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Introduction générale

Introduction générale

Depuis I’aube de I’humanité, les plantes permettent a I’homme non seulement de se
nourrir, se Vétir, se loger, se chauffer, se parfumer, mais aussi, de maintenir son équilibre,

soulager ses souffrances, préserver et soigner les maladies qui nuisent a sa santé.

Par ailleurs, les plantes aromatiques et meédicinales jouent un role économique
considérable dans le secteur des industries de 1’agroalimentaire, de la parfumerie, des

cosmetiques et de la pharmacie (Bruneton, 1999).

Ces plantes représentent une nouvelle source de composés actifs. En effet, les
métabolites secondaires font I'objet de nombreuses recherches in vivo et in vitro, notamment
la recherche de nouveaux constituants naturels tels les composés phénoliques, les saponosides

et les huiles essentielles.

Les huiles essentielles suscitent de plus en plus I’intérét des chimistes, biologiste et
médecins en raison de leurs utilisations dans le traitement de certaines maladies infectieuses
pour lesquelles les antibiotiques de synthése deviennent de moins en moins actifs ou dans la
préservation des aliments contre I’oxydation comme alternatives aux produits chimique de

synthéses (Farnsworth et al., 1986; Roux et al., 2007).

Méme si les huiles essentielles sont connues et utilisées depuis plus de 6000 ans, la
recherche scientifique actuelle se limite a des recherches fondamentales, phytochimiques ou

sur les propriétés biologiques des huiles essentielles.

Il existe aujourd’hui approximativement 3000 huiles essentielles, dont environ 300
sont réellement commercialisées, destinées principalement a I’industrie des ardomes et des
parfums. Mais la tendance actuelle des consommateurs a rechercher une alimentation plus
naturelle, a entrainé un regain d’intérét des scientifiques pour ces substances. Depuis deux
décennies, des études ont été menées sur le développement de nouvelles applications et

I’exploitation des propriétés naturelles des huiles essenticlles dans le domaine alimentaire.

Cependant, I’évaluation de leurs propriétés biologiques comme antioxydants,

antimicrobiens et insecticides, demeure une tache trés intéressante et tres utile.

L’oxydation des produits alimentaires lors de leurs fabrications et stockage conduit a
la formation de radicaux libres treés nocifs pour la santé humaine et donc 1’ajout d’antioxydant
devient necessaire. Cependant, les antioxydants les plus utilisés comme le BHT et le BHA

peuvent étre toxiques (Yu et al., 2000). En effet, le BHA convertirait certains produits ingérés
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Introduction générale

en substances toxiques ou carcinogénes en augmentant la secrétion des enzymes

microsomales du foie et des organes extra-hépatiques.

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20iéme siecle pour que les
scientifiques commencent a s’y intéresser. Ces propriétés antimicrobiennes sont dues a la

fraction d’huiles essentielles et aux composés phénoliques contenus dans les plantes.

Aussi, avec la révolution dans le domaine agro-alimentaire, la production alimentaire
doit étre maximisée afin d’assurer une alimentation adéquate de la population mondiale. Pour
ce faire, elle doit réduire 1’abondance des espéces animales qui sont en compétition
alimentaire avec elle. Parmi ces animaux, les invertébrés dont les insectes représentent le
groupe le plus diversifié et le plus riche en nombre d’espéces. Les insectes ravageurs des
denrées alimentaires stockées peuvent causer des pertes importantes en réduisant la qualité
et/ou la quantit¢ des produits stockés. D’aprés 1’Organisation des Nations Unies pour
I’alimentation et 1’ Agriculture (FAO), les pertes dues aux insectes nuisibles correspondent a
35% de la production agricole mondiale (Dossevi et Essou, 2011) .1l est donc, plus utile et
plus rentable d'assurer une bonne conservation des recoltes que de compenser les pertes par

une augmentation de la production.

Les plantes sur lesquelles notre choix s’est porté sont, la Criste marine (Crithmum
maritimum), la Mélisse (Melissa officinalis) et le Thym (Thymus pallescens) provenant

respectivement des trois régions d’Algérie : Hammamet (Alger), Sétif et Bouira (Kadiria).
Au cours de ce travail, nous essayerons de :

v' Traiter par rayons gamma I’échantillon de Thym séchés

<

Evaluer le rendement des huiles essentielles et des extraits

v' Déterminer certaines caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles
extraites par hydrodistillation.

v'Analyser qualitativement et quantitativement les huiles essentielles par

chromatographie en phase gazeuse (CPG) seule et par chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM).

v' Evaluer les activités biologiques des différentes essences étudiées.
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Partie 1 : Synthése Bibliographique Chapitre I: Substances actives

Chapitre | : Substances actives

1 Les huiles essentielles
1.1 Bref Historique

L'utilisation des huiles essentielles remonte aux plus anciennes civilisations, tout
d'abord dans I'Orient et le Moyen Orient et par la suite au nord de I'Afrique et en Europe. 1l y
a environ 3000 ans, les huiles essentielles étaient utilisées en Egypte. Les arabes participérent
activement aux techniques de distillation des HE, ils inventérent l'alambic grace auquel, ils
purent obtenir des HE tres pures dont la médecine et la parfumerie en fait grand usage
(Odoul, 2003).

Au 16°™ siécle, le médecin Suisse Paracelse étudie I'extraction de «l'dame» des
végetaux a laquelle on donnera le nom « d'esprit d'essence », ensuite « I'huile essentielle ». En
1877, Léopold Ruzicka a mis en évidence les « polyterpenes », composants importants des
essences.

En 1928, le chimiste francais René-Maurice Gattefosse a utilisé le terme
"aromathérapie” pour décrire les propriétés curatives des huiles essentielles lorsqu'il a
découvert par accident que la lavande a gueéri une brllure a sa main (Garneau, 2005). Le
terme de 1’aromathérapie a mené vers de nombreux travaux concernant les huiles essentielles,
notamment leurs propriétés ; ces résultats seront a 1’origine de nombreuses autres recherches
(Besombes, 2008).

De nos jours, l'usage des huiles essentielles est trés large dans les domaines de la

pharmacologie, la cosmétique, I'agroalimentaire et la protection des végétaux.

1.2 Production mondiale

Plusieurs pays tirent une grande partie de leurs ressources de l'exploitation des
plantes a huiles essentielles. On estime aujourd’hui a environ 40 000 le nombre d'espéces
aromatiques croissant dans le monde dont 3000 ont été etudiées et 300 sont exploitées
industriellement (Souza et al., 2006b). Plus de 90 % des espéces a étudier et a valoriser
poussent dans les pays tropicaux (Ouamba, 1991). Les principales huiles essentielles

produites et les principaux pays producteurs sont résumés dans le tableau 01.
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Tableau 01: Récapitulation des principales huiles essentielles produites et des principaux
pays producteurs dans le monde en 2008 (Perfumer & Flavorist, 2009).

Huiles essentielles Production (Tonnes) Principaux producteurs
Huile d’orange 51000 USA, Brésil, Argentine
Huile de citron 9200 Argentine, Italie, Espagne
Huile de I’eucalyptus 4000 Chine, Inde, Australie, Afrique du Sud
Huile de menthe poivrée 3300 Inde, USA, Chine
Huile du clou de girofle 1800 Indonésie, Madagascar
Essence de la citronnelle 1800 Chine, Sri Lanka
Huile de la menthe verte 1800 USA, Chine
Huile du bois de cédre 1650 USA, Chine
Huile du patchouli 1200 Indonésie, Inde
Huile de la lavande 1100 France

1.3 Déefinition et caractéristiques

Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16iéme siécle par le médecin Suisse Parascelsus
Von HOHENHEIM pour désigner le principe actif d’un reméde naturel (Burt, 2004). De tres
nombreux auteurs ont tenté de donner une définition des huiles essentielles. D’apres William
Naves [1874-1936], aucune des définitions des huiles essentielles n’a le mérite de la clarté, ni
celui de la précision. Cet auteur définit les huiles essentielles comme « des mélanges de divers
produits issus d’une espece végétale, ces mélanges passent avec une certaine proportion d’eau
lors d’une distillation effectuée dans un courant de vapeur d’eau » (Garnéro, 1996). Cette
définition a été reprise a peu de choses prés par AFNOR et ISO : « I’huile essentielle est le
produit obtenu a partir d’'une matiere premiere d’origine végétale, soit par entrainement a la
vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe frais de certains agrumes, soit
par distillation. L’ huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés
physiques » (ISO, 1997; AFNOR, 2000). Cette définition est restrictive car elle exclut aussi
bien les produits extraits a l'aide de solvants que ceux obtenus par tout autre procédé.

Il reste difficile d'attribuer une seule définition au terme « huile essentielle», car il en
existe plusieurs. D’aprés Anton, Lobstein, 2005, L'HE est le résultat de la distillation a la
vapeur d'eau des plantes ou d'arbres aromatiques pour en extraire I'essence. L'HE est donc

I'essence distillée.
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Toutefois dans lI'usage courant le terme « essence» est souvent utilisé pour parler d'HE.
Mais Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les huiles essentielles ne
contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile
de tournesol, de mais, d'amande douce).

Les HE peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux Fleur (Origan), feuilles
(citronnelle, eucalyptus), écorce (cannelier), bois (bois de rose, santal), racine (vétiver),
rhizome (acore), fruit (badiane) ou graine (carvi). Elles peuvent étre présentes a la fois dans
différents organes, la composition pouvant varier d’un organe a ’autre (exemple : fruit et
fleur du citronnier) (Henandez Ochoa L.R., 2005).

La synthese et I'accumulation d'une huile essentielle sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisées, le plus souvent situées sur ou a proximité de

la surface du végétal (Bruneton, 1987). Il existe en fait quatre structures sécrétrices:

= Cellules sécrétrices: chez les Lauracées, Zingibéracées, poils glandulaires
épidermiques : les plantes possédant ces poils font partie des familles des Lamiacées,

des Géraniacées, des Verbénacées.

= Les poches sphériques schizogenes : les glandes de type poche se rencontrent chez les

familles des Astéracées, Hypcricacées, Rosacées, Rutacées, Myrtaceées,...

= Les canaux glandulaires lysigénes : on les retrouve chez les Coniferes,

Ombelliferes,...

Les HE forment un groupe trés homogene en ce qui concerne leurs propriétés physico-

chimiques qui sont les suivantes : (Bruneton, 1993; Bernard et al., 1988).

e Elles sont généralement liquides a température ambiante.

e Elles n'ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

e Elles sont volatiles et tres rarement colorées.

e Ladensité des HE a forte teneur en monoterpénes est faible.

e L'indice de réfraction dépend essentiellement de la teneur en monoterpénes et en
dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indicé éleve,
cependant une teneur élevée en dérivés oxygénés produira I'effet inverse.

e Elles sont solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des
solvants organiques mais peu solubles dans I'eau.

e La solubilité dans I'éthanol & 80 % est en relation directe avec la teneur en
hydrocarbures aliphatiques, mono et sesquiterpénes. Plus leur teneur est élevée et

plus la solubilité est faible.
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e Elles sont douées d'un pouvoir rotatoire puisqu'elles sont formées principalement de
composes asymétriques.
Les HE sont trés altérables, sensibles a I'oxydation et ont tendance a se polymeériser

donnant lieu a la formation de produits résineux.

1.4 Procédés d’extraction des HE

De nombreux procédés sont utilisés pour I'extraction des essences végétales, cette
diversité est due a la variété des matiéres premiéres et a la sensibilité considérable de certains
de leurs constituants qui sont plus ou moins modifiés pendant les processus de préparation
(Bruneton, 1995).

A Expression a froid

Cette technique est utilisée industriellement pour 1’obtention d’huile essentielle
d’agrume. En général, on couple la récupération d’huile essentielle avec 1’extraction du jus.
Le principe consiste a rompre les poches a essences par un moyen mécanique, pression,
incision ou abrasion a froid. L'huile essentielle entrainée par un courant d'eau sera séparée

par décantation ou centrifugation (Richard et Multon, 1992).

B. Distillation

L'extraction a la vapeur d'eau, connue depuis la plus haute antiquité, transmise par
les arabes et perfectionnée par les Grassois, est un procédé utilisant la vapeur d'eau pour

séparer les substances aromatiques.

¢ Hydrodistilation

Ce mode d'extraction a été proposé par Garnier en 1891, c'est la méthode la plus
utilisée pour extraire les HE et pouvoir les séparer a I'état pur mais aussi de fournir de
meilleurs rendements (Bruneton, 1993).

La partie de la plante contenant la molécule a extraire est placée dans un ballon avec
de I'eau et quelques morceaux de pierre ponce pour assurer le brassage de la solution. 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, I'huile essentielle et en dessous I'eau
aromatique (ou hydrolat) chargée d'espéces volatiles contenues dans la plante et ayant une
densité plus élevée (Bachelot et al., 2006).
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L'extraction qui s'effectue a température élevée et a pH acide durant une période plus
ou moins longue peut engendrer des réactions secondaires au sein de I'HE a savoir :

hydrolyse, élimination, cyclisation et réarrangement (Benhabiles, 1995).

e Entrainement a la vapeur

Ce procédé consiste a récupérer I'HE des plantes en faisant passer a travers ces
dernieres un courant de vapeur d'eau, ces vapeurs saturées en composes organiques volatils
sont condensées et récupérées par décantation. Les phénomenes intervenants lors de

I'entrainement a la vapeur seraient I'osmose et la diffusion libre (Guenther, 1972).

e Distillation par solvants organiques
Certaines huiles essentielles ont une densité voisine de 1’eau et le procédé par
distillation a la vapeur d’eau ne peut étre dans ce cas utilisé. Le principe consiste a faire

macérer la plante dans un solvant afin de faire passer les substances odorante dans le solvant.
+ Solvants issus du pétrole

Ce moyen met en ceuvre des solvants organiques comme le pentane, 1’hexane,
I’heptane. 1l est resérvé aux huiles essentielles ayant une densité voisine de celle de

I’eau.

+ Forane
Le forane 113 (F2CCI-CCI2F) permet d’extraire un mélange d’HE et d’huile lipidique
en méme temps, ce qui permet de valoriser doublement la plante.

+ Dioxyde de carbone

La technique d'extraction au CO> supercritique est connue et utilisée au niveau
industriel depuis de nombreuses années. Elle trouve un intérét tout particulier au niveau
des produits naturels, car elle conduit a des extraits « coeur de la nature » souvent tres
proches de l'odeur de la matiere premiere traitée et exempts de solvants organiques.
Gréce aux caracteristiques du CO- a I'état supercritique, en particulier celle d'étre un
solvant a « géomeétrie variable », nous pouvons donc obtenir a basse pression des
extraits dont la composition est de type « huile essentielle », et a haute pression des
extraits dont la composition est de type « concrete ». Evidemment selon les conditions

opératoires, on peut en théorie obtenir tous les extraits intermédiaires (Pellerin, 2001).

e Extraction distillation simultanée (SDE)

L'extraction- distillation simultanée est une extraction liquide-liquide qui est menée

dans l'appareil de Likens et Nikerson modifié. Son principe est le suivant: les composés
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volatils entrainés par la vapeur d'eau sont extraits par des vapeurs de solvant que l'on

condense ensuite dans un réfrigérant puis on recycle en continu le solvant (Vermin, 1982).

C. Distillation assistée par micro-ondes et ultrasons

Ces techniques récentes offrent plusieurs avantages significatifs par rapport aux
techniques classiques. En effet, elles nécessitent un volume moindre de solvant et un temps de
chauffage réduit ce qui évite la perte et la dégradation des composés volatils thermosensible.
Ainsi elles conduisent a des rendements plus élevés. (Paré, 1992 ; Camel, 2000 ; Lucchesi et
al., 2004).

+ Extraction par micro-ondes

L'extraction assistée par micro-ondes est une technique encore plus récente
développée dans le but d'extraire des produits naturels comparables aux huiles essentielles et
aux extraits aromatiques. Elle consiste a extraire I'huile essentielle entrainée dans le mélange
azeotropique formé avec la vapeur d'eau propre au produit traité.

Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement de micro-
ondes dans une enceinte dont la pression est réduite de fagon séquentielle, I’HE est entrainée

dans le mélange azéotropique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée.

C’est un procédé tres rapide et peu consommateur d’énergie par rapport a
I’hydrodistillation (Bruneton, 1999).
+ Extraction par ultrasons
Le matériel végétal mis en contact avec un solvant (eau ou solvant organique) est
immergé dans un bain a sonication maintenu a une agitation constante. (Kimbaris et
al., 2006).

D. Enfleurage

Ce procédé met a profit le caractére liposoluble des composants odorants des
végétaux (Bruneton, 1993). Il consiste a mettre en contact la fleur avec un corps gras qui se
sature d'essence puis ce dernier sera épuisé par un solvant évaporé sous vide par la suite.
Naves (1974) signale que le succes de cette extraction a froid dépend essentiellement de la
qualité de la graisse employée. Celle-ci ne doit présenter aucune odeur mais, en revanche, elle
doit posséder une certaine consistance (surface semi-dure) afin de faciliter I'élimination des
fleurs épuisées.

Le principe consiste a déposer les pétales de fleurs, a la température ambiante, sur des

plaques enduites de graisses solides sur lesquelles, elles séjournent de 24 a 78 heures.
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On obtient ainsi une pommade (graisse saturée en constituants volatils) a partir de
laquelle, on récupére les produits volatils floraux au moyen d'un alcool.

e Macération : Ce procéde exige que les graisses utilisees soient chaudes (40-
60°C), ce qui a pour effet d'augmenter leur pouvoir absorbant. Cette technique est rapide et
s'applique aux fleurs dont I'activité physiologique cesse a la cueillette. L'extraction est réalisée
par immersion des fleurs fraichement cueillies et constamment renouvelées dans un bac de
graisses chaudes jusqu'a atteindre la saturation. Un épuisement a l'alcool absolu est
généralement appliqué sur cette graisse (Blakeway et Salerno, 1987).

E. Incision

C’est une opération peu fréquente, il suffit de fendre 1’écorce des arbres pour en

recueillir le suc comme par exemple le caoutchouc de 1’arbre hévéa.

1.5 Composition chimique et biosynthése

1.5.1. Composition chimique des HE

Dans les plantes, les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux
supérieurs. Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en
général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et
recouvertes d’une cuticule. Elles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs, feuilles,
écorces, bois, racines, rhizomes, fruits ou graines (Brunetton, 1987).

