and con-
trols samples were performed using the reducing
capabilities and the inhibition of lipid peroxidation
and scavenging of radicals DPPH" and ABTS"™.
The results expressed by the sample concentra-
tion required to reduce preliminary concentration
to 50 % (IC,)) are shown in table 3. Lowest IC_
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Table 2. Total phenol content (mg GAE/g Extract), flavonoids (mg QE/g Extract)
and yields % (g/DW) of plant extracts (Mean + standard error)

Irradiated Yield % Total Flavonoids
samples (kGy) (g/DW) phenols

0 24.76 213+1.32°¢ 52.25+0.79 ¢

10 22.73 236.17+£1.23 4 51.40+0.26¢

20 20.41 184.83+£3.01° 38.55+0.40"

30 19.82 149.33+0.76 ® 35.74+0.44 »

In the same column different letters mean significant differences between values (p < 0,05)

Table 3. Antioxidant activity (expressed in IC_ (mg 1) of essential
oils and ethanol extracts of T. algeriensis irradiated by gamma
ray at different doses (0, 10, 20 and 30 kGy)

Samples Irradiation DPPH Reducing TBARS ABTS
dose (kGy) power

Essential oils 0 404.08+45.87¢  347.84+£3.02"  23.54+0.37°  10.48+0.49¢
10 421.2542.29¢  123.47£1.34¢  88,70£0.77¢  11.01£0.11°¢
20 421.97+094¢ 164.88+3.41F  90.76+0.76¢ 7.64+0.06°
30 402.904+8.32¢  270.35£5.858  90.17£0.66  8.45+0.30°

Ethanol extracts 0 22.26+0.07 " 59.53+0.70° Nt 25.29+40.21°¢
10 19.284+0.42° 51.48+0.632 Nt 20.37+0.49¢
20 23.494+0.57° 76.0+£1.01¢ Nt 30.0+£0.30F
30 25.794+0.67° 79.88+0.76 ¢ Nt 33.16+£0.27 ¢

BHT - 11.59+0.182 64.83+£0.71°¢ 10.4+0.2° 2.81+0.04*

Data in the same column followed by different letter are significantly different by the Tuckey’s multiple
range test (p <0.05). Values are the mean of at least three replicates

values lead to the highest antioxidant potential.
All the tested samples (oils and ethanol extracts),
except for reducing power of the extracts, were
less active than the standard (BHT). The extracts
were significantly more effective as antioxidants
than the essential oils. Such activity may be due
to the phenols present in these extracts, which
are absent or in less amounts in the essential oils.
The behavior of essential oils varies according to
the test used to evaluate antioxidant activity. Thus,
the sample irradiated at 30 kGy showed the great
ability to inhibit the DPPH radicals while those
irradiated at 20 and 30 kGy were the most active
to scavenge the ABTS radical. On another side,
the oil of the sample irradiated at 10 kGy was the
most effective as antioxidant in the reducing

power method. Irradiation reduced DPPH radi-
cal-scavenging activity of essential oils of the
samples irradiated at 10 and 20 kGy. This result
partly disagrees with that reported for Moroccan
T. vulgaris and Mentha pulegium 3' whose es-
sential oils DPPH radical scavenging was not af-
fected by y-irradiation (10, 20 and 30 kGy). The
reducing power of all gamma irradiated samples,
significantly increased compared to that of the
control. Contrariwise, inhibition of lipid
peroxidation decreases sharply beside the oil of
unirradiated sample to reach a close value for oils
irradiated at 10, 20 and 30 kGy. The antioxidant
activities of the oils evaluated by ferric reducing
power and inhibition of radical ABTS, increased
generally as the irradiation dose increased and this
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stimulation reached to its maximum at the dose
levels of 10 and 20 kGy, respectively. With re-
gard to the ABTS radical scavenging of the oils
a behavior opposite to that of the TBARS test is
observed for doses 20 and 30 kGy. Essential oils
are complex mixtures where synergistic and an-
tagonistic effects may play an important and
hardly predictable role in the direction of the ef-
fectiveness of the antioxidant activity evaluated
by various methods. Thus, although the chemi-
cal compositions of the different oils are more
or less similar, the effects of the minor differ-
ences have important impacts on the antioxidant
activity.