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés
odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpénes
(mono et sesquiterpénes), prépondérants dans la plupart des essences, et des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane (Kurkin, 2003).

a. Les composes terpéniques

Les terpénes doivent leur nom a Kekulé (ter=térébenthine; pene=pin). Ce sont des
composés formés de I'assemblage de deux ou plusieurs unités isopréniques (2-méthylbuta-
1,3-diéne), unité composée de cing carbones isopréniques. (Capon et al., 1993).

Selon Bruneton (1995, 1999) seuls les terpenes les plus volatils dont la masse
moléculaire n'est pas trop élevée (monoterpénes et sesquiterpénes) rentrent dans la
composition des HE.

v Les monoterpenes (composes en Cio): Ce sont des hydrocarbures volatils présents
dans la quasi-totalité des HE ; ils peuvent étre acycliques (Myrcene, Ocimene),
monocyclique (p-Cymene, (Terpinéne) ou bicyclique (Camphéne, Sabinene,

Page 9



Partie 1 : Synthése Bibliographique Chapitre I: Substances actives

Pinénes, 3-Caréne) (Bruneton, 1995).
v Les sesquiterpenes (composé en Cis): lls sont constitués de trois €éléments

isopréniques, disposés de facon a donner des structures monocycliques ou polycycliques.

b. Les composés aromatiques

Les huiles essentielles renferment aussi des composés odorants (phényl-propanoides)
dont la biogenése est différente de celle des terpénes (Bernard et al. 1988).

Parmi ces divers composés aromatiques, on peut citer:

e Les aldéhydes (anisiques, cuminique, cinnamique).
e Les phénols et éthers (thymol, eugénol, anéthol).
e Les coumarines (bergapteine, ombelliférone).
Des composés acycliques tels que les acides organiques a faible poids moléculaire

(acétique, formique, valérique) peuvent étre également rencontrés.

c. Les composés d'origines variées

Selon le mode de récupération utilisé, les HE peuvent renfermer divers composes
aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I'nydrodistillation: acides, aldéhydes, esters acycliques et lactones (Bruneton, 1995).

A titre indicatif on peut citer

e L’heptane et la paraffine dans 1’essence de camomille.

e Des acides en C3 et C10.

o Des esters acycliques présents surtout dans les fruits : acétate de butyle (pomme) ;
acétate d’isoamyle (Banane).

e Des aldéhydes comme I’octanal et le décanal des citrus.

e Des alcools comme le 1 octén-3-ol de I’essence de lavande.

1.5.2. Biosynthése des constituants des HE

La biosynthése des constituants des HE emprunte deux voies utilisant comme
intermédiaire soit 1’acide mévalonique soit 1’acide shikimique respectivement pour les
terpénoides et les phenylpropanoides (Singh et al., 1990).

» Biosynthése des terpenes

La biosynthése des terpenes prend son origine au niveau de 1’acétylcoenzyme A

(CH3COSCOA) produit de la glycolyse (catabolisme des sucres). L’étude des mécanismes

réactionnels régissant la biosynthése des terpénes a montré 1’existence de plusieurs étapes.
(Sallé, 1991).
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La premiére étape est une condensation de type claisen, entre deux molécules

acétylCoA, conduisant a I’acétoacétylCoA.

O (@] O (0]
)K + /K Condensation M
SCoA SCoA  de Claisen SCoA

Acetoacétyl CoA

Figure 01: Biosynthese de I’ AcétoacétylCoA.

La deuxiéme étape est une réaction d’aldolisation entre une troisiéme molécule
d’acétylCoA et D’acétoacétylCoA. Apreés hydrolyse et réduction par NADPH (Nicotine

Adénine Di nucléotide Phosphate), il se forme 1’acide mévalonique.

o]

o] [e]
M )\ i \\\OH 1
+ &
_— :
SCoA SCoA  Aldolisation SCoA

Acétoacétyl CoA HMG-CoA

0 \\\\OH

NADPH
HO OH

Acide mévalonique (MVA)

Figure 02: Biosynthése de 1’ Acide mévalonique.

Aprés pyrophosphorylation par ATP (Adénosine Tri Phosphate) la déshydratation et
décarboxylation par une ¢limination concertée permettant d’atteindre les deux intermédiaires
en C5, bio-précurseurs des terpenes : le pyrophosphate de diméthylallyle (DMPP) : les deux
intermédiaires en C5 réagissant alors 1’un sur 1’autre, pour conduire au pyrophosphate de
géranyl (GPP), point de départ de tous les monoterpénes et monotérpénoides.

La condensation suivant le méme principe, entre le pyrophosphate d’isopentyle (IPP)
et pyrophosphate de géranyl (GPP) conduit au pyrophosphate de farnésyl, point de départ de
tous les dérivés sesquiterpeniques.

Par condensation d’un pyrophosphate de farnésyl (FPP) avec un pyrophosphate
d’isopentyle (IPP), on obtient un géranyl-geranyl pyrophosphate (GGPP) point de départ de
tous les diterpenes/ diterpénoides.

Par contre la formation du tri et tétra terpene/ terpénoides s’obtient par dimerisation

réductive a I’aide de NADPH de deux unités pyrophosphate de farnésyl ou géranyl- gernayl-
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pyrophosphate.
La figure 03 Montre le schéma indiquant les différentes étapes de la biosynthese des

terpénes.

+PPly Maonolerpénes en Cqp

=

PP

PPFarnésyle
+PPly
Duplicat ,—|
Hplication Sesquiterpénes en Cyg
Diterpénes en Cqqg
Télraterpénes en Cyp

Squaléne

Tétraterpénes en Cyy

Figure 03: Schéma global de la biosynthese des terpenes par voie de I’acide
mévalonique.

» Biosynthése des phenylpropanoides

La biosynthese des dérivés du phénylpropane se fait par I’intermédiaire de 1’acide
shikimique qui représente le principal mode d’accumulation des phénols dans la plante. Cette
voie fait intervenir une série de réactions et représente le chemin biosynthétique des acides
aminés aromatiques (phénylalanine, tryptophane, tyrosine...)

L’acide est obtenu par condensation de 1’acide pyruvique activé par phosphorylation
sur un sucre phosphorylé. L’addition d’une deuxiéme molécule d’acide pyruvique activé
fournit ’acide préphénique qui par déshydratation et décarboxylation donne [’acide
phenylpyruvique.

Cet acide se transforme en phénylalanine, acide aminé aromatique, qui est a I’origine
du métabolisme des composés aromatiques.

La figure 04 illustre les principales étapes de la formation des dérivés aromatiques :

exemple de 1’acide cinnamique (Hahlbrok et al., 1989).
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CO;H CH,-CO-COOH
HOOC CH,-CO-COOH
-CO,
—_— —_—
HO . on -+H20 ' _
(I)H OH Ac. phénylpyruvique
Ac. shikimique Ac. prephenique
COOH —CH-
X CH, (i“,H COOH
NH,
-NH;
Ac. cinnamique Phénylalanine

Figure 04: Exemple de biosynthése des dérives phenylpropanes.

» Parametres influencant la composition quantitative et qualitative des huiles
essentielles

Les huiles essentielles présentent une trés grande variabilité, tant au niveau de leur

composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité est

fondamentale car les activités biologiques qui découlent des huiles essentielles peuvent étre

tres différentes (Garnéro, 1991; Bruneton, 1999; Benini, 2007). Cette variabilité peut

s’expliquer par différents facteurs d’origine intrinseque, spécifiques du bagage génétique de la

plante ou extrinseque, liés aux conditions de croissance et de développement de la plante.

i. Facteurs intrinseques

Une huile essentielle doit avant tout autre chose étre rapportée au matériel botanique
d’ou elle est issue pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal
(Bruneton, 1999). L’influence du stade végétatif (Garnéro, 1991; Bruneton, 1999;
Stefanini et al., 2006a; Aprotosoaie et al., 2010), ’organe de la plante (Maffei et Sacco,
1987 ; Barry, 2001 ; Stefanini et al., 2006a; Chowdhury et al., 2009), les hybridations, les
facteurs de mutation, la polyploidie (Garnéro, 1991; Aprotosoaie et al., 2010) et le
polymorphisme chimique « chimiotypes ou formes physiologiques » (Garneéro, 1991; Anton
et Lobstein, 2005; Belyagoubi, 2006) sont les principaux facteurs intrinséques qui

influencent la composition et le rendement des huiles essentielles.
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ii. Facteurs extrinséques

Les conditions environnementales influencent aussi la composition des huiles
essentielles. La température, la quantité de lumiere, la pluviométrie et les conditions
édaphiques représentent autant de causes potentielles de variations de la composition
chimique d’une plante aromatique donnée (Bruneton, 1999; Mohammad et al., 2009; Olle
et Bender, 2010; Aprotosoaie et al., 2010). Il y a eu pas mal des travaux ayant mis en
évidence l’influence de D’origine géographique de la matiére premiére (Barry, 2001;
Mohammedi, 2006; Marzoukia et al.,2009), les conditions culturales telles que la date de
semis, la date de récolte, les traitements phytosanitaires, 1’emploi d’engrais, ainsi que les
techniques de récolte influencent aussi la composition et le rendement des huiles essentielles
(Barry, 2001; Lahlou, 2004; Stefanini et al.,2006a; Benini, 2007; Aprotosoaie et al.,
2010).

1.6. Analyse des Huiles essentielles

Les techniques d'analyse ont pour but de déterminer la composition d'un échantillon
et de doser les éléments le constituant. Elles existent depuis longtemps mais ont
considérablement progressées depuis le développement de I'informatique et de I'électronique.
Aujourd’hui les méthodes d'analyse sont beaucoup plus accessibles grace a des logiciels
fonctionnels donnant des informations directement exploitables par des personnes non

spécialistes.

1.6.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie est une puissante technique de séparation qui trouve de
nombreuses applications dans tous les domaines de la science (Skoog et al, 2003).

Realisée expérimentalement en 1952 par James et Martin, la CPG s'est montrée une
méthode des plus appropriées a la séparation et a l'identification des constituants des HE
particulierement avec la programmation de la température. Elle permet a la fois I'analyse

qualitative et quantitative (Paris et Godon, 1979).

e Principe
En CPG, I'échantillon est injecté et vaporisé au sommet de la colonne. L'élution est
assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. A la sortie de la colonne se trouve
un détecteur relié a un enregistreur ; lorsqu'un constituant de I'échantillon le traverse, un pic

apparait sur I'enregistreur (Skoog et al., 2003).
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¢ ldentification des composés
Apres la séparation par la chromatographie, les pics des échantillons doivent étre
identifiés. lls sont définis par I'injection des étalons purs et par des données de rétention.
Les indices de rétention ont été introduits par Kovats, ils constituent pour chaque
substance une grandeur de rétention assez reproductible. 1l est défini par Van Deen Dool
(Ghrib, 1995).

Selon I'expression suivante:

Txz-T,
E=100n + 100
Tn+1 ‘Tn

Ou : IX: indice de rétention.

Tx: temps de rétention du soluté (x) étudié.

n : nombre de carbone de l'alcane qui précede (x).

Tn : temps de rétention de I'alcane a n atomes de carbone qui précede x.

Th+1: temps de rétention de I'alcane a n+ 1 atomes qui suit X.

L'identification consiste en la comparaison des indices de rétention a ceux des étalons
purs injectés parallelement. Cependant, l'utilisation d'étalons et d'indices de rétention pour une
analyse qualitative et quantitative des échantillons étudies limite l'efficacité de la CPG et
impose son couplage avec d'autres méthodes telles que spectrométrie de masse. Cette derniere
a la capacité d'identifier un trés grand nombre de composés présents dans le mélange a
analyser.

Actuellement elle représente le couplage le plus utilisé dans divers secteurs (Agro-

alimentaire, Biochimie) (Rouessac et Rouessac, 1995, Tranchant, 1995).

1.6.2. Spectroscopie de masse (SM)

Selon Skoog et al. (2003), la spectroscopie de masse est sans doute, parmi toutes les
techniques analytiques, celle dont le domaine d'application est le plus étendu. En effet, elle
peut fournir des informations concernant la composition élémentaire d'un échantillon, la
structure de molécules inorganiques, organiques et biologiques, la composition qualitative et
guantitative de mélanges complexes.

Une analyse par SM comprend les étapes suivantes :
- Atomisation de I'échantillon ;

- Conversion d'une fraction importante des atomes formés pendant la premiére étape en
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ions (habituellement porteur d'une seule charge positive).

- Séparation des ions formés a la deuxieme étape sur la base du rapport de leur masse a
leur charge.

- Détermination de la population d'ion de chaque espéce par comptage ou par mesure du
courant résultant de l'arrivée des ions a un transducteur adéquat. Ce dernier convertit le
faisceau d'ions en un signal électrique qui peut étre traité et stocké dans la mémoire d'un

ordinateur.

1.6.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/SM)

Au cours des vingt derniéres années, les avancées obtenues dans ces domaines
d'analyse tiennent principalement & deux raisons : dans le domaine de la séparation
chromatographique et, en particulier, de la CPG, au développement de colonnes
chromatographiques capillaires a trés haute résolution ; dans le domaine de la détection, au
développement en routine des techniques de couplages, de séparations chromatographiques
avec la détection par SM.

En effet, l'utilisation de la CPG a haute résolution (colonne capillaire) couplée a la
spectrométrie a basse échelle de masse, le tout allié a I'outil informatique (micro-processeur),
permet le développement de méthodes d'identification fiables et rapides (Benhabiles, 1995).

L'interface la plus simple pour cette technique consiste a réunir la colonne du
chromatographe au spectrometre de masse, soit en introduisant directement I'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).

¢ Principe

Le principe consiste a soumettre un composé moléculaire a cette analyse en
déclenchant un processus a plusieurs étages (Pradeau et al., 1992).

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

s Accélération: les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation sous I'effet

d'un champ magnétique augmentant ainsi leurs énergies cinétiques.

s Séparation: les ions seront distribués selon leur rapport masse / charge.

«» Deétection: apreés séparation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux
charges électriques transportées.

+« Traitement du signal: le signal de sortie de I'appareil conduit au spectre de masse qui
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constitue la représentation conventionnelle de I'abondance des ions en fonction du rapport
masse / charge.

L'appareillage CG/SM permet de fournir un chromatogramme accompagné d'un
ensemble de spectres de masse correspondant a chaque pic chromatographique, ce qui rend
possible l'identification précise de la majorité des constituants séparés par la CPG et ceci en
comparant les spectres de masse obtenus avec ceux des produits de référence contenus dans
les bibliotheques informatisées. C'est donc une technique de pointe permettant la

connaissance d'échantillons parfois complexes en un temps trés court.

1.7. Données Toxicologiques

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels: ""ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme”. Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire, tend a se genéraliser avec I'émergence de nouvelles
pratiques thérapeutiques telle que I'aromathérapie.

Les effets toxiques d’une huile essentielle varient considérablement selon sa nature
(Traoré, 2006). Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées
sur la peau en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol),
allergéne (huiles riches en cinnamaldéhyde (Smith et al., 2000) ou phototoxique (huiles de
citrus contenant des furocoumarines (Naganuma et al., 1985). D'autres huiles essentielles ont
un effet neurotoxique. Les cétones comme I'a-thujone sont particulierement toxiques pour les
tissus nerveux (Franchomme et al, 1990). Il existe aussi quelques huiles essentielles dont
certains composés sont capables d'induire la formation de cancers (Homburger et al., 1968).
C'est le cas par exemple de dérivés d'allylbenzenes ou de propénylbenzénes comme le safrole
(Sassafras), I'estragole (Artemisia dracunculus), la j3-asarone (Acorus calamus) et le méthyl-
eugénol. Des chercheurs ont mis en évidence l'activité hepatocarcinogenique de ces composés
chez les rongeurs (Wiseman et al., 1987). Le safrole et I'estragole, par exemple, sont
métabolisés par les microsomes au niveau du foie des rats et des souris en dérivés hydroxylés
puis en esters sulfuriques électrophiles qui eux sont capables d'interagir avec les acides
nucléiques et les protéines (Kim et al., 1999).

En regle géneérale, les huiles essentielles ont une toxicité aigué faible ou trés faible
par voie orale: une DLso comprise entre 2 et 5 g/kg pour la majorité des huiles couramment
utilisées (anis, eucalyptus, girofle.) ou le plus fréquemment supérieure a 5 g/kg (camomille,
citronnelle, lavande, marjolaine, vétiver.) d'autres ont une DLso inférieure a 1g/kg : I'huile

essentielle de boldo (0.13 g/kg), I'essence de moutarde (0.34 g/kg) , les essences d'origan et de
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la sarriette (1.37 g/kg), les huiles essentielles du basilic, de l'estragon et de I'hysope
(1,5 ml/kg). Tandis que la toxicité chronique est assez mal connue (Bruneton, 1999;

Benzeggouta, 2005).

1.8. Principaux domaines d’application des huiles essentielles

Les domaines d’application des huiles essentielles différent selon la plante dont elles
proviennent mais surtout de la partie du végétal dont elles sont extraites (la fleur, la feuille,
les racines et la graine). D'une maniere générale, les essences extraites des racines sont
reconnues pour leur action sur le systéeme nerveux, celles extraites des graines et des fleurs
pour leur impact sur lI'ensemble du systéme digestif et celles issues des feuilles pour leur
bienfait sur les systémes respiratoire et cardiaque.

A cet effet, les HE sont recommandées en usage antibiotique, antiviral, antiseptique,

fongicide, cicatrisant, digestif, anti-inflammatoire, sédatif, etc (Richard et Multon, 1992).

a. Industries agroalimentaires

Plusieurs segments alimentaires utilisent, a des degrés divers, les HE qui leur offrent
un formidable potentiel de leurs notes aromatiques dans un registre infiniment varié. On les
retrouve presque dans tous les secteurs alimentaires: boissons non alcoolisées, confiseries,
produits laitiers, soupes, sauces, produits de boulangerie, produits carnés ... etc. (Richard et
Multon, 1992). Cependant, c'est seulement récemment que beaucoup d'attention a éte donnée
a l'application potentielle d'HE comme conservateurs et ceci est di a la présence dans ces
dernieres de composes ayant des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes (Smith Palmer
et al., 1998).

b. Aromathérapie

Alors que les microbes developpent de plus en plus résistances aux structures
moléculaires de synthése des antibiotiques, ils se heurtent plus difficilement a 1’infinie
diversité et a la complexit¢ des HE (Richard et Multon, 1992). Elles apportent a
I’organisme, les concentrés de la nature les plus précieux pour rétablir ou conserver I'équilibre

indispensable a la santé.

c. Pharmacologie

De nombreuses HE se trouvent dans la formule d'un trés grand nombre de produits
pharmaceutiques: sirops, gouttes, gélules. Elles rentrent aussi dans la préparation d'infusions

telles que: la verveine, le thym, la menthe et autres.
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d. Cosmétologie et parfumerie

Les HE sont recherchées dans 1’industrie des parfums et des cosmétiques en raison de
leurs propriétés odoriférantes. L’industrie de la parfumerie consomme d’important tonnage
d’essence (60%) en particulier celles de rose, de jasmin, de violette, de verveine... etc. Les
HE sont consommées en cosmétologie pour parfumer les produits cosmétiques : les
dentifrices, les shampoings, les crémes solaires, les rouges a lévres, les savons... etc (Seu-

Saberno et Blakeway, 1984).

Les produits d’hygieénes, détergents et lessives par exemple consomment eux aussi

beaucoup d’HE pour masquer les odeurs (souvent peu agréables) des produits purs.
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2. Les composes phénoliques ou polyphénols

2.1. Généralités

Les polyphénols ou « composés phénoliques » prennent une importance croissante,
notamment a cause de leurs effets bénéfiques sur la santé. En effet, leur role d’antioxydants
naturels suscite de plus en plus d'intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des
maladies inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégénératives. Ils sont également utilisés

comme additifs pour I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique.

Les polyphénols constitue un des groupes le plus nombreux et largement distribué
des substances le royaume des végétaux, avec le plus de 8000 structures phénoliques connues.
Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux et présents dans
tous les organes de la plante. lls résultent biogénétiquement de deux voies synthétiques
principales : la shikimate et I’acétate (Lugasi et al., 2003).

Les composes phenoliques sont considérés comme substances phytochimiques avec
des effets prébiotiques, antioxydants, de chélation et anti inflammatoires. Leurs toxicité est
faible et donc, considérés non toxiques (Psotova et al., 2003)

2.2. Définition et classification des composés phénoliques

2.2.1. Définition

Les polyphénols, également dénommés composes phénoliques, sont des molécules
spécifiques du regne végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de
substances aux structures variées qu’il est difficile de définir simplement.

Les polyphénols possedent plusieurs groupements phénoliques, avec ou pas d’autres
fonctions (OH alcoolique, carboxyle). Dans cette catégorie, on trouve de nombreuses
substances simple en C6 - C1 et C6 - C3, les noyaux dérivant de I’extension du phényl
propane, en C6 — C3 — C6 (Dubois et al., 1977).

Les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides simples et
proanthocyanidins) forment le groupe des composes phytochimiques le plus important des
plantes (Beta et al., 2005).

2.2.2. Classification des composés phénoliques

Les polyphénols se répartissent selon leur caractéristique structurale dans différentes
familles : anthocyanes, coumarines, flavonoides, tanins, quinones, acides-phénols,
xanthones... Ces espéces sont des monomeres, des polymeres ou des complexes dont la
masse moléculaire peut atteindre 9000 Dalton (Harborne, 1993).
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D’aprés Anders (2002), Les polyphénols sont divisés en quatre classes majeures
selon leur structures chimiques en: Phénols, acides phénoliques, flavonoides,

anthocyanosides et tanins.

» Acides phénoliques et phénols

Les acides phénoliques sont contenus dans certaines plantes agricoles et médicinales
(Psotova et al.,, 2003). Comme exemple d’acides phénoliques on peut citer: I’acide
chlorogénique, I’acide caféique, I’acide protocatechique, 1’acide vanillique, 1’acide ferulique,

1’acide sinapique et I’acide gallique (Hale, 2003).

Les phénols simples sont rares dans la nature (catéchol, phloroglucinol) (Krief,
2003). Un acide-phénol (ou acide phénolique) est un composé organique possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique courante en phytochimie

consiste a réserver ce terme aux dérivés de I’acide benzoique et de 1’acide cinnamique.

» Acides phénoliques dérivés de I'acide benzoique: acides hydroxybenzoiques

L'acide benzoique, de formule chimique CeHsCOOH (ou C7HeO2) est un acide

carboxylique aromatique dérivé du benzene.

Ces dérivés sont obtenus par hydroxylation de 1’acide benzoique avec une structure
de base de type C6-C1. Ces hydroxyles phénoliques peuvent ensuite &tre méthylés.

Exemples :

+ Acide gallique, élément constitutif des tanins hydroxylables, prévient la formation du
cancer cesophagien chez les rats (Hale, 2003).
+ Acide vanillique dont I'aldéhyde, la vanilline, est bien connue comme I'arébme naturel

de vanille.

Le tableau 02 récapitule les différents dérivés de 1’acide benzoique.

Page 21



Partie 1 : Synthése Bibliographique Chapitre I: Substances actives

Tableau 02: Les dérivés de 1’acide benzoique : Acides hydroxybenzoiques

Acides hydroxybenzoiques
Ri | R Rs | R4 Formule Générale

parahydé)gft?enzo'rque H H OH H
acide protocatéchique | H OH | OH

acide vanillique H | OCHs | OH H R Ry

acide gallique H | OH |OH| OH R; Z°

acide syringique H | OCHs | OH | OCHs3 o OH

acide salicylique OH H H H !

acide gentisique OH H H OH

» Acides phénoliques dérivés de I'acide cinnamique : acides hydroxycinnamiques

L'acide cinnamique de formule CsHs—CH=CHCOOH est un acide organique qui se

présente sous la forme d'une poudre blanche inodore, avec une faible solubilité dans I'eau.

Il est obtenu & partir de I'extrait de la cannelle, a laquelle son ester éthylique donne
son odeur caractéristique, ou de certains arbustes balsamiques. La figure 05 montre la

structure plane de 1’acide cinnamique.

Figure 05 : Structure de 1’acide cinnamique.

Les dérivés de l'acide cinnamique ont une structure de base de type C6-C3. lls
appartiennent a la grande famille des phénylpropanoides. Les hydroxyles phénoliques OH de
ces derivés peuvent aussi étre méthylés (-O-CHy).

Exemples :

+ L’acide paracoumarique, dont les lactones, les coumarines, sont largement distribuées
dans tout le regne végétal.
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+ L’acide caféique, trés large représentation chez les végétaux, souvent sous forme de
I'acide chlorogénique, comme dans le grain de café, le romarin, la pomme ou sous forme
d'un ester dans l'artichaut et le thé de Java (orthosiphon).

+ L’acide férulique.

+ L’acide sinapique.

L’acide caféique et I’acide férulique préviennent la formation du cancer des poumons
chez les souris (Hale, 2003).

Tableau 03 : Les dérivés de I’acide cinnamique : Acides hydroxycinnamiques

Rl | R2 | R3 Formule générale
acide H OH H
paracoumarique OH
R — e
acide caféique OH | OH H 0
acide féruliqgue | OCHs | OH H R, I
3
acide sinapique | OCHs | OH | OCHs

» Biosynthése de I’acide cinnamique
L'acide cinnamique est biosynthétisé par une grande partie des végétaux. C'est un
des éléments de la voie des phénylpropanoides; il est produit par I'action de la phénylalanine
ammonia-lyase (PAL) sur la phénylalanine, il est ensuite transformé en acide paracoumarique

par l'action de la cinnamate 4-hydroxylase.
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Figure 06: Structure de quelques composeés phénoliques (Wang et Mazza, 2002).

a. Anthocyanosides

Les anthocyanosides ou pigments anthocyaniques sont des composés hydrosolubles,

de teint rouge, violet ou bleu, qui colorent les fleurs, les fruits et parfois les feuilles. Les

anthocyanes sont présents dans la nature uniquement sous forme d’hétérosides. Ces pigments

sont trés réepandus dans le regne végétal et proches des flavonoides sur le plan de I’origine, de

la structure et des propriétés pharmacologiques. Leur structure de base (Figure 07) est

caractérisée par un noyau « flavon » généralement glucolysé en position C3 (Ribereau-

Gayon, 1968).

R1
Y _OH
HO ~ O:_,.~H2
LA
= ..-/: OR
OH

R=H

R+ = Rz = H: Pélargonidine

R; = OH, Rz = H: Cyanidine

R: = OCHs;, Ry = H, Péonidine

R; = Rz = OH: Delphinidine

R; = OCHjs;, R, = OH: Pétunidine

R: = Rz = OCHj; : Malvidine

R = Glucose : Si la forme est monoglucoside

Figure 07 : Structures chimiques de quelques anthocyanidines (Collin et Crouzet,
2011).
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Les anthocyanosides, dont les couleurs vives attirent les insectes et les oiseaux,
jouent un réle majeur dans la pollinisation et la dispersion des graines. Un fort pouvoir
colorant et ’absence de toxicité font de ces hétérosides des colorants naturels susceptibles de
remplacer dans 1’industrie alimentaire, les colorants synthétiques. Leur innocuité et leur
acceptabilité par le consommateur compensent leur instabilité (PH, température, lumiere) et
leur codt de production parfois élevé (Bruneton, 2009).

b. Tanins

Les tanins sont des polyphénols polaires d'origine végeétale (Berthod et al., 1999).

On les trouve dans pratiquement toutes les parties des végétaux (écorces, racines,
feuilles, bois, fruits, etc.), leurs poids moléculaires s’étendent de 500 a 3000 (Cowan, 1999).
Il est difficile de les séparer dans un extrait végétal, parce que de nombreux isomeres avec une
base moléculaire trés semblable coexistent (Berthod et al., 1999)

Dans la plante, les tanins jouent le réle d'armes chimiques défensives contre certains
parasites. 1ls sont caractérisés par une sensation de desséchement en bouche. Par exemple, les
pépins de raisins sont tres chargés en tanins.

Les tanins ont des couleurs qui vont du blanc jaunatre au brun et foncent a la lumiére.
Ils possedent une légére odeur caractéristique, un golt amer et sont astringents. lls se
dissolvent dans I'eau, I'acétone et I'alcool, mais non dans le benzéne, I'éther ou le chloroforme.
Chauffés a 210 °C, ils se décomposent pour former notamment du pyrogallol et du dioxyde de
carbone.

Il existe deux catégories de tanins, hydrolysables et condensés, tous deux d'origines
biosynthétiques différentes, ils peuvent étre constitués par condensation des dérivés flavone
qui sont transportés aux tissus du bois des plantes. Alternativement, des tanins peuvent étre

constitués par polymérisation des unités de quinones (Cowan, 1999).

» Les tanins hydrolysables

Ils sont composés de sucre et d'acide-phénol, les tanins hydrolysables, dérivés de
I'acide gallique (lui-méme dérivé de 1’acide benzoique) et d'autres acides polyphénoliques, ne
sont pas exactement des acides, mais ils résultent de I'estérification, par ces acides, des
fonctions alcooliques du glucose. Leur structure chimique est treés variable, mais comporte
toujours une partie polyphénolique ; ces tanins hydrolysables donnent apres hydrolyse soit de
I'acide gallique soit de I'acide ellagique.

On divise les tanins hydrolysables en deux catégories : les monomeéres (1 glucose) et

les oligomeéres (x glucoses).
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+ Les tanins hydrolysables monomeres :

1. Le tanin gallique: acide gallique + 1 glucose. Le plus commun est le
pentagalloylglucose (5 acides galliques et un glucose) qu'on trouve dans les fagaceées,
ericacées, géraniacées, acéracées. L'acide tannique (ou gallotannique) C7eHs20u4s,
présent dans les glands, est utilisé pour la clarification du vin ou de la biére et la
dénaturation de I'alcool industriel.

2. Le tanin ellagique : HHDP (acide hexahydroxydiphénique) + 1 glucose. Exemple :
noix de galle du chéne.

3. Le tanin di-hydroellagique : issu de I'oxydation du tanin ellagique. Acide chébulagique
(mirobolan).

4. Les tanins complexes : camelliatanin, condensation d'un acide ellagique et d'un
flavonoide (2 acides ellagiques, 1 flavane-3-ol, 1 glucose).

5. Les tanins mixtes : acide ellagique + acide gallique, exemple : acide agrimonique

(aigremoine).

+ Les tanins hydrolysables oligomeéres:
Les tanins formés d'acide gallique, d'acide ellagique et plusieurs oses (2000 a 5000).

» Les tanins condensés
Aussi appelés tanins catéchiques ou proanthocyanidols. Structure : polymeéres de
flavanes-3-ol et anthocyanidols (flavonoides). Les tanins condensés sont a base de phénols,
d'autres sont des mélanges d'esters, de glucose ou d'autres sucres. Les meilleurs tanins sont
issus de la noix de galle du chéne et des feuilles du sumac. La macération dans I'eau, ou dans
I'alcool dilué, constitue la premiére étape de la préparation. La précipitation, suivie de

I'évaporation a basse température, donne alors le produit commercial.
c. Flavonoides

Les flavonoides représentent une tres large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasi universels des
végétaux, dont plusieurs sont responsables de couleur vive des fleurs, des fruits et des feuilles
(Pietta, 2000 ; Ghedira, 2005).

i. Structure et classification des flavonoides

De nos jours, plus de 8000 flavonoides ont été identifiés. Ils ont une origine

biosynthétiqgue commune et par conséquent, possedent tous un méme squelette de base a
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quinze atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques; deux cycles en C6 (A et B),
reliés par un hétérocycle en C3 (Figure 08) (Bruneton, 1999; Pietta, 2000).

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), 14
groupes différents ont été identifiés dont six groupes sont particulierement les plus répandus
et les mieux caractérisés ; flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols,
anthocyanidines (Heim et al., 2002 ; Hendrich., 2006) (Tableau 04).

Les composés de chaque classe se distinguent entre eux par le nombre, la position et
la nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres. . .) sur les deux
cycles aromatiques A et B (Heim et al., 2002). Dans les flavonoides au sens strict, le
deuxiéme cycle benzéne (B) se lie a I’hétérocycle (C) en position 2. Lorsque la liaison
s’effectue en position 3, les composés résultants sont appelés isoflavonoides. En plus,

I’hétérocycle (C) peut étre une pyrone (flavone) ou son dihydrodérivé (flavanone).

La fixation d’un groupement hydroxyle (OH) sur le carbone 3 dans les deux cas

précédents constitue respectivement les flavonols et les flavanonols (Birt et al., 2001).

A D’état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de glycosides. Une
ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylés. La partie du flavonoide autre
que le sucre est appelée aglycone ou génine, I’'unité glycosidique la plus commune est le
glucose mais parfois elle peut étre glucorhamnose, galactose, arabinose ou rhamnose (Heim
et al., 2002).

Figure 08 : Structure générale des flavonoides (Heim et al., 2002).
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Tableau 04: Structure chimique de certains flavonoides représentatifs de chaque classe
(D’aprés Heim et al., 2002).

Classe structure générale flavemoides tvpiques Substimants
Flavanol 2 o gl ¢ (+)-catechin 3,573 4-0H
@o (-}-epicatechin 3,573 4'-0H
oH Lpigallocatechin gallate 1.5,7.3" 4" 50, 3-gallate
Flavone chrysin 5,7-0H
apigenin 5,7.4-0H
rutin 57,3 4"-0H, 3-rutinose
luteolin 5,73 4-0H
luteolin glucosides 5,7,3-0OH, 4'-glucose
5,4"-0H, 4", 7-glucose
Flavonol kaempferal 3,5,74-0H
gquercetin 3.5,7.3 4-0H
OH
myricetin 3.5,7.3 4'.5-0H
tamarixetin 3.5,7.3-0H.4-OMe
Flavanone naringin 54O, T-rhamnoglucose
(dihydroflavon naringenin 5.7.4-0H
taxifolin 3,5,7.3.4-0H
eriodictyol 5,73 4-0H
hesperidin 3,3,3-0H.4"-0Me, 7-rutinose
Isoflavone genistin 5.4-0H, 7-glucose
genistein 5.74-0H
daidzin 4'-0H, T-glucose
daidzein 7.4-0OH
Anthocyanidin apigenidin 5,7.4-0H
: i B cyanidin 3,5,74-0H.3,5-OMe

ii. Localisation, distribution et biodisponibilité des flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes. Ces molécules ont été

identifiées dans presque toutes les parties de la plante : les feuilles, les racines, les tiges, les

fleurs, les graines et I’écorce (Lee et al., 1994). Les flavonoides se trouvent dans les fruits, les

légumes, les noix, les herbes, les épices, aussi bien que dans le thé et le vin rouge. Ils sont

consommés régulierement avec 1’alimentation humaine qui nous apporte environ 75 mg de

flavonoides par jour. En effet, le thé, les agrumes, les pommes, 1’huile d’olive, les oignons, le

cacao et plusieurs autres fruits et Iégumes sont trés riches en flavonoides, les flavanols et les

flavonols y seraient les plus abondants (Schewe et Sies, 2003).

La majorité des flavonoides apportés par I’alimentation sont sous forme glycosylée,

ils peuvent occasionnellement y étre présents sous forme aglycone (Ishii et al., 2003).
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La plupart des flavonoides aglycones sont hydrophobes et peuvent donc traverser

passivement les membranes biologiques.

Alors que la liaison d’un groupement glucidique a un composé phénolique diminue
son hydrophobicité et limite sévérement sa diffusion passive (Williamson et al., 2000), il
semblerait que 1’absorption des flavonoides glycosylés ne pouvait pas avoir lieu au niveau de
I’intestin gréle. Cependant, Hallman et al., (1995 et 1997) ont montré chez I’Homme que
I’absorption des formes glycosylées de la quercétine administrées oralement étaient plus
importantes (52%) que celle de la quercétine aglycone (24%). Ces auteurs ont alors suggéré
que la partie glucidique associée aux flavonoides facilite leur passage dans les entérocytes via

le systeme de transport des glucides (Hallman et al., 1997).
iii. Biosynthese des Flavonoides

La biosynthése des flavonoides se fait a partir d’un précurseur commun, la
4,2°, 4°,6’- tetrahydroxychalone (Figure 09), cette chalone métabolisée sous I’action
d’enzyme, la chalone isomérase, en naringénine (1). Sur cette derniére, agit la
flavonesynthétase pour donner 1’apigénine (2) ou le dihydroflavonol (3). Ce dihydroflavonol
en présence de la flavonolsynthétase se métabolise en kaempferol (4) ou en
leucoanthocyanidol. Ce dernier semble étre le précursseur des flavan-3,4-ols (6) et
I’anthocyanidol (7). Sous I’action de la 3-O- glycosyltransferase 1’anthocyanidol, se
transforme en anthocyanoside (8) (Marfak, 2003).
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Figure 09: Biosynthese des Flavonoides (Bruneton, 1999).