Yields of extracts of T. algeriensis in ethanol
(table 2) decrease in the dry weight with the in-
crease of the gamma radiation dose. Our result is
in accordance with that reported for irradiated
Turkish T. vulgaris (1.2 - 5.1 kGy) *. Also, the
yields of the hydro-methanolic extracts of Laurus
nobilis and Carum carvi irradiated at 5, 10, 20
and 30 kGy decreased upon the absorbed doses
of y-radiation *. The antioxidant activity of ex-
tracts obtained from T. algeriensis leaves in the
reactions with DPPH showed no statistically dif-
ferences in the IC, values among samples sub-
jected to the different radiation doses. Our find-
ing is in accordance with that reported by Mishra
et al.>® for Camellia sinensis irradiated up to 10
kGy. DPPH radical scavenging of methanol ex-
tracts of rosemary irradiated at 30 Kgy remained
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Résumeé

Deux objectifs principaux ont été ciblés a travers cette étude, a savoir 1’étude de I’effet de
I’irradiation gamma sur la composition chimique et I’activité antioxydante de Thymus
algeriensis, et ’étude de I'effet de la supplémentation des huiles essenticlles d’Ammoides
atlantica et de Juniperus phoenicea avec du carvacrol et/ou du thymol sur I’activité
antioxydante, antimicrobienne et insecticide de ces huiles. Les huiles essentielles ont été
examinées pour leurs compositions chimiques par CPG et CG/SM, tandis que les extraits ont
été caractérisés par leurs phénols totaux et leurs flavonoides. Les échantillons de T. algeriensis
ont été irradiés a température ambiante en utilisant les rayons gamma provenant d'une source
de rayonnement de cobalt 60 type COP-4 (ORIS Industries, France). Les doses de rayonnement
gamma de %°Co appliquées au matériel végétal étaient de 10, de 20 et de 30 kGy. Nous avons
pris trois fractions de I’huile essentielle de J. phoenicea auxquelles nous avons ajouté des
quantités de thymol de 10, de 30 et de 50 % (m/m). L’huile essentielle d’A. atlantica a été
enrichie avec des teneurs en % de thymol ou de carvacrol. L’activité antioxydante a été évaluee
par quatre tests complementaires : I’activité de piégeage du radical DPPH", le pouvoir réducteur,
I’ABTS** et le test du TBARS. L’activité antimicrobienne a été déterminée qualitativement et
quantitativement sur quatre souches bactériennes et une levure. Le potentiel insecticide a été
évalué a I’égard des adultes de Callosobruchus maculatus par contact, par inhalation, sur sa
fécondité, sa fertilité et sur 1’émergence des adultes. L’irradiation gamma de la plante de T.
algeriensis n’a pas d’effet sur son rendement en huile essenticlle et n’a produit que des
changements mineurs dans la composition quantitative de certains de ses constituants.
L’irradiation a une dose de 10 kGy a augment¢é la teneur en phénols totaux. Les rendements de
ses extraits éthanoliques ont diminué avec l'augmentation de la dose du rayonnement.
L’irradiation de T. algeriensis a diminué l'activite de piégeage des radicaux DPPH' et
I’inhibition de la peroxydation lipidique. Le pouvoir réducteur de tous les échantillons irradiés
a augmenté par rapport a celui du témoin (non irradié). Les activités antioxydantes des HE de
T. algeriensis évaluées par le test ABTS™ ont augmenté avec I’accroissement des doses
d’irradiation. L'irradiation a une dose de 10 kGy est la plus appropriée pour la décontamination
tout en conférant a I'extrait éthanolique de T. algeriensis une meilleure proprieté antioxydante.
L'irradiation gamma a 10 kGy a amélioré les propriétés antioxydantes des extraits éthanoliques
de T. algeriensis. La supplémentation de I’HE de J. phoenicea a montré une synergie positive
entrainant ’accroissement de son activité antioxydante, son activité antimicrobienne contre
toutes les souches testées a également été ameliorée. Le thymol seul a enregistré pour
I’ensemble des tests une activité antioxydante la plus élevée. La supplémentation de I’HE d’A.
atlantica a eu un effet positif sur son activité antioxydante sauf pour le test de ’ABTS™". Elle a
eu un effet positif sur son activité insecticide, tout en retardant I’émergence des adultes et en
réduisant le potentiel reproducteur de I’espece.