2.3. Intérét biologique des composés phénoliques

L’évaluation de [Dactivité antioxydante de la quercétine dans les fractions

lysosomales hépatiques des souris a ’aide du générateur radical hydrophile AAPH

(2,2’ azobis(2amidinopropane) dihydrochloride) et le générateur radical lipophile AMVN

(2,2° azobis(2,4 dimethylvaleronitrile), suggere que la quercétine pourrait avoir un pouvoir

antioxydant efficace entre la phase aqueuse et la phase lipidique dans les systemes

biologiques di a la localisation dans les membranes (Nakagawa et al., 2000).

La capacit¢ d’une espéce végétale a résister a Iattaque des insectes et

microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Rees et

Harborne, 1985). Les mécanismes d’action et I’interaction, et les produits chimiques qu’ils

contiennent demeurent dans la plupart indéterminés. Plusieurs chercheurs sont intéresses par

I’identification des principes actifs dans les extraits avec I’étude complémentaire intensive de

leurs mécanismes d’action (Sun et al., 2002).
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Les composés phénoliques présentent une activité antimicrobienne a travers un
flavonoide glycoside « prunine 6-O-P- coumarate » contre deux souches bactériennes gram +
(Bacillus subtilis et Staphylococcus albus) et deux souche gram — (Escherichia coli et Proteus
vulgaris) (Harikrishna et al., 2004).

Plusieurs flavonoides montrent de nombreux effets biologiques tels que des activités
anti inflammatoires, anti ulcéreuses, anti hépatotoxiques et ont des effets inhibiteurs
d’enzymes et de prévention des maladies cardiovasculaires, en plus de leurs actions
antiallergiques et anti virales (Narayana et al., 2001).

Le tableau 05 regroupe les différentes activités biologiques des composés
phénoliques

Tableau 05: Activités biologiques des composés phénoliques

Composés phénolique Activité Référence de I’étude
Acide phénol Didry et al., 1982
(cinnamique et benzoique) Antimicrobienne Ravn et al., 1984
Antioxydante Hayase et Kato, 1984
Flavonoides Anti tumorales Stavric et Matula, 1992
Anti cancérigéne Das et al., 1994
Anti-inflammatoire Bidet et al., 1987
Hypotenseur et diurétique Bruneton, 1993
Antioxydante
Anthocyanes Protection des veines et Bruneton, 1993
capillaire
Tanins Antioxydante Okuda et al., 1983

Okamura et al., 1993
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2.4. Les composés phénoliques et 1a santé de ’homme

Des recherches importantes sur les métabolites secondaires sont en cours, compte
tenu des bénéfices considérables escomptés, mais aussi des dangers que ces substances
comportent pour la santé humaine. Les nombreuses variations chimiques simples
(hydroxylations, méthylations, glycosylations, acétylations, etc ...) autour des structures de
base (exemple de 1’acide caféique, du kaempférol ou de la quercétine) conduisent a une

énorme diversité des composés phénoliques et en particulier des flavonoides.

L’activité biologique de ces molécules et plantes médicinales qui les accumulent peut
varier fortement avec des petits changements structuraux qui entrainent souvent des
modifications, des interactions avec 1’eau, les protéines ou les lipides. Dans la plupart des cas,
qu’il s’agisse de préparations brutes ou de fractions purifiées, 1’action pharmacologique des
composés phénoligques est associée a deux propriétés : d’une part, leur capacité a se lier aux
protéines (propriété particulierement marquée pour le groupe des tanins), ce qui peut conduire
a Dinhibition d’activité enzymatiques (lipoxygénase, peroxydase, xanthine oxydase,
glucosidase, ...) et d’autre part, leur caractére antioxydant qui permet de neutraliser les
formes activées de I’oxygéne ou les radicaux libres & caractére toxique issus de la
peroxydation lipidique (Macheix et al., 2005). Les formes activées de I’oxygeéne sont pour la
plupart des radicaux chimiques dérivés de 1’oxygéne, capables d’attaquer I’ADN, les
enzymes, les protéines, les membranes cellulaires. Ces attaques peuvent étre responsables de
problémes lors de la réplication de I’ADN entrainant mutations et cancers, des perturbations
au sein des cellules qui peuvent conduire a leur mort ou a la destruction des membranes
cellulaires, ceci peut mener au durcissement et a 1’épaississement des arteres mais aussi a des

crises cardiaques, a la détérioration du collagéne et donc la rigidité des tissus (Leitao, 2011).
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Chapitre Il : Monographie des espéces étudiées

1. Le Fenouil marin ou la Criste marine « Crithmum maritimum L.»
1.1.  Généralités

La criste marine fréquente les cotes rocheuses de 1’Atlantique et de la Méditerranée
ou ses touffes de feuilles charnues se repérent de loin. Elle se comporte comme une plante

halophyte, c’est a dire qu’elle tolére (plus ou moins) la présence du sel.

Cette plante a une trés vieille histoire tant comme médicinale aux nombreuses

propriétés avérées que comme alimentaire ou condimentaire.

1.2.  Historique

Comme la criste marine peuple tout le bassin méditerranéen, elle était connue des
grands auteurs de 1’ Antiquité qui la citent surtout pour ses propriétés médicinales (Dioscoride,
Pline I’ancien, ...). Son usage alimentaire apparait des cette époque : conservée dans de la
saumure, mangée crue ou cuite avec du chou, consommée en salade. Callimaque, poéte
¢légiaque alexandrin, parle dans une de ses ceuvres d’Hécate (assimilée a Artémis) qui offre

cette plante a Thésée.

L’étrange nom de criste dérive d’ailleurs de son appellation antique de crithmé ou
crithmon (qui a donné le nom latin du genre Crithmum). Selon les auteurs, on affirme que ce
nom deérive de krithi qui désigne un grain d’orge a cause de la ressemblance des graines avec
celles-ci ou bien qu’il signifie endroit escarpé, allusion a son milieu de vie préfére, les falaises
rocheuses. Ce nom surtout utilisé par les botanistes a parfois été orthographié christe, ce qui
indique peut étre un glissement de sens tres fréquent dans les noms populaires vers une

connotation religieuse.

Bernard de Palissy rapporte qu’elle est récoltée sur les « roches de Xaintonge » ou on
la consomme comme condiment, pratique qui s’est perpétuée jusqu’a nos jours, méme si elle

est bien moins connue que la salicorne, autre halophyte comestible.

Mais c’est surtout en Grande-Bretagne que la criste a connu ses heures de gloire.
Déja, vers 1603-1606, dans la piece le Roi Lear, W. Shakespeare mentionne la vie dangereuse
des cueilleurs de criste qui n’hésitent pas a escalader les falaises, preuve de I’attrait de cette

plante trés recherchee.
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Effectivement, du 16°™ au 19°™, sur 1’ile de Man ou sur la cote crayeuse du Kent, de
Douvres a I’lle de Wight, la criste était abondamment récoltée en mai, avant la floraison, et
expédiée ensuite vers le marché de Covent Garden a Londres, stockée dans des tonneaux de
saumure. Au 19°™, des grossistes pouvaient 1’acheter quatre shillings le boisseau. Selon les
comtés, elle est consommée sous différentes formes, cuite ou froide avec du pain ou bien
ébouillantée puis servie avec du citron et du beurre. La méthode la plus répandue était celle
des pickles confits dans du vinaigre. On la cultivait aussi dans les jardins jusque dans Londres
sous le nom de «Crest Marine », déformation du nom criste. Cet usage s’est prolongé

jusqu’au XXeéme siécle dans I’Est du pays et connait depuis peu un renouveau (Anonyme 1).

1.3. Caractéristiques botaniques

1.3.1. Description de la plante

La Crithme marine est une plante de 20 a 50 cm de haut qui pousse sur les rochers et
falaises de bord de mer. Elle a un port buissonnant et des feuilles charnues découpées en
lanieres. Ses fleurs vert-jaunatre se présentent en ombelles d'ombellules. Ses fruits sont des
diakenes spongieux, a cotes saillantes, ayant la propriété de flotter sur I'eau. C'est une plante
halophile, c'est-a-dire qu'elle est adaptée au milieu salé, ce qui est rare. Elle est aussi tres
résistante a la sécheresse. L'eau qu'elle puise en profondeur est stockée dans ses feuilles
charnues. Sa floraison a lieu entre juillet et octobre. C'est I'une des rares plantes

méditerranéennes a fleurir au coeur de 1'été.

1.3.2. Classification botanique
» Nom scientifique : Crithmum maritimum L.
» Nom commun : Crithme marine, Criste (ou Christe) marine, Fenouil marin, Perce-

pierre, Saxifrage marin.

Figure 10 : Crithmum maritimum L.
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Systématique

1.3.3.

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnolopsida
Ordre : Apiales

Famille : Apiacees
Genre : Crithmum

Espece : Crithmum maritimum L.

Habitats et culture

La Criste marine est présente sur les cOtes de l'océan Atlantique, de la mer

Méditerranée et de la mer Noire. Elle pousse sur les falaises et les rochers du bord de mer.

C'est I'une des rares plantes capables de survivre sur des rochers régulierement atteints par les

vagues. Plante halophile, sa présence marque la zone dans laquelle les embruns sont mortels

pour les plantes continentales. Outre sa résistance au sel, la Criste de mer est également tres

résistante a la sécheresse. Elle puise I'eau en profondeur pour ensuite la stocker dans ses

feuilles charnues. C'est I'une des rares plantes méditerranéennes a pouvoir fleurir au cceur de

I'été. (Larousse des plantes médicinales, 2001).

1.4.

1.5.

Principaux constituants du fenouil marin

Monoterpénes : B-phellandréene (15-20%), Y-terpinéne (25-50%), p-cymene (5-6%),
sabinéne (3-4%).

Phénols méthyl-éthers : thymol méthyl-éther (5-6%).

Ether-oxydes : apiole (5-6%).

Effets et usages médicinaux

Généralement délaissée en phytothérapie, la criste-marine est pourtant un bon

diurétique. Riche en vitamine C et en minéraux, la criste-marine réduit les flatulences et

facilite la digestion. Ces caractéristiques la rapprochent de son équivalent terrestre le fenouil.

(Larousse des plantes médicinales, 2001).
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2. La Mélisse « Melissa officinalis L.»

2.1. Généralités

La mélisse (Melissa ofjicinalis L.), appelée aussi citronnelle, est une plante
appartenant a la famille des Lamiacées. Le nectar de ses fleurs est tres apprécié des abeilles et
le nom méme de la plante dérive du grec « melissa » qui signifie abeille ou de « meli » qui
veut dire miel (Ronat N., 2001).

Réputée depuis longtemps pour ses propriétés sédatives et antispasmodiques, la
mélisse est aussi utilisée en cuisine comme herbe aromatique, mais c¢’est surtout la célébre
Eau de Mélisse des Carmes de Boyer®, créée en 1611, qui a fait connaitre la plante. La recette
a traversé les siccles et reste encore aujourd’hui couramment utilisée (Thoby C., 2009). Ce
remede, désormais élaboré par un laboratoire pharmaceutique, selon la recette originale, est
préconisé en cas de troubles nerveux. Aujourd'hui, cette plante parfumée et calmante peut se

révéler efficace dans le traitement de I'herpés (Larousse des plantes médicinales, 2001).

2.2.  Histoire et tradition

Originaire d’Asie mineure, la mélisse a été introduite dans la partie occidentale du

bassin méditerranéen au moyen age (Rombi M., 1991).

La mélisse, plante mellifére, condimentaire et médicinale, est connue depuis la haute
Antiquité. Les Grecs l'utilisaient déja au 1\Ve™ siécle avant Jésus-Christ, pour ses propriétés
sédatives et comme condiments. Fort prisée dans la médecine arabe, la mélisse jouissait déja

d'une certaine réputation comme stimulant et antispasmodique.

Historiqguement la mélisse a été utilisée dans toutes sortes de troubles et de maladies.
Les feuilles, macérées dans le vin ou appliquées en cataplasme, étaient censées servir contre
les piqlires de scorpions, d’araignées et les morsures de chiens. Elles étaient aussi utilisées
pour la préparation d’eaux dentifrices pour les maux de dents et de lavements contre la
dysenterie. On 1’a également employée pour soigner les adénopathies, les douleurs articulaires

et les ulcéres (Mc Vicar J., 2006 ; Schaffner W., 1993).

Hippocrate (460-377 avant Jésus-Christ), prétre médecin grec, la recommandait pour
ses bienfaits digestifs, carminatifs et curatifs vis-a-vis des troubles intestinaux (Hayons J.C.,
2007).
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Ce sont les médecins arabes qui ont découvert les vertus médicinales de la mélisse
vers le X®™ siécle. lls vantaient son pouvoir cordial (« qui réjouit le ceeur ») ainsi que son

remede contre la mélancolie (Delaveau et al., 1977).

Avicenne (980- 1037), grand médecin persan, I’employait notamment pour ses vertus
stimulantes et digestives. Il déclarait alors que « la mélisse est propre a relever les forces,
ranimer le courage, faire connaitre la gaité, chasser les soucis, dissiper ’anxiété » (Teuscher

et al, 2005).

La plante a été importée en Espagne au XM siécle grace aux arabes et plus tard en
Europe Centrale par I’intermédiaire des moines bénédictins. Ses usages sont décrits dans
I’ouvrage « physica » rédigé par Sainte Hidelgarde de Bingen (1098- 1179). Pour elle, « I’on
est enclin a rire lorsqu’on mange de la mélisse car elle réjouit le ceeur, elle mérite donc le nom

de consolatrice du cceur » (Teuscher et al., 2005).

Paracelse (1493- 1541), médecin suisse, lui attribue la faculté de revitaliser le corps
de ceux qui sont malades, fatigués ou agés.

Aux XV M sigcle, elle était déja cultivée dans quelques pays Européens (Teuscher
et al., 2005).

2.3.  Caractéristiques botaniques

2.3.1. Description de la plante

La mélisse est une plante vivace herbacée de 30 a 80 cm de hauteur, a port de
menthe, a feuilles vert vif d'odeur citronnée. La partie souterraine est constituée de tiges
souterraines, rameuses, portant des racines et produisant des bourgeons adventifs qui
permettent a la plante de se perpétuer et de se multiplier, La tige est dressée, quadrangulaire,
caractére typique des Lamiaceae, plus ou moins velue, peu ramifiée a la base, elle le devient
fortement dans les parties hautes a la floraison. Les rameaux de la partie supérieure portent
des fleurs et sont bien développés, tandis qu'ils sont courts et non fleuris dans la partie

inférieure.

Les feuilles de la mélisse sont simples, opposées, ovales, quelquefois Iégerement
cordiformes, pétiolées, largement dentées en scie, a nervation réticulée, mesurant de 5 a 8 cm
sur 4 a 5 cm. La face supérieure, de couleur vert vif foncé, est rugueuse au toucher car

couverte de poils tecteurs fins et courts de couleur blanche.
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Les nervures, saillantes sur la face inférieure beaucoup plus pale et glabre, forment
un réseau entre les branches duquel le limbe est soulevé ce qui donne a la face inférieure un

aspect gaufré caractéristique. Les feuilles des rameaux axillaires sont plus petites.

Les fleurs sont groupées par trois ou six en verticilles axillaires unilatéraux, espacés

le long de la tige et insérés a l'aisselle des feuilles supérieures et centrales.

Figure 11: Melissa officinalis L.

2.3.2. Classification botanique
» Nom scientifique : Melissa officinalis L.
» Nom commun : Mélisse officinale, Mélisse Citronnelle ou simplement Citronnelle,

Ifer tzizwa (Bérbere - Kabyle), Trandjane (Arabe).

Systématique
- Regne : Plantae
- Sous-regne : Trachéobionta
- Division : Magnoliophyta
- Classe : Magnoliopsida
- Sous-classe : Asteridae
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- Ordre : Lamiales
- Famille : Lamiaceae
- Genre : Melissa

- Espeéce : Melissa officinalis L.

2.3.3. Habitat et culture

Originaire d'Europe méridionale, d'Asie occidentale et d'Afrique du Nord, la mélisse
pousse a présent dans le monde entier. On I’a retrouve a I’état spontané, en touffes dans les
terrains vagues, aux abords des habitations, dans les haies, aux pieds des murs et bords des
chemins jusqu’a 1000 m d’altitude (Hayons J.C., 2007 ; Boullard B., 2001).

La mélisse pousse sur tous types de sols sauf les plus humides. En sols léger et
fertiles elle peut méme é&tre envahissante. L’idéale pour cette plante est un sol drainé, chaud
mais pas trop sec, sablonneux ou argileux, riche en humus et un emplacement ensoleillé. Elle
peut pousser dans des endroits ombragés mais sa teneur en huile essentielle sera amoindrie
(Teuscher et al., 2005).

On la cultive par semis ou par boutures au printemps. On cueille les parties
aériennes des le début de I'été et juste avant que les fleurs éclosent (Larousse des plantes
médicinales, 2001).

2.4.  Les principaux constituants de la Mélisse
La plante de mélisse fraiche est composée de 0,2% d’huile essentielle au maximum
(Larousse des plantes médicinales, 2001). L’Huile essentielle de mélisse est constituée de :
- Aldéhydes terpéniques (citronellal et citral, un mélange de néral et de géranial) ;
- Alcools terpéniques (eugénol, géraniol, citronellol, linalol) ;
- Sesquiterpénes (caryophyléne) ;
Les autres composants de la mélisse sont :
- Acides phénols (acide rosmarinique, acide chlorogénique, acide caféique) ;
- Tri-terpénes (acide ursolique et oléanique, acide hydroxyoléanolique) ;
- Flavonoides (dérivés de la lutéoline et du quercétol) ;
- Coumarines ;
- Tanins (les dérivés hydroxycinnamique) ;

- Mucilages uroniques (Anonyme 2).
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24.1.

Les principaux effets de la Mélisse
Relaxant

Antispasmodique

Stimule la transpiration

Favorise I'évacuation des gaz
Antiviral

Tonique nerveux (Larousse des plantes médicinales, 2001).

Usages traditionnels et courants de la Mélisse

Cette plante a un effet bénéfique sur le moral Pour les uns, son utilisation accroit la
longévité; elle guérit les blessures, apaise les palpitations et les rages de dents ;

La mélisse est une relaxante efficace en cas d'anxiété, de dépression légere, de
nervosité et d'irritabilité ;

Elle diminue I'émotivité et apaise les palpitations cardiaques d'origine nerveuse La
mélisse est également indiquée lorsque l'anxiété provoque des troubles digestifs tels
gu'indigestions, acidité, nausees, ballonnements et coliques ;

La mélisse élimine les éruptions dues au virus de 1I’herpes et en réduit la fréquence.

La mélisse serait efficace en cas d'hyperexcitabilit¢ due a un déréglement de la

thyroide (Larousse des plantes médicinales, 2001).
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3. Le Thym « Thymus pallesecns de Noé »
3.1. Généralités

Le thym est la célébre farigoule des garrigues provencales. Connu surtout pour ses
qualités aromatiques, il a aussi de tres nombreuses propriétés médicinales. Fortifiant et
antiseptique, le thym soulage aujourd'hui encore de multiples troubles plus particulierement
les troubles respiratoires.

Thymus est un genre de plantes (couramment appelées thym ou serpolet) de la
famille des Lamiacées. Ce genre comporte plus de 300 espéces. Ce sont des plantes rampantes
ou en coussinet portant de petites fleurs rose pale ou blanches. Ces plantes sont riches en
huiles essentielles et a ce titre font partie des plantes aromatiques. La principale huile
essentielle du thym commun (Thymus vulgaris) est un terpénoide qui lui doit son nom, le

thymol, une substance bactéricide.
3.2.  Etymologie

Le nom de « Thym » est la francisation de Thymus qui désignait en latin plusieurs
Lamiacées aromatiques de petite taille, lui-méme issu du grec thumon qui signifie « offrande
(que l'on brdle) » et «parfum», a cause de l'odeur agréable que la plante dégage
naturellement ou lorsqu'on la fait briler. Le nom provient de I'égyptien tham, nom d'une
plante servant a embaumer les corps ou de la racine grecque thy, signifiant « exhaler une

odeur »

3.3.  Histoire

Les Egyptiens et les Etrusques utilisaient le thym mélangé aux onguents pour
embaumer leurs morts. Les Grecs en brilaient devant l'autel de leurs dieux, sur les places
publiques et dans les riches demeures, pensant que cette plante était source de courage ; ils en
mettaient aussi dans leurs plats. Le thym était aussi utilisé a profusion comme parfum
stimulant qu'ils versaient dans leur bain ou dont ils oignaient le corps. La légende veut que
Paris enleva Hélene et que la princesse était fort triste : a chaque larme qui tombait de ses
yeux sur le sol, naissait une touffe de thym. Théophraste connaissait deux especes de thym,
I’un blanc, médicinal et trés mellifére, 1’autre noir, « qui corrompt 1’organisme et suscite la

bile ».
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Les Romains, la diffusant en Europe, en faisaient de nombreuses sortes de
cosmeétiques (eau de toilette parfumant méme leurs couches, baume censé retarder le
vieillissement) et s'en servaient pour purifier leurs pieces d'habitation et pour « donner du

parfum aux fromages et liqueurs. » (Grieve M., 1931).

3.4.  Caractéristiques botaniques

3.4.1. Description de la plante

Le thym est une plante sous-ligneuse érigée ou prostrée, odorante, formant des
touffes compactes trés ramifiées qui s’¢lévent a 20 cm au-dessus du sol. Il pousse de facon

spontanée sur les coteaux secs et rocailleux et dans les garrigues.

Ses tiges sont ramifiées tortueuses et ligneuse peu touffues et d’ou les rameaux

dressés sont grisatres et compactes

Les feuilles de thym sont plus au moins contractées et les inflorescences sont en faux
verticilles. Le calice quant a lui, est tubuleux & deux lévres et la corolle est plus au moins

exserte a deux lévres aussi (Quezel & Santa, 1963).

3.4.2. Classification botanique
» Nom scientifique : Thymus pallescens de Noe.

» Nom commun : Thym, serpolet, si«; (en arabe)

Systématique

Selon Engler (1829- 1926), la classification de Thymus pallescens de Noé est la suivante

- Reégne : Plantae

- Embranchement : Spermaphyte

- Sous- embranchement : Angiosperme
- Classe : Magnolopsida

- Sous- classe : Métaclamydées

- Ordre : Tubiflorale

- Famille : Lamiaceae

- Genre : Thymus

- Espéce : Thymus pallescens de Noé.
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3.4.3. Habitat et culture

Ce thym est trés résistant, il a besoin de soleil et pousse a 1’état sauvage sur les
collines arides et rocailleuses des régions méditerranéennes. La germination prend deux ans, il
est préferable de reproduire la plante par division de racines, par marcottage ou par bouturage
au printemps. On cueillie les parties aériennes a la fin de 1’été. (Larousse des plantes
médicinales, 2001).

3.5.  Les principaux constituants du Thym
La tige de thym contient en plus de I’huile essentielle des flavonoides (thymonine,
cirsilineol et 8-methoxy-cirsilineol), des acides phénols (notamment caféique et

rosmarinique), des tanins et une résine (Haraguchi et al., 1996).

En pharmacie le thymol et carvacrol sont employés en collutoires, dans les
dentifrices, les savons, les onguents, les lotions, les pastilles pour la gorge et les remedes

antigrippes.

La composition chimique de I’HE de thym est variable, elle dépend d’un nombre de
facteurs principalement d’origine génétique et édaphoclimatique, elle dépend aussi de la

saison de cueillette (stade végétatif) (Hazzit et al., 2009).

Selon la littérature, environ 84 huiles essentielles du thymus ont été analysées de
1960 a 1989 (Stahl-Biskup, 1991).

3.5.1. Les principaux effets du Thym
a) Usage interne
- Stimulant général, physique et psychique de la circulation capillaire
- Tonique nervin
- Apéritif
- Hyper tenseur
- Antispasmodique, stomachique
- Balsamique, expectorant (modificateur des secrétions)
- Antiseptique intestinal, pulmonaire, génito-urinaire
- Stimulant de la leucocytose dans les maladies infectieuses, diurétique, sudorifique,
emménagogue, carminatif, vermifuge et hypnotique léger (Valnet, 1979).
b) Usage externe
- Antiseptique et bactéricide (surtout essence peroxydée)
- Antivenimeux, antiputride, cicatrisant, révulsif, antirhumatismal et parasiticide
(Valnet, 1979).
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3.6.

Usages traditionnel et courant du Thym

Contre les infections : le thym est excellent contre la bronchite, la coqueluche, la
pleurésie .L'infusion soigne les infections bénignes de la gorge et des bronches.

Le thym est prescrit aux enfants asthmatiques. Il est efficace en cas de rhume des
foins.

Le thym est prescrit aux enfants comme vermifuge.

Le thym soulage les piqiires d’insecte a appliquer sur la peau en usages externes.

On l'utilise en cas de douleurs sciatique ou rhumatismales.

Il soigne aussi I'herpes, le pied d'athlete, les aphtes, les mycoses, la gale et les poux.
(Larousse des plantes médicinales, 2001).
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Chapitre 111 : Procédé d’irradiation

Introduction sur I’ionisation des denrées alimentaires

La conservation des aliments, pratiquée depuis la préhistoire, notamment par 1’usage
du sel, consiste a traiter la nourriture de sorte que soit arrétée ou fortement ralentie sa
détérioration, afin de réduire au minimum les risques d'intoxication alimentaire, tout en
maintenant la valeur nutritionnelle et le godt de l'aliment. L'innocuité des aliments a de tout
temps été une préoccupation importante et figure toujours parmi les priorités de nombreux
pays. Les exigences des consommateurs en regard de la qualité et de la sécurité sanitaire des
aliments sont, en fait, de plus en plus élevées. De nouveaux risques sanitaires, liés notamment
a la contamination des aliments par des microorganismes pathogenes, peuvent apparaitre du
fait des changements dans les méthodes de production et de transformation des aliments. Les
techniques de traitement des aliments, parmi lesquelles on retrouve I’irradiation, peuvent
jouer un role important dans I'amélioration de la sécurité alimentaire et de I'nygiéne des
aliments, officiellement appelée « ionisation » (moins péjoratif), I’irradiation des aliments est
I’une des trouvailles de I’industrie nucléaire pour les applications civiles de I’atome. Cette
technique utilisée par I’industrie agroalimentaire depuis une cinquantaine d’années a pour
objectif d’augmenter la durée de conservation des aliments en leur infligeant une dose
radioactive « légére ». Cette dose ne produit pas d’aliments « contaminés », c’est-a-dire
radioactifs.

En Europe, I’irradiation est autorisée, en principe, pour un nombre limité de denrées :

les herbes aromatiques sechées, les condiments et les épices.

1. Définition de I’irradiation des aliments

L’ionisation consiste en un traitement physique sur les aliments et leur emballages en
vue d’assainir et d’allonger la conservation de I’aliment. Cette technique consiste a soumettre
une denrée alimentaire (dans son emballage final) a I’action des rayonnements ionisants.

L’irradiation des aliments permet théoriquement d’améliorer la salubrité des aliments
en réduisant le nombre de microorganismes responsables des toxi-infections et de prolonger la
durée de conservation des aliments périssables en empéchant la germination des plantes
racines. Les autorités chargées de veiller a la santé et a la sécurité, dans plus d'une
cinguantaine de pays, ont a ce jour approuvé cette technologie pour assurer une meilleure
conservation de plus de soixante aliments différents, allant des épices aux grains, en passant

par le poulet désossé, le beeuf, les fruits et les 1égumes.
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2. Historique

Le traitement ionisant des aliments n’est pas un procédé nouveau: en 1898,
I’ Allemand Reider démontre 1’action 1étale des rayons X. En 1904, I’ Américain Green précise
les propriétés stérilisantes du radium. En 1930, le Frangais Wurtz dépose un brevet sur la
stérilisation des aliments par rayons durs pénétrants.

Il faudra attendre les années 1970 pour voir apparaitre un intérét conséquent porté a
ce procédé, ce qui a permis de lancer des études plus approfondies sur les effets, sur les
principes nutritifs et le potentiel cancérigene et mutagéne du traitement des aliments par
ionisation. Cet intérét est également marqué par la mise en place des 1972 d'un vaste
programme international en matiere d'ionisation et financé par 24 pays.

De trés nombreuses études ont depuis établi I’innocuité des aliments ionisés, dans un

premier temps jusqu'a 10 KGy, puis sans limitation de dose commerciale (OMS, 1997).

3. Types de rayonnement

L'irradiation des aliments fait appel a une forme particuliere d'énergie
électromagnétique, I'énergie des rayonnements ionisants. Le terme « rayonnements ionisants »
est utilisé pour décrire les différents types de rayons alpha, béta et gamma car ils déterminent
a l'intérieur de tout matériau qu'ils viennent bombarder, la production de particules chargées

d'électricité qui sont appelés ions.

Les éléments radioactifs émettent donc des rayonnements. La particularité de ces
rayonnements est de posséder une énergie suffisante pour modifier la structure atomique de la
matiere qu’ils traversent. Nous pouvons aussi dire que plus un rayonnement aura une petite
longueur d’onde, plus il sera apte a traverser la matiere : ¢’est le phénomeéne d’ionisation. Les
rayonnements sont habituellement classés selon leur pouvoir de pénétration dans la matiere.

Le tableau 06 fait la description des rayonnements et de leur pouvoir de pénétration.
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Tableau 06 : Force des rayonnements

Nom Composition du rayonnement Pouvoir de pénétration

Alpha o Flux de noyaux d’hélium (He) Bloqué par une feuille de papier
Béta Flux d’électrons Arrété par une feuille d’aluminium
Gamma y Flux d’ondes électromagnétiques de méme | Arrété par de grandes épaisseurs de
ot nature que les ondes radio et ultraviolets mais | plomb ou de béton

rayons X beaucoup plus énergétiques

A Dorigine de | Flux de neutrons Susceptibles de rendre la matiére
I’énergie instable et de la fissionner (diviser le
nucléaire noyau en deux ou plusieurs nucléides)
Electrons | Flux d’électrons accélérés Pénétration treés faible
accélérés

Dans la section suivante, nous verrons plus en détail les types de rayonnement qui

sont utiles pour I’irradiation des aliments.

- Flux d’électrons accélérés
On produit ces électrons accélérés dans des accélérateurs de particules. La
pénétration dans les aliments (ou autres matiere) est tres faible. Elle est limitée aux
traitements de surface ou pour des matiéres de faible épaisseur et de faible densité.
Contrairement aux rayons gamma, on peut cesser leur production a volonté, comme pour les

rayons X.

- Flux de neutrons
Le flux de neutrons est utilisé dans le domaine de 1’industrie nucléaire. En fait, on se
sert des neutrons pour bombarder des atomes d’uranium afin de rendre leur noyau encore plus
instable et ainsi provoquer une fission (phénomeéne ou le noyau se sépare pour former deux
atomes plus stables). Pour I’irradiation des aliments, ce type de rayonnement n’est pas
tellement utile en raison des dangers qui y sont associés et en raison du cott d’utilisation qui
est beaucoup trop élevé.
- Rayons alpha a
Ce rayonnement est possible pour les atomes portant un noyau lourd instable. La
particule alpha est en fait un atome d’hélium constitué¢ de deux protons et de deux neutrons.
Une fois la particule alpha expulsée, I’atome se retrouve dans un état excité et pourra émettre
un rayonnement gamma par la suite. Ce sont donc les rayons les plus faibles qui sont émis

lors de cette désintégration d’¢léments radioactifs.
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- Rayons béta p
Ce rayonnement touche les atomes qui ont un surplus de neutrons. Ce sont aussi des
¢lectrons émis lors de la désintégration. Ils sont plus forts que les rayons a et sont donc plus
pénétrants. L.’atome excité pourra, lui aussi, émettre un rayonnement gamma pour retourner a

son état stable.

Rayons X

Les rayons X ont été découverts par Wilhelm Roentgen, en 1895, a Wirzburg en
Allemagne. Ce sont des rayons électromagnétiques. Les rayons X proviennent d’atomes
excités par des électrons accélérés. lls sont utilisés en imagerie médicale, pour I’inspection

des bagages, pour la cristallographie, etc.

- Rayons gamma y
Ce type de rayonnement électronégatif est beaucoup plus fort que les rayons a et f.
Les particules émises sont des atomes d’hélium qui ont perdu leurs électrons. Ils pénétrent
tres fortement la matiére vivante et non vivante. 1l faut plusieurs couches de béton ou de

plomb pour les arréter. Ils sont analogues aux rayons X, mais sont encore plus énergétiques.
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Bley . ‘ s 1 nm
h ', {
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Figure 12: Spectre électromagnétique
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4. Le processus d'irradiation des aliments

L’irradiation alimentaire est une méthode physique de traitement des aliments
comparable a la pasteurisation thermique, la mise en conserve et la congélation. Il s’agit
d’exposer des aliments préemballés ou en vrac & une des trois sortes d’énergie ionisante :
rayons gamma, électrons produits par un appareil ou rayons X. Ce procédé est effectué dans
des chambres de traitement spécial pour une période de temps précise. Le cobalt 60 représente
la source de rayons gamma la plus couramment utilisée pour le traitement des aliments. Le
traitement d’aliments aux rayons gamma provenant d’une source de cobalt 60 se fait dans une
installation connue sous le nom d’irradiateur.

En général, la dose de radiation utilisée dans le traitement alimentaire est comprise
entre 50 Gy et 10 kGy et dépend de la nature des aliments traités et de I'effet souhaite.

L’énergie gamma est constituée de radiations électromagnétiques a courte longueur
d’ondes semblables aux rayons ultra-violets, visibles et infrarouges, aux micro-ondes et aux
ondes radioélectriques utilisées pour la communication. Ces formes d’énergie possedent tout
un éventail d’applications, par exemple la cuisson des aliments dans un four a micro-ondes.

On utilise une forme spéciale d’énergie électromagnétique pour ’irradiation des
aliments qui stimule la production des particules a charge électrique nommeées «ions » par tout
matériel qui entre en contact avec ces rayons, d’ou le nom « radiation ionisante ».

Dans certaines situations, les rayons ionisants représentent une méthode de
traitement des aliments treés utile et efficace. L’énergie gamma produite par le cobalt 60
pénétre les aliments et comme la cuisson, la mise en conserve et la congélation, produit des
modifications bénignes sur le plan moléculaire. En fait, 1’énergie traverse tout simplement
I’aliment traité. Mais, contrairement aux traitements chimiques, elle ne laisse aucun résidu.
On dit que l’irradiation est un procédé « a froid » puisqu’elle ne produit aucune hausse
importante de la température des aliments traités. On peut expédier, entreposer ou consommer
les aliments irradiés immédiatement apres le traitement.

L’irradiation déregle I’évolution des procédés organiques qui causent la pourriture
des aliments. Les molécules qui composent les aliments, par exemple les molécules d’eau,
absorbent les rayons gamma, les rayons X et les électrons. Dans le cadre de ce procédé
d’absorption, les cellules microbiennes, telles les bactéries, les champignons et les
moisissures sont décomposés et les parasites, les insectes ou leurs ceufs et larves sont soit

tués, soit rendus stériles.
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5. Les mécanismes d’action des rayonnements ionisants

5.1. Interaction des rayonnements et de la matiere

Lors de I’application des traitements ionisants a 1’assainissement et a la conservation
des denrées alimentaires, on emploie des rayonnements qui possedent une énergie suffisante
pour séparer un électron orbital des milieux biologiques irradiés, convertissant ainsi ces
atomes en ions positifs et générant dans la substance exposée, une ionisation.

Les atomes sont globalement neutres d’un point de vue électrique. S’il manque un ou
plusieurs électrons ou si, artificiellement, il en a été arraché aux couches orbitales d’un atome,
cet atome est alors dit "ionisé" et sa charge électrique globale est devenue positive. Pour
ioniser, il faut donc apporter une énergie suffisante pour arracher un électron. Parfois,
I’énergie apportée par le rayonnement est simplement absorbée par 1’atome, sans éjection
d’¢électron. On dit alors que I’atome est excité et on parle d’excitation.

lonisation et excitation sont deux phénomenes concomitants. Cette énergie
d’ionisation et d’excitation peut se véhiculer sous la forme :

e D’ondes ¢électromagnétiques dont la longueur d’onde est de 1’ordre de 1’angstrom : 1

dix-millionieme de millimétre (10-10 metre) : rayons X ou v.

e De particules, essentiellement des électrons, dont 1’énergie est limitée a 10 MeV
(C’est I’énergie que posséde un électron lorsqu’il est soumis a un potentiel de 10 millions de
volts).

Les électrons et les rayons X sont produits par des accélérateurs de particules, les
rayons y sont fournis par des sources radioactives : ®°°Co et 13Cs,

Les énergies de ces rayonnements sont certes suffisantes pour arracher un électron
aux atomes de la matiére rencontrée mais se situent en dessous du seuil d’activation. Ceci
veut dire qu’il est impossible d’induire le phénoméne de radioactivité dans I’aliment traité.
Ceci est trés important, et une condition sine qua non pour ’utilisation de ce procédé de

conservation.
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Faisceau d'électrons E
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Source de rayonnements
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Figure 13: Interaction des rayonnements ionisants avec la matiére.