Mots clés : PAM, huiles essentielles, extraits, irradiation, supplémentation, Thymus algeriensis,
Juniperus phoenicea, Ammoides atlantica, Origanum glandulosum, activité antimicrobienne,
activité antioxydante, activité insecticide, C. maculatus.




Abstract

Two main objectives have been targeted through this study, namely the study of the effect of
gamma irradiation on the chemical composition and antioxidant activity of Thymus algeriensis,
and the study of the effect of supplementation of essential oils of Ammoides atlantica and
Juniperus phoenicea with carvacrol and/or thymol on the antioxidant, antimicrobial and
insecticidal activity of these oils. The essential oils were examined for their chemical
compositions by GPC and GC/MS, while the extracts were characterized by their total phenols
and flavonoids. T. algeriensis samples were irradiated at room temperature using gamma rays
from a COP-4 type cobalt-60 radiation source (ORIS Industries, France). The gamma radiation
doses of ®°Co applied to the plant material were 10, 20 and 30 kGy. We took three fractions of
J. phoenicea essential oil to which we added thymol amounts of 10, 30 and 50% (m/m). The
essential oil of A. atlantica has been enriched with levels in % of thymol or carvacrol. The
antioxidant activity was evaluated by four complementary tests: the DPPH radical scavenging
activity, the reducing power, the ABTS® " and the TBARS test. The antimicrobial activity was
determined qualitatively and quantitatively on four bacterial strains and one yeast. Insecticidal
potential was evaluated on adults from Callosobruchus maculatus by contact, inhalation, on
fecundity, fertility, and adult emergence. Irradiation of the T. algeriensis plant has no effect on
its yield of essential oil and has produced only minor changes in the quantitative composition
of some of its constituents. Irradiation at a dose of 10 kGy increased the total phenol content.
The yields of its ethanolic extracts decreased with increasing radiation dose. Irradiation of T.
algeriensis decreased the DPPH' radical scavenging activity and the inhibition of lipid
peroxidation. The reducing power of all irradiated samples increased relative to that of the non-
irradiated control. The antioxidant activities of essential oil of T. algeriensis evaluated by the
ABTS™ test increased with increasing radiation doses. Irradiation at a dose of 10 kGy is the
most suitable for decontamination while giving the ethanolic extract of T. algeriensis a better
antioxidant property. Gamma irradiation at 10 kGy improved the antioxidant properties of the
ethanolic extracts of T. algeriensis. The supplementation of the HE of J. phoenicea showed a
positive synergy leading to the increase of its antioxidant activity, its antimicrobial activity
against all the strains tested was also improved. Thymol alone recorded the highest antioxidant
activity for all tests. Supplementation of the HE of A. atlantica had a positive effect on its
antioxidant activity except for the ABTS™ test. It has had a positive effect on its insecticidal
activity, while delaying the emergence of adults and reducing the reproductive potential of the
species.

Key words : essential oils, extracts, irradiation, supplementation, Thymus algeriensis,
Juniperus phoenicea, Ammoides atlantica, Origanum glandulosum, antimicrobial activity,
antioxidant activity, activity insecticide, C. maculatus.
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