5.2. Effets du rayonnement sur le milieu

Les électrons, comme les rayonnements X ou Y, ont la propriété de pénétrer
différents matériaux auxquels ils apportent leur énergie, provoquant ainsi I’ionisation du
milieu traversé. En pénétrant dans un aliment, les électrons accélérés ou ceux formes in situ a
partir de rayonnements électromagnétiques (X ou Y), vont perdre leur énergie en interagissant
avec les électrons des atomes du milieu traverse.

5.2.1. Dose et débit de dose

On définit la dose comme I’énergie déposée par les rayonnements dans un
échantillon de matiere. Une source radioactive émet dans toutes les directions. Une partie des
rayonnements est absorbée par 1’air, les écrans mis en place et les matériaux rencontrés avant
d’atteindre 1’échantillon. La dose de dépot d’énergie tient compte des facteurs géométriques et
des absorptions. En principe, la dose se calcule en multipliant ces facteurs par I'activité de la
source et par I'énergie moyenne déposée par le rayonnement.

Ce calcul est difficile et, dans la pratique, on utilise des dosimetres pour évaluer ces
doses. Le choix du dosimétre dépendra de sa gamme de lecture, de la stabilité et de la
reproductibilité de sa réponse, de la simplicité de mise en oeuvre, mais également de son codt
d’utilisation.

L’unité de dose est le gray (Gy), qui correspond & une énergie absorbée équivalente a
un joule par kilogramme de matiére. On appelle débit de dose, la dose délivrée par unité de
temps qui s’exprime en gray par seconde (ou en kilogray par heure). La dose varie environ

de 0,05 a 10 kGy dans le domaine alimentaire.
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L’importance des transformations des aliments sera fonction de I’énergie déposée et
donc de la dose absorbeée.

5.2.2. Sources de rayonnements ionisants

Comme on l'a déja indiqué, une condition essentielle pour qu'on puisse pratiquer
I'irradiation des aliments a I'échelle industrielle est de disposer d'une source économique
d'énergie radiante. Deux types de source de rayonnements répondent aujourd'hui a ce critere :
des machines et des radioéléments artificiels. Malgré ces différences quant au mode de
fonctionnement, ces deux types de source ont des effets identiques sur les aliments, les micro-
organismes et les insectes.

Les machines appelées «accélérateurs d'électrons» produisent des électrons, lesquels
constituent une forme de rayonnement ionisant. Les électrons sont des particules
subatomiques qui ont une tres faible masse et portent une charge électrique négative. Les
faisceaux d'électrons accélérés sont utilisables pour irradier les aliments pour un co(t
relativement modique. Mais cet avantage est compensé par le fait que les faisceaux d'électrons
accelérés ne pénétrent a l'intérieur des aliments que sur une distance maximale de l'ordre de 8
cm, ce qui n'est pas suffisant pour répondre a tous les objectifs de I'irradiation. Les électrons
accélérés sont donc particulierement utiles pour le traitement des céréales ou des aliments
pour animaux qui peuvent étre disposés en couches minces avant le traitement ; I'irradiation
par un faisceau d'électrons convient particulierement bien dans ces applications car la
manutention des céréales implique un débit tres élevé, outre qu'il est trés commode de pouvoir
mettre la machine en circuit ou hors circuit quand on le désire.

Une autre source de rayonnements ionisants consiste dans le genérateur de rayons X.
Les rayons X sont des ondes électromagnétiques semblables a la lumiére. A la différence des
électrons accélérés, les rayons X ont un trés fort pouvoir de pénétration a l'intérieur de
certains matériaux. Mais comme les premiers expérimentateurs l'ont constaté, la
transformation d'électricité en rayons X donne un trés mauvais rendement, de sorte qu'elle est
colteuse. Les générateurs de rayons X qu'on utilise pour le traitement des aliments sont en
général une variante de ceux qu'on utilise en radiographie médicale et industrielle et sont mal
adaptés pour fournir I'énergie nécessaire au traitement des aliments. Des perfectionnements
récents semblent devoir déboucher sur un nouveau type de générateurs de rayons X qui ne
présenteront plus ces problémes de cot et de puissance délivrée.

Les radionucléides artificiels constituent l'autre grande source de rayonnements
ionisants ; ce sont des substances radioactives qui se désintégrent en émettant des rayons
gamma ionisants, utilisables pour le traitement des aliments. Un radionucléide facile a obtenir

en grande quantité est le cobalt-60, obtenu par bombardement neutronique, a l'intérieur d'un
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réacteur nucléaire, du cobalt-59 naturel. Un autre radioélément, le césium-137, sous-produit
des réacteurs nucléaires, est disponible en moins grandes quantités et n'est guere utilisé a
I'neure actuelle. Les rayons gamma émis par I'un ou l'autre de ces deux radionucléides ont une
capacité de pénétration suffisante pour répondre aux besoins de l'irradiation de presque tous
les aliments. Le colt des radionucléides artificiels est jugé acceptable pour [l'irradiation
industrielle des aliments, compte tenu de la grande souplesse d'utilisation et du pouvoir de
pénétration élevé des rayons gamma.

5.3. Effets chimiques

Des processus chimiques accompagnent 1’ionisation et I’excitation de la matiére
traversée par les rayonnements. L’ importance des effets induits dépend de 1’état dans lequel
se trouve la substance irradiée. En phase solide ou les interactions moléculaires demeurent
relativement limitées, seul intervient un effet direct du rayonnement. En phase aqueuse ou
s’operent les recombinaisons liées aux propriétés diffusives du milieu, un effet indirect
s’ajoute a I’effet direct.

- Effet direct : mécanismes des réactions de radiolyse

Les processus d’ionisation et d’excitation entrainent la rupture des liaisons chimiques
unissant les atomes d’une molécule ainsi que I’apparition de fragments moléculaires doués
d’un grand pouvoir d’oxydation et appelés radicaux libres (notés X - ).

- Effet indirect : radiolyse de ’eau et des solutions aqueuses

L’interaction entre une particule chargée (ou une radiation électromagnétique) et une
molécule d’eau peut conduire:

e Soit a I’ionisation de cette molécule en provoquant 1’arrachement d’un électron
orbital,

e Soit a I’excitation de cette molécule si 1’énergie du rayonnement est trop faible pour
I’1oniser.

Ceci provoque la formation de radicaux libres. Ces especes possédent un électron dit
célibataire, c'est-a-dire non apparié a un autre électron, ce qui formerait une liaison entre deux
atomes. Cela le rend trés réactif parce puisqu’il essaie d’apparier cet électron célibataire avec
un autre appartenant a un autre radical libre.

Il convient de noter I’importance particuliére de 1’oxygéne en tant que soluté, car
cette molécule bi radicalaire (possédant deux électrons célibataires) est trés réactive avec les
radicaux libres et les molécules insaturées. Elle forme avec les produits de radiolyse, entre
autres, des ponts peroxydes responsables notamment du rancissement des matieres grasses en

réagissant avec des lipides insaturés.
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Les produits de radiolyse sont donc des molécules étrangeres qui ne se trouvent pas
dans I’aliment avant son traitement puisqu’elles sont consécutives a 1’irradiation.

Il est a noter que ces produits de radiolyse sont de méme nature que les produits de
thermolyse (c’est-a-dire les composés étrangers consécutifs a un traitement par la chaleur a
des fins également de conservation). De plus ils sont produits par ionisation en moindre

quantité que dans les « stérilisations » par chaleur.

5.4. Effets biologiques
Ce sont les effets biologiques des rayonnements ionisants qui sont principalement
recherchés lors de leur utilisation dans le domaine agroalimentaire, et plus précisément leur
action sur les agents d’altération alimentaire : microorganismes indésirables (virus, bactéries,
levures ou moisissures), parasites ou métabolismes d’altération.
L’absorption d’énergie se traduit par des effets physico-chimiques directs, et par des
effets indirects résultant de la radiolyse de I’eau présente dans le milieu ionisé. L’ionisation a
des effets au niveau moléculaire, cellulaire ou au niveau de l’organisme entier. Mais le
principal élément visé par le traitement est I’ADN (acide désoxyribonucléique), molécule trés
radiosensible.
Deux éléments se dégagent des analyses expérimentales :
¢ laradiosensibilité augmente avec la taille et le degré d’organisation de la cellule,
e pour un type d’organisation donné, la radiosensibilité¢ croit avec la quantité d’acide
nucléique contenue dans la cellule.
Les effets biochimiques induits sur les constituants organiques du vivant par les
traitements ionisants sont relativement modérés dans le domaine d'énergie utilisée. La

proportion de chacun des produits de radiolyse formes est faible (0,1 & 0,2 ppm).

Tableau 07: Les effets biochimiques induits par les traitements ionisants.

Constituants organiques Effets

Protéines Négligeables

Glucides Négligeables

Lipides Reéactions possibles sur les lipides insaturés:
formation de peroxydes (rancissement)
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6. Principales applications et limitations de ’ionisation
6.1. Les applications
Trois termes sont utilisés pour caractériser les différentes applications possibles :
e la radurisation : application de doses ionisantes réduisant sensiblement la charge
microbienne du produit en vue d’allonger 1égérement sa durée de vie commerciale
(doses inférieures ou égales a 5kGy),
¢ la radicidation : application de doses d’irradiation suffisantes pour réduire le nombre
de micro-organismes pathogénes de fagcon & ne pouvoir les mettre en évidence par
aucune méthode microbiologique connue (doses inférieures ou égales a 10 kGy),
e la radappertisation: application de doses d’irradiation suffisantes pour réduire le
nombre de microorganismes vivants de facon a ne pouvoir les mettre en évidence par

aucune méthode microbiologique connue (doses comprises entre 20 et 50 kGy).

6.2. Les limitations

Les limitations concernent le domaine nutritif, en revanche les techniques
d’ionisation peuvent entrainer des modifications au niveau de la flaveur (godt, odeur) des
aliments, de leur texture et/ou de leur odeur. Ces modifications organoleptiques proviennent
de la radiolyse des constituants alimentaires entrainant souvent des changements
qualitativement tres mineurs (mais suffisants) de la structure de certains constituants. Ceci ne
présente aucun risque pour le consommateur mais rend impossible la commercialisation des

produits traités.

7. Leégislation et réglementation de I'irradiation des aliments
Les pays qui autorisent 1’utilisation des rayonnements ionisants pour le traitement
des aliments et, dans le cadre d’une pratique stire et efficace en matiére d’irradiation, le codex
Alimentarius (commission FAO/ OMS/ AIEA) recommande une dose moyenne de 10kGy.
Aussi les aliments ainsi traités garantissent la sécurité sanitaire et la qualité des aliments.
(OMS, 1999).
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Chapitre IV : Activité antioxydante

Introduction

Un paradoxe du métabolisme de la vie sur terre est que la majorité des étre vivants
ont besoin de dioxygene pour assurer leur existence alors que le dioxygeéne est une molécule
hautement réactive qui produit des dégradations sur les organismes vivants. Cependant, les
organismes possedent un systeme d'antioxydants et d'enzymes qui agissent ensemble pour
empécher lI'endommagement des composants des cellules comme I'ADN, les lipides et les
protéines.

Les antioxydants les plus connus sont le R-carotene (provitamines A), l'acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E), les polyphénols et le lycopéne. Ceux-ci
incluent les flavonoides (tres répandus dans les végétaux), les tanins (dans le cacao, le café, le
thé, le raisin, etc.), les anthocyanes (notamment dans les fruits rouges) et les acides
phénoliques (dans les céréales, les fruits et les Iégumes).

Les antioxydants vont réduire les radicaux libres si dangereux pour I'organisme en

raison de leur pouvoir oxydant trés élevé.

1. Les antioxydants ou antioxygenes

1.1. Définition

D’un point de vue biologique, les antioxydants sont toutes substances présentes a
concentration faible par rapport a celle du substrat oxydable et qui peut retarder ou empécher

I’oxydation des substrats biologiques.

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003). Se sont des composés qui réagissent

avec les radicaux libres et les rendent inoffensifs (Vansant, 2004).

La raison pour laquelle les antioxydants sont importants vient du fait que 1’oxygeéne
est un ¢élément potentiellement toxique puisqu’il peut étre transformé en formes plus réactives

connues sous le nom d’oxygéne actif (Boyd et al., 2003).

Un antioxydant alimentaire idéal doit étre soluble dans les graisses, efficace a faible
dose et non toxique, n’entrainant ni coloration ni odeur, ni saveur indésirable, résistant aux

processus technologiques et stable dans le produit fini (Pokorny et al., 2001). Ils agissent a la
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manicre d’un catalyseur négatif capable d’interrompre la réaction en chaine d’oxydation et

empéchant la formation de radicaux libres.
1.2. Caractéristiques des antioxydants

Un composé est considéré comme antioxydant s’il requiert les propriétés suivantes :

- Le produit de la réaction de I’antioxydant avec 1’oxydant ne doit pas étre
toxique pour I’organisme ;

- L’antioxydant doit étre présent dans I’organisme en concentration suffisante ;

- La demi-vie de I’antioxydant doit étre suffisamment longue pour réagir avec

I’oxydant.
Le tableau 08 regroupe les propriétés des antioxydants

Tableau 08 : Propriété des antioxygénes (Richard et Multon, 1992).

Nature Solubilité Stabilité a la Remarques Exemples
chaleur d’application
Tocophérols Liposolubles Dégradés par la Présents Matieres grasses et

Acides ascorbique

Hydrosolubles

chaleur

naturellement dans
les huiles végétales

aliments diététiques

Boissons

Palmitate Peu liposolubles - - -
d’ascorbyle amélioré en
présence de
monoglycéride
BHT Bonne solubilité Bonne stabilité Plus volatile que le Efficace dans les
dans Ies.hunes et BHA graisses
graisses
BHA Tres soluble dans Tres stable Action « carry- Huiles pour la
les huiles et les through » synergie friture, produits
graisses avec BHT et transformes
Gallates
Gallates Solubles dans les Thermosensibles Formation de Stabilisation des
huiles et les complexes colorés huiles
graisses avec le fer en
présence d’eau
TBHQ Tres Solubles dans Thermostables Peu volatile mais Stabilisation des

les huiles et les
graisses

sensible au pH

huiles
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1.3. Types d’antioxydants

1.3.1. Classement des antioxydants selon I’origine

Il existe deux grandes familles d’antioxygénes, ceux d’origine naturelle et ceux de
synthese.

a. Antioxydants de syntheése

Les antioxydants de synthese habituellement utilisés sont les composés phénoliques
comme le Butyl Hydroxy Anisole (BHA), Butyl Hydroxy Toluéne (BHT) et leTer-Butyl-
Hydroxy-quinone (TBHQ) et les esters de 1’acide gallique. Les antioxydants phénoliques sont
toujours substitues par les alkyls qui ont prouvé une plus grande solubilité dans les graisses et

les huiles.
b. Antioxydants naturel

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont été proposées.
Elles incluent le béta carotene, I’albumine, I’acide urique, les cestrogenes, les polyamines, les

flavonoides, 1’acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E ... etc.

Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont

également une capacité de lier les acides gras libres (Svoboda et Hampson, 1999).

La vitamine E est un antioxydant important qui protege les cellules contre les
dommages associés aux radicaux libre et par conséquent, prolonge la vie cellulaire tout en
ralentissant le processus de vieillissement (Maydani, 2000) 2 et la diminution de
I’athérosclérose (Maydani, 2000)®. 1l a été déterminé que la vitamine E naturelle, semble étre
deux fois plus biodisponible que la vitamine E synthétique (Burton et al., 1998). La vitamine
E est rencontrée surtout dans les huiles végétales, les noix et les germes de diverses graines
(Versant, 2004).

Les caroténoides sont une classe de composés phytochimiques trés importante,
trouvés dans les légumes et fruits, également dans le lait, empéchent les dommages
génétiques, protegent contre les dommages oxydant en augmentant le métabolisme de
désintoxication,  empéchent I’expression des  oncogenes, augmentent 1’activité de

communication des GAP jonctions.

La vitamine C ou I’acide ascorbique est un micronutriment qui n’est pas synthétisé
par I’organisme humain et doit étre apporté par les aliments. Cette vitamine hydrosoluble est

capable de réagir directement avec les radicaux superoxydes, hydroxyles et 1’oxygéne
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singulet, pouvant jouer le role d’antioxydant. [.’acide ascorbique agit comme un piégeur

202" + acide ascorbique + 2H* ——— acide ascorbique + 2H20 (Wang et al., 2000).
1.3.2. Classement des antioxydants selon leurs mécanismes d’action
Les antioxydants peuvent aussi €tre classés selon leurs mécanismes d’action :

a. Les antioxydants de type I
L’action des antioxydants de type I repose sur leur capacité a inactiver les radicaux
libres. Ils inhibent la propagation des reactions radicalaires en fournissant des hydrogenes aux
radicaux libres présents (Belaiche, 1979)

Les composes phénoliques naturels : tocophérols ou de synthéses : le Butyl Hydroxy

Anisole (BHA) appartiennent a cette classe d’antioxydants (Kortenska et al., 2002).

b. Antioxydant de type 11

Ce type d’antioxydants prévient la formation des radicaux libres et peut intervenir
par différents mécanismes. Certains chélatent les ions métalliques réduisant I’effet pro-
oxydant des ions, c’est les cas des acides phosphorique et citrique, lécithines (Gunstone et
al., 1983).

L’acide ascorbique a une activité antioxydante a des concentrations supérieuresS a
0,5% tandis qu’il posseéde un effet pro-oxydant a faible concentration : 0.02- 0.03% (Decker
et al., 1998).

Les flavonoides (un énorme potentiel antioxydant naturel) rentrent dans cette
catégorie d’antioxydants. Ils agissent en piégeant les radicaux libres et en complexant les

métaux pro-oxydants (Roeding-Penman et al., 1998).

c. Les antioxydants de type IlI
IIs regroupent les facteurs de 1’environnement qui ont une action antioxydante en
agissant sur le potentiel redox du milieu, la température, la pression en oxygene, la lumiére.
L’emballage des produits permet ainsi de minimiser 1’exposition a 1’air et a la
lumiere. La mise sous vide permet de limiter les réactions d’oxydation et donc de prolonger la
durée de vie des produits. L’emballage peut également étre réalisé sous atmosphere modifiée

(azote ou CO») (Eymard, 2003).

d. Les agents synergiques
Ce sont des molécules qui améliorent I’action de certains antioxydants ce qui se
traduit souvent par un accroissement de la période de protection. Parmi eux se trouvent : les

acides lactique, tartrique, et ortophosphorique et leurs sels de sodium, potassium ou calcium.
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Par ailleurs les antioxydants de synthese sont de moins en moins utilises dans les
denrées alimentaires. Des études ont montré que certains antioxydants ne sont pas inoffensifs
pour I’homme.

Le tableau 09 donne quelques exemples d’antioxydants synthétiques ainsi que les

effets qu’ils provoquent :

Tableau 09: Quelgues antioxydants synthétiques et leurs effets sur la santé humaine
(Moll et al., 1998).

Antioxydant Effet
o Gallate de propyle.
e Qallate de d’octyle. A forte dose, sensibilisation cutanée, notamment,
e Gallate de dodécyle. réaction de la muqueuse buccale.

= Elévation du taux de lipides et de cholestérol

dans le sang.
* -|B-|_||-I-'(BuwI Hydroxy = Hypertrophie du foie et retard de la croissance
oluene). pour le BHT.

* BHA (Butyl Hydroxy Anisol). = Développement de réactions allergiques.

= Développement de tumeurs.

e. Enzymes comme antioxydants

Une question qui se pose actuellement est I’utilisation des enzymes comme

antioxydants. En effet, elles agissent en provoquant trois types de réactions :
- L’¢limination de I’oxygene;
- L’¢limination des especes de I’oxygene actif appelés aussi les especes réactives de

I’oxygénes (ERO) comme les radicaux peroxyde et superoxyde (02") ;

- Laréduction des hydroperoxydes des lipides.

Cette utilisation n’est pas autorisée dans I’UE (Union Européenne). La stabilité des
enzymes en présence des lipides est difficile a prédire et on estime que des recherches sont
nécessaires dans ce domaine (Moll et al., 1998).

1.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Les méthodes utilisées pour évaluer ’activité antioxydante des substances actives
sont relativement peu nombreuses et font intervenir en générale la coloration ou la

décoloration d’un réactif spécifique en présence d’un agent antioxydant (substances actives).
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Selon la bibliographie, les méthodes les plus utilisées sont celles de la réduction du
2,2- diphenyl -1- picryl — hydrazyl (DPPH:), de I’inhibition de la peroxydation de 1’acide
linoléique (Hussain et al., 2008), du blanchiment du B- caroténe dans I’acide linoléique et la
chélation des métaux (Wang et al., 2010) et (Nikhat et al., 2009).

Les méthodes les plus fréquemment utilisées sont les suivantes :

1.4.1. Analyses des peroxydes
a) Indice de peroxyde

e Meéthode iodométrique : cette méthode consiste a réduire le peroxyde a I’aide de

I’acide iodure de potassium, qui s’oxyde lui-méme en iode que I’on détermine

(Moll et al., 1998). C’est la méthode AFNOR T60-200.

e Méthode colorimétrique : les peroxydes présents dans le milieu oxydent le Fe*?
et Fe*® qui est dosé sous forme de chlorure ou de thiocyanate ferrique (Mitsuda et
al., 1966).

b) Testde SWIFT ou AOM (active oxygen method) : C’est un test accéléré qui consiste
a faire barboter de ’air dans la matiére grasse a 98°C. On détermine ensuite 1’indice de
peroxyde (Moll et al., 1998).

c) Le Rancimat: Il s’agit d’un test d’oxydation accéléré ou I’on fait buller, dans la
matiere grasse chauffé a haute température un courant d’air, le gaz qui sort et qui
transporte les produits d’oxydation est recueilli dans un bain d’eau distillée dont on
mesure en continu la conductivité.

d) Analyse des produits secondaire de I’oxydation

v" L’indice de TBA (IUPAC 2.531) : le teste de I’acide thiobarbiturique est 1’un des
plus utilisé. Cet acide réagit avec les produits de 1’oxydation et donne un pigment qui
absorbe & 532 nm.

v' L’indice de p-anisidine (IpA) — IUPAC 2.504 : les composés aldéhydiques o-
insaturés oxydés réagissent avec la para-anisidine pour former un complexe coloré qui
absorbe a 530 nm, ce test est souvent associé a I’indice de peroxyde.

v' Le dosage des composés volatils : tels que les hydrocarbures pentanes, hexane,
ethane, les adéhydes pentanal, hexanal et la cetone 1,5 octadiéne 3-one.

e) Détermination des diéne conjugués : la formation des hydroperoxydes a partir des

acides gras polyinsaturés conduit a la conjugaison de la structure pentadiéne. Cela
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représente une méthode simple et rapide pour évaluer la détérioration oxydative d’une

huile.
1.4.2. Mesure de I’oxydation des lipides

Pour déterminer I’état d’oxydation d’un aliment, il est nécessaire de mesurer
simultanément les quantités des produits primaires et secondaires résultant de 1’oxydation des

lipides (Velasco et Dobargane, 2002). Parmi les méthodes utilisées on peut citer :

e Analyse des substrats d’oxydation

Ces méthodes sont manométriques (mesure de la pression partielle en oxygene),

polarographiques (mesure de la consommation d’oxygene), chromatographiques ou

gravimétriques par mesure de I’augmentation du poids conseécutive a la fixation
d’oxygene.
e Mesure des acides gras non oxydés résiduels

La mesure des acides gras non oxydés résiduels suit de facon générale la cinétique de

disparition d’un ou plusieurs acides gras insaturés présents dans I’aliment, apres

extraction, méthylation et analyse par chromatographie en phase gazeuse.
e Meéthodes chromatographiques; parmi les méthodes utilisées on peut citer :

» La chimiluminescence ou I’on mesure les photons produits lors de la transition des
¢électrons de I’état excité a 1’état fondamental, au cour de la formation des
peroxydes, en présence d’antioxydant, la quantit¢ de la lumiere détectée est
toujours plus faible (Miyazawa et al., 1994).

» La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) elle permet de doser
séparément les hydro peroxydes produits (Koskas et al., 1983).

> La thermolyse on analyse par chromatopsie en phase gazeuse les produits volatils
formés par thermo décomposition des hydro peroxydes (Saidia et Hammond,
1989).

1.4.3. Mesure du pouvoir chélateur et réducteur

Les principaux métaux de transitions présents aux seins des tissus biologiques sont le
fer et le cuivre. Ces derniers catalysent 1’oxydation des lipides par des voies enzymatiques et
non enzymatiques. Ainsi parmi les méthodes utilisées pour I’évaluation de I’activité

antioxydante on rencontre la mesure des pouvoirs chélateurs et réducteurs des métaux.
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1.4.4. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH

L’efficacité d’un antioxydant présent dans I’aliment peut étre testée par la mesure de

son pouvoir a pieger les radicaux libres.

Certains dérivés non radicalaires tels que le peroxyde d’hydrogeéne (H202) et 1’acide

hypochloreux (HOCI) peuvent étre générés dans les aliments et les systemes biologiques.

On rencontre dans la littérature, au moins une variante du test de piégeage pour
chaque espece réactive de 1’oxygeéne (ERO) ainsi que les autres radicaux stables utilisés tels
que le DPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, I’ABTS : 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-
6-sulphonate) et le DMPD : N.N. dimethyl-p-phenylenediamine.

2. Stress oxydatif

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicinales est envahi
par un nouveau concept, celui du « stress oxydant », ¢’est-a-dire d’une situation ou la cellule
ne contrdle plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que les
chercheurs impliquent dans la plupart des maladies humaines (Favier, 2003).

2.1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des EOR et la capacité du
corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Boyd et al., 2003). 1l correspond

a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et Barouki, 1999).

2.2. Les espéces oxygenées réactives (EOR)

L’appellation especes oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de
I’oxygene (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote) mais aussi certains
dérivés réactifs non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne et le peroxynitrite (Bartosz, 2003. Halliwell et Whiteman 2004).
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Tableau 10: Les principales especes oxygénées réactives générées dans les systemes
biologiques (D’aprés Bartosz, 2003).

Nom Symbole
Espéce radicalaire
Anion superoxyde 02~
Radical hydroxyle OH:
Monoxyde d’azote NO

Espéces non radicalaire

Peroxyde d’hydrogéne H202
Acide hypochlorique HOCI
Oxygeéne singulier 10,

Peroxynitrite ONOO-

2.3. Les radicaux libres

2.3.1. Définition

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif (Vansant, 2004). L’ensemble des radicaux libres
et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de [’oxygéne (Favier, 2003).

L’appellation « dérivés réactifs de 1’oxygeéne » n’est pas restrictive. Elle inclut les
radicaux libres de 1’oxygéne proprement dit, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est importante tel le peroxyde d’hydrogéne (H202), peroxynitrite
(ONOO") (Novelli, 1997).

2.3.2. Les principaux radicaux libres
» L’anion superoxyde : la molécule d’oxygéne mise en présence d’une quantité
d’énergie suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi 1’anion
superoxyde, cet anion intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses
réactions.

0, +é —_— 0Oy

» Le radical hydroxyle : (OH), il est trés réactif vis-a-vis des structures organiques et
joue un role initiateur dans 1’auto-oxydation lipidique.
» Le radical peroxyde : (ROO)
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» L’oxygene singulet :(Oz), forme «excitée » de 1’oxygeéne moléculaire, est souvent

assimilé a un radical libre en raison de sa forte réactivité (Hadi, 2004).

2.3.3. Origine des radicaux

IIs sont produits par divers mécanismes physiologiques afin de détruire les bactéries
au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler des
fonctions cellulaires létales telles la mort cellulaire programmée ou apoptose (Favier, 2003).

Toutefois, au contact entre I’oxygene et certaines protéines du systéme respiratoire,
une production d’anions superoxyde se produit lors du fonctionnement de la chaine
mitochondriale.

L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produit
directement par les cellules phagocytaires activées. Le monoxyde d’azote, est produit par les
systemes enzymatiques que sont les différentes NO synthétases, a des fins de médiation par
les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages (Favier, 2003).

Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox que
produit dans I’organisme 1’oxydation de molécules comme les quinones. Ce cycle redox a lieu
soit spontanément, soit surtout lors de 1’oxydation de ces composés au niveau du cytochrome
P450. Les rayonnements sont capables de générer des radicaux libres et les particules inhalées

(amiante, silice) sont aussi source de radicaux libres (Favier, 2003).

2.4. Stress oxydant et ses conséquences biologiques

Le stress oxydatif se référe a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire
durant laquelle, la génération d’oxydants accable le systeme de défenses antioxydantes, que
ce soit par une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution des
défenses antioxydantes (Sorg, 2004). Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la
surproduction endogene d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire, un déficit
nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition environnementale a des facteurs pro-
oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone,
amiante, métaux toxiques) (Pincemail et al., 2002 ; Sorg, 2004 ; Kocchilin-Ramonatxo,
2006).

L’accumulation des EOR a pour conséquence ’apparition de dégats cellulaires et
tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les
protéines les lipides et I’acide désoxyribonucléique (Halliwell et Whiteman 2004; Valko et
al., 2006).
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» Les lipides
Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont la cible privilégiée des EOR en raison de
leurs hydrogénes bis allyliques facilement oxydables. Comme ces derniers sont les lipides
majeurs des membranes cellulaires et des lipoprotéines, on comprend leurs vulnérabilités

particuliéres, la peroxydation lipidique, se déroule en trois phases suivantes :

a. Dinitiation:

L’attaque par un radical OH® du groupement méthyléne présent entre deux doubles
liaisons d’acide gras polyinsaturés produit un radical carboné R*® (OH® enleve un atome
d’hydrogéne du CH: puis les doubles liaisons subissent un réarrangement moléculaire
conduisant a la formation de diénes conjugués), en présence d’O2 le radical carboné est

transformé en radical peroxyle RO (Martinez-Cayuela, 1995).

b. la propagation
Le radical RO enleve un hydrogéne a un nouvel AGPI voisin qui a son tour
produira un radical R" puis un radical RO, une réaction en chaine s’installe. En présence de
métaux de transition, les hydroperoxydes formes peuvent subir un clivage au niveau des
liaisons C-C pour donner naissance a divers produits de décomposition ; le malondialdehyde
(MDA) et le 4-hydroxynonéal représentant les produits les plus toxiques de la peroxydation
lipidique (Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher-Michel, 2001).

c. laterminaison
Cette phase consiste a former des composeés stables issus de la rencontre entre deux
especes radicalaires ou le plus souvent par la réaction d’un radical avec une molécule

antioxydante dite ‘briseur de chaine (Kohen et Nyska., 2002).

» Les protéines

Les acides aminés des protéines sont la cible des EOR, soit au niveau de leur chaine
latérale, avec formation de produits d’oxydations, soit au niveau de la liaison peptidique,

entrainant la fragmentation de la chaine (Berlett et Stadtman, 1997).

Si la majorité des acides aminés peuvent étre oxydés par les EOR, les acides aminés
soufrés (cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane) sont les plus sensibles.
L’oxydation des acides aminés génere des groupements hydroxyles et carbonyles sur
les protéines mais peut également induire des modifications structurales plus importantes

comme des réticulations intra ou intermoléculaires, ce qui affecte leurs fonctionnements,
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antigénicités et leurs activités, (Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher-Michel et al., 2001 ;
Valko et al,. 2007).

Les protéines modifiées deviennent généralement plus sensibles a I’action des
protéases et sont alors dirigées vers la dégradation protéolytique au niveau du protéasome
(Jung et al., 2007).

» Les acides nucléiques

Les bases puriques, pyrimidiques et le désoxyribose sont la cible privilégiée des
EOR, ils sont alors transformés en produits de fragmentation et en bases oxydées (Martinez-
Cayuela, 1995).

Les EOR ont une grande affinité de réaction avec certaines bases constitutives de
I’ADN. La guanine est ainsi facilement transformée en 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine
(8-OHdG) qui est normalement ¢liminée par des enzymes de réparation de I’ADN qui
peuvent, elles aussi, étre victimes de I’action des radicaux libres. Si ces systéemes de
protection sont débordés ou defectueux, les altérations du matériel génétique s’accumuleraient
au sein de ’ADN représentant ainsi la premiere étape impliquée dans la mutagenese, la
carcinogenése et le vieillissement (Lehucher-Michel et al., 2001 ; Favier, 2003 ; Valko et
al., 2006).
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Chapitre V : Activités antimicrobienne

Introduction

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles se trouve a la base des medecines
dites alternatives, de nombreux procedés utilisés dans la conservation des produits
alimentaires crus ou cuits, de substances actives exploitées dans les produits pharmaceutiques.
Les effets antimicrobiens de différentes espéces d’herbes et d’épices sont connus depuis
longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments. Ainsi, les huiles
essentielles et leurs composants, actuellement employés comme ardmes alimentaires sont
également connus pour posséder des activités antimicrobiennes et pourraient donc servir
d’agents de conservation alimentaires, et ce d’autant plus qu’ils sont pour la plupart classés
“généralement reconnus comme sains” (Generally Recognized As Safe GRAS), ou approuves
comme additifs alimentaires par la Food and Drug Administration. Ils n’ont, par conséquent,
pas besoin d’autorisation d’emploi dans les aliments, mais cependant des études préalables

sont nécessaires afin de mieux cerner leur activité antimicrobienne.

1. Principaux agents antimicrobiens

Ce sont des agents dont le contact, dans des conditions définies avec les
microorganismes, entraine, soit I’arrét de leur multiplication, soit leur mort. Chaque agent est

défini par son spectre d’activité

1.1. Agents physiques

La plupart des agents antimicrobiens physiques sont efficaces sur l'ensemble des

micro-organismes. Parmi ces agents, on peut citer:

» La chaleur: L'utilisation de la chaleur est un procédé tres efficace pour la
destruction des micro- organismes. Trés utilisés au laboratoire pour les milieux de culture et
le matériel, les traitements thermiques sont a la base de la conservation de nombreux aliments.

» Le froid : Le froid entraine le ralentissement de la croissance et des transformations
microbiennes. La congelation et la surgéelation par exemple permettent une stabilité totale vis-
a-vis des micro-organismes et entrainent une mortalité plus au moins importante.

» Les radiations électromagnétiques : Les rayonnements électromagnétiques couvrent
une trés large gamme de longueurs d'onde: les rayonnements infrarouges, les ultra-violets, les

rayons X, les rayons Y.
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1.2. Les agents chimiques

IIs ont un pouvoir bactéricide et fongicide lié a la présence de composes phénoliques et
d'alcools.

» Les alcools : Les alcools supérieurs ont un pouvoir bactéricide qui augmente avec
leur masse molaire, mais leur solubilité dans I'eau diminue en paralléle, ce qui limite leur
usage.

» Le phénol et ses derivés : Le phénol et ses dériveés sont trés utilisés a cet effet, car
ils agissent a des concentrations trés basses. Ils sont utilisés en médecine comme désinfectants
et agissent par dénaturation des protéines de la membrane cytoplasmique des bactéries
(Schoderet et al., 1989).

1.3. Agents biologiques

Ils peuvent se traduire par la production de métabolites comme les acides et les

antibiotiques. Certains micro-organismes sont considérés comme prédateurs pour d'autres.

» Les HE : Elles ont un pouvoir bactéricide et fongicide lié a la présence de composes
phénoliques, d'alcools, etc. Ces huiles peuvent étre remplacées par leur(s) composé(s) actif(s)
: thymol, carvacrol.

» Les enzymes : Divers enzymes lytiques pourraient jouer un role dans la protection
des aliments contre les microorganismes. Elles pourraient avoir des applications dans la
conservation, spécialement quand les bactéries sporulantes sont a craindre (Bourgeois et al.,
1996).

2. Détermination de I'activité antimicrobienne

La technique de détermination de l'activité antimicrobienne des HE a une grande
influence sur les résultats. Les difficultés pratiques viennent de I'insolubilité des constituants
de ces huiles dans l'eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester a de faibles
concentrations et des problémes de standardisation des méthodes (Hulin et al., 1998).

Les différents protocoles peuvent ainsi étre classés :

e Selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de I'HE, soit liquide, solide ou gazeux ;
e Selon la nature du contact de I'HE avec le germe: diffusion sur disque, solution

alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant.
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2.1. Principales méthodes

Les principales techniques actuelles de détermination du pouvoir antimicrobien des

HE se divisent en deux grands groupes:

ii. Technique de micro-atmosphére

Cette méthode consiste a déposer un disque de papier filtre imprégné d'HE au centre
du couvercle d'une boite de pétri, sans que I'HE entre en contacte avec la gélose ensemencée
par les micro-organismes. La boite est hermétiqguement fermée.

Il se produit une évaporation des substances volatiles dans I'enceinte de la boite et les
cellules sensibles de I'inoculum sont inhibées. La lecture du test porte donc sur la croissance
ou non du I'inoculum.

Cependant cette méthode ne quantifie pas l'activité antimicrobienne réelle des HE, elle
montre seulement l'activité des constituants volatils a la température d'incubation (Bouchiki,
1994).

l.._ 7 -_.1..— Zgne d’inhibition

i

AR RS R l

Croissance des microorganismes Huile essentielle

Figure 14: lllustration de la méthode des microatmospheéres.

iii. Techniques par contact direct
Elles consistent a mettre en présence de I'HE les microorganismes, puis d'observer la
croissance de ces derniers. Le contact peut avoir lieu en milieu gélosé ou liquide.

L'aromatogramme ou encore méthode des disques est I'une de ces méthodes.

e Aromatogramme

by

Cette méthode a l'avantage de s'appliquer a un trés grand nombre d'especes
bactériennes et d'avoir été largement évaluée par 50 ans d'utilisation mondiale. Elle consiste a

utiliser des disques de papier imprégnés des différents produits a tester.

Les disques sont ensuite déposés a la surface d'une gélose uniformément ensemencée
avec une suspension de la bactérie a étudier. Apres incubation, les bactéries se développent
sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent une concentration d'HE suffisante
pour inhiber leur croissance. On observe ainsi autour des disques une zone circulaire indemne
de colonies, appelée zone d'inhibition. Plus le diametre de cette zone est grand, plus la souche

est sensible a I'HE. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante (Fauchére et Avril, 2002).
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e Méthode du puits ou cylindre

Cette méthode assure une diffusion radiale de I'HE a partir d'un puits en donnant une
zone d'inhibition claire et facilement mesurable (Bennett et al., 1966). Elle consiste a
découper un trou circulaire vertical dans la gelose et a y verser une solution d'HE de
concentration connue. L'HE diffusant radialement crée une zone d'inhibition circulaire a la
surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne (Dorman et
Deans, 2000).

e Méthodes de dilution et microméthode

Les HE a traiter peuvent également étre directement mélangées en concentration
connue au milieu de culture, qu'il soit solide ou liquide. Le milieu est ensuite inoculé a un
taux déterminé de micro-organismes et, aprés incubation, on note la présence ou I'absence de
culture; la lecture peut étre visuelle ou spectrophotométrique car le degré d'inhibition est en
rapport avec la turbidité du milieu (Giamperi et al., 2002).

Par ailleurs, des microméthodes en milieu liquide ont été mises au point par Delaquis
et al., 2002. Ce genre de méthode sert a la détermination des paramétres définissant I'activité

antimicrobienne en introduisant des concentrations connues dans le milieu.

iv. LaCMIletCMB

La force relative d'un antimicrobien est déterminée par des dilutions en séries. Plus le
produit est dilué en restant inhibiteur de la croissance du microorganisme, plus il est puissant.
La plus faible concentration qui inhibe la croissance est appelée concentration minimale
inhibitrice "CMI" (Perry et al., 2004). Fréguemment, la CMI n'est pas totalement
bactéricide, de ce fait, une partie de l'inoculum sera capable de se développer aprés
disparition du composé inhibiteur. Ceci a amené a définir un autre parametre, la "CMB"
(concentration minimale bactéricide) qui est déterminée en milieu liquide par I'évaluation des

survivants apres élimination du composé inhibiteur (Hulin et al., 1998).

v. Limite de ces méthodes

Quelle que soit la méthode de contact directe choisie, ces techniques, fiables pour les
agents antimicrobiens hydrosolubles, posent un probléme de diffusion et d'homogénéité de
dispersion avec les HE, en raison de leurs trés faibles solubilités dans les milieux de culture
aqueux. Un certain nombre de solutions ont été proposées. La technique de diffusion en
gélose peut étre améliorée par I'ajout des détergents qui facilitent la diffusion des HE dans la
gélose (Deans et Ritchie, 1987).
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Pour la méthode contact en milieu liquide, il faut disperser les HE dans une solution
de détergent (Tween 80) ou solubiliser les HE dans I'éthanol avant de les introduire dans le

bouillon de culture ensemence en micro-organismes (Kim et al., 1995).

Avec des solvants (éthanol) ou des détergents (Tween 80), la dispersion des HE dans

les milieux liquides est homogeéne et la diffusion dans les milieux gélosés est meilleure.

Toutefois, les CMI et les CMB obtenues dans ces conditions sont-elles dues aux HE
seules, ou au mélange des HE avec les détergents ou les solvants? Selon les détergents et les
solvants et selon les concentrations auxquelles ils sont employés, les CMI et les CMB

varient (Bowles et al., 1995).
3. Facteurs influencant I'activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne est sous la dépendance d'un certain nombre de facteurs qui

la favorisent ou l'inhibent :

3.1. Nature et état du micro-organisme

Toutes les especes ne sont pas également sensibles vis-a-vis d'une substance, et dans
une population bactérienne, il peut exister des différences individuelles de sensibilité. Un
agent antimicrobien est caractérisé par son spectre d'activité, c'est-a-dire le nombre d'espéces
vis-a-vis desquelles son pouvoir bactériostatique ou bactéricide s'exerce (Leclerc et al.,
1995).

L'état physiologique de la bactérie joue aussi un grand réle: les microorganismes
sont plus sensibles en phase exponentielle qu'en phase stationnaire envers les antimicrobiens
chimiques, le phénoméne pouvant étre inverse pour des agents physiques. Les formes
sporulées sont beaucoup plus résistantes aux agents physiques ou chimiques que les formes

végétatives (Guiraud, 2003).

3.2. Role de I'environnement
L'environnement peut influencer considérablement [I'efficacité des agents
antimicrobiens physiques et chimiques. Pour les agents chimiques, la solubilité dans I'eau est
un facteur déterminant. La température, le pH du milieu, la turbidité, la viscosité, I'épaisseur,

la dureté de I'eau et les matieres organiques jouent aussi ‘un réle important.
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4. Activité antimicrobienne des HE

Le pouvoir antimicrobien des HE et des extraits végétaux est lié a leur composition
chimique, en particulier & leurs composés majeurs et sont d'ailleurs souvent remplacées par

ces composes actifs.

4.1. Propriétés antibactériennes des HE
Deans et al., (1987) ont étudié l'effet de 50 HE de plantes sur 25 germes de
bactéries, a quatre concentrations différentes, grace a une méthode de contact direct en milieu
solide (puits). Sous leur forme non diluée, toutes les HE inhibent un genre bactérien. Les neuf
HE manifestant les propriétés inhibitrices les plus importantes sont les HE de I'angélique,
du laurier, de la cannelle, du clou de girofle, du thym, de I'amande amére, de l'origan, du
piment et du géranium. Elles inhibent plus de 20 genres de bactéries testés.

Aprés séparation et identification de différents composés de I’huile essentielle, Kim
et al.,(1995) ; Adam et al., (1998) ont démontré que différents constituants des HE possédent
des activités antibactériennes et que les constituants volatils majeurs ont les propriétés
antimicrobiennes les plus importantes: carvacrol (composé volatil majeur de I'HE d'origan),
thymol (composé volatil majeur de I'HE de thym) , linalool (composé volatil majeur de I'HE

de la coriandre), eugénol (composeé volatil majeur de I'HE de poivre et du clou du girofle).

4.1.1. Propriétés antibactériennes sur les bactéries pathogénes présentes parfois
dans les aliments

Une étude portant sur I’activité antibactérienne des HE de onze épices turques dont
I'origan, a été réalisée sur 17 bactéries pathogenes dont Escherichia aerogenes, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus typhimurium, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa et P. fluorescens, ceci par la méthode de diffusion sur disque en
papier. L'activité antibactérienne des HE de six des onze épices de départ a €té testée a quatre

concentrations différentes (0.2, 0.4, 1 et 2%).

Les différents résultats ont montré que toutes les préparations présentaient une
activité antibactérienne contre au moins une bactérie, et qu'en général, les HE testées aux
concentrations de 1 et 2% étaient les plus efficaces, surtout celles de la marjolaine, du thym et
de l'origan (Ozkan et al., 2003).

4.1.2. Propriétés antibactériennes sur les bactéries utiles a la transformation des
aliments

Une HE utilisée comme conservateur alimentaire doit se montrer inoffensive pour les
bactéries utiles a la transformation alimentaire, notamment les ferments d'acidification,

d'aromatisation ou d'affinage.
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Canillac et Mouret (1996) ont travaillé sur I'effet des HE du pin et du sapin sur des
microorganismes d'affinage tels Brevibacterium linens et Kluyveromyces lactis, afin de
valider leur emploi comme agents anti-Listeria. A 1%, I'HE du pin élimine plusieurs de ces
microorganismes notamment, Listeria sp., celle du sapin quant a elle est bactéricide pour
Listeria sp. et Micrococcus sp. Par contre, a 0,28%, I'HE du sapin est certes, bactériostatique
pour Listeria sp. mais n'empéche pas la multiplication d'autres microorganismes d'affinage et

d'aromatisation (Hulin et al., 1998).

4.1.3. Meécanisme d'action sur les bactéries

Plusieurs études ont montré I'apparition de fuites d'ions potassium K* de cellules
microbiennes (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) en contact avec du Tea-tree
(Melaleuca alternifolia). 1l s'agit de la toute premiére indication de dégats irréversibles au
niveau de la membrane. Des composés isolés tels le thymol et le carvacrol rendent la
membrane des bactéries perméable, prémice de leur mort (Lambert et Skandamis, 2001).
La faculté de perturber la perméabilité de la cellule membranaire, accompagnée de la perte de
I'osmose chimique sont bien la preuve d'une activité Iétale de certaines HE (Cox et Mann,
2000).

4.2. Propriétés antifongiques des HE

Les champignons sont des contaminants fréquents des denrées alimentaires tels les
céréales, les fruits séchés et les oléagineuses. Leurs toxines secrétées occasionnent souvent de

graves atteintes a la santé humaine et animale.

4.2.1. Activité sur les moisissures

L'action inhibitrice de 5 HE (thym, sauge, eucalyptus, muscade, senné) a été testée a
différentes concentrations (100-500 ppm) contre Alternaria alternaria. Les résultats obtenus
ont montré que les HE de senné et de thym avaient la plus forte activité antifongique. A 500
ppm, I'HE de senné a complétement inhibé la croissance d'Alternaria alternaria, tandis qu'a la
méme concentration, celle du thym ne I'a fait qu'a 62%. Une inhibition irréversible peut étre
obtenue par une exposition a I'HE de senné pendant 6 jours (300ppm) ou de 3 jours
(500 ppm) (Feng et Zheng, 2007).

Les HE de sept Labiacées marocaines ont été analysées chimiquement par CG/SM et
évaluées in vitro pour leur activité antifongique contre Botrytis cinerea. Les HE de

I'Origanum compactum ont totalement inhibé le développement de la moisissure et ceci a 100

ppm.
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Les deux principaux composes des HE des deux plantes et qui sont le thymol et le
carvacrol, sont les plus inhibiteurs (100% d'efficacité) du développement de Botrytis cinerea,
ceci a 100 ppm (Bouchra et al., 2003).

Donc, les HE pourraient étre proposées comme agents antifongiques dans les
traitements de produits alimentaires pour prévenir la présence des aflatoxines, des

ochratoxines ou des stérigmatocystines.

4.2.2. Activité sur les levures

Les levures sont largement réparties dans la nature, de ce fait, elles sont capables
d'altérer plusieurs types d'aliments tels: les vins, le fromage, le vinaigre, les jus, les fruits, les
salades, le sucre.et la viande, causant ainsi des changements de leur odeur, de leur couleur, de

leur godt et de leur texture (Souza et al., 2006).

L'activité antifongiqgue de I'HE d'Origanum vulagaris L., a été évaluée en
déterminant la CMI de I'HE par deux méthodes. Le test a été réalisé sur 7 levures de
pourritures des aliments dont Candida albicans ATCC 7645, Pichia minuscula NI 7638 et
Rhodotorula rubra LBFHC 1096.

Les résultats ont montré que I'HE d'Origanum vulgaris L. inhibait le développement

de toutes les levures dans les deux méthodes, mais a des CMI variables (Souza et al., 2006).

5. Activité antimicrobienne des extraits éthanoliques

Les extraits végétaux sont des polyphénols principalement composés de phénols et
de flavonoides et selon Biondi et al., (1993), les constituants phénoliques sont les principaux

responsables de I'activité antimicrobienne.

Selon Nacoulma (1996) et Scalbert (1991), La présence de tanins et de saponosides
dans les extraits de plante pourrait justifier les propriétés antimicrobiennes observées car ces

substances ont des propriétés antibactériennes connues.

Des propriétes antivirales chez des extraits de la plante Detarium microcarpum ont

été rapportées (Moore et Pizza, 1992).

Il est bien connu que Staphylococcus aureus, Escherichia coli et des espéces du
genre Bacillus, en particulier Bacillus cereus, sont des agents d'intoxications alimentaires
alors, selon Burt (2004), il serait intéressant d’utiliser les extraits de plantes pour 1'inhibition
de la croissance et donc, la réduction du nombre des agents pathogénes les plus graves

d'origine alimentaire.
Une étude effectuée par Kivrak et al, 2009, sur plusieurs souches bactériennes
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parmi elles Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae,  Staphylococcus aureus, a montré que I’extrait éthanolique de Salvia
potentillifolia présente une bonne activité antibactérienne vis-a-vis de ces différentes

bactéries.

Cette méme étude affirme que ’extrait de Salvia potentillifolia testé sur deux levures
Candida albicans, Candida tropicalis, inhibe la croissance et la prolifération de ces derniéres,

et donc présente une activité antifongique en plus de 1’activité antibactérienne (Kivrak et al,

2009).

Les extraits de plante ainsi que les huiles essentielles de 10 espéces végétales parmi
elles Origanum vulgare, ont été testés comme inhibiteurs de la croissance de Paenibacillus
larvae, agent causal de la loque américaine ont été inclus dans 1'é¢tude. L’extrait végétal a
montré la plus grande activité antibactérienne, la croissance de presque toutes les souches de

Paenibacillus larvae testé a été inhibée par ces extraits. (Gonzélez et Marioli, 2010)

Et selon ces travaux, les huiles essentielles ont été moins actives pour I'inhibition de

la croissance des larves Paenibacillus larvae (Gonzalez et Marioli, 2010).

Les activités antibactériennes des extraits pourraient justifier les indications
thérapeutiques de Detarium microcarpum en médecine traditionnelle dans le traitement de la

méningite, des diarrhées, des panaris (Loubaki et al., 1999).

6. Facteurs influencant I'activité antimicrobienne

Selon Hulin et al. (1998) les facteurs influencant les propriétés antimicrobiennes des
HE sont:
6.1. Effet de la température
Moleyar et Nasimham (1992) et Bowils et al., (1995) ont montré respectivement que
la température affecte les propriétés d'inhibition de l'aldéhyde cinnamique quand la
température augmente de 20°C a 30°C et, augmente les propriétés antibactériennes des

carbonyles aromatiques et aliphatiques lorsque la température baisse de 37°C a 12°C.

6.2. LepH
Sur 1lcomposés étudiés dont l'eugénol, le maltol et le menthol, Jay et Rivers
(1984) ont constaté une augmentation de l'activité de tous les composés a pH 6 par rapport au
pH 8. A pH 5 et a la température d'incubation de 5°C, 0,01 g/l de diacétyle suffisent pour
inhiber Pseudomonas jluorescens et Staphylococcus feecalis, alors qu'a 15°C, 0,078 g/l et

0,156 g/l sont respectivement nécessaires pour inhiber ces microorganismes.
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7. Applications des HE sur les aliments

Trois HE (thym, ail, piment) ont été étudiées pour leur pouvoir antibactérien sur des
saucisses de hot-dog contre Listeria monocytogenes. Les tests ont porté sur trois genres de
saucisses: 0%, 9% et 26% de matiere grasse. Les résultats obtenus montrent que le thym a une
concentration de 1 ml/l inhibait parfaitement le développement dans les deux premiers genres
et non dans le troisieme, alors qu'a la méme concentration, l'ail inhibait le

développement dans les trois genres.

Les propriétés organoleptiques d'une viande de beeuf hachée contenant 1%
(volume/poids) d'HE d'origan ont été améliorées durant un stockage sous un emballage sous

vide et sous une atmosphére modifiée a 5°C (Oussalah et al., 2006).

Le développement d'Alternaria alternaria a été considérablement inhibé sur des
tomates fraiches traitées avec de I'HE de senné et entreposées pendant 5 jours a 25°C. Le
pourcentage de tomates pourries traitées avec 500 ppm d'HE était de 19,1% (Feng et Zheng,
2007).

Un concentré de tomate inoculé avec Aspergillus jlavus puis traité avec 500 ppm d'HE
de thym et entreposé a 25°C pendant deux mois gardait tout son godt et son ardbme en plus de

I'inhibition d'Aspergillusjlavus (Omidbeygi et al., 2007).

En présence d'eugénol, composé majeur de I'HE du clou de girofle, la production
d'aflatoxines dans les grains de mais traités diminue d'environ 60 % par rapport aux témoins
(Hulin, 1998).
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Chapitre VI : Activites insecticide

Introduction
Depuis que les grains sont stockés par I’homme, le probléme de leur conservation est
posé. Il consiste a mettre hors d’atteinte des intempéries, des déprédateurs et des parasites, des
masses de grains plus ou moins importantes pour des durées variables.
Le stock de graines constitue une entité formée d’une part des graines a stocker et
d’autre part de I’environnement dans lequel il évolue et ou il subit diverses agressions.
Ces agressions se répartissent en quatre groupes principaux :
» Les agressions d’origine mécanique sont dues a des chocs entrainant des fissures ou
des brisures.
» Les agressions d’origine biochimique et chimique ; sont trés variées : réaction de
Maillard, dénaturation des protéines, dégradation et destruction des amidons.
» Les agressions d’origine enzymatique sont dues a des hydrolases qui dégradent les
réserves biochimiques du grain.
» Les agressions d’origines biologiques sont dues a des étres vivants (rongeurs, oiseaux,
insectes, acariens et microorganismes), ce sont les insectes et les acariens en

particulier, qui causent le plus de dégats aux denrées stockees.

Les insectes présentent comme effet direct sur le grain entreposé une perte de poids,
de la valeur nutritive et du pouvoir germinatif. De plus, I’humidité issue du métabolisme de
leurs pullulations et les produits d’excrétion azotés favorise 1’apparition de moisissures dans

les lieux de stockage.

1. Historique

De nombreuses molécules qui présentent une action défensive du végétal contre les
ravageurs ont été identifiées depuis longtemps. Ainsi plus de 2000 especes végétales dotées
de propriété insecticides ont été répertoriées .C’est donc a partir d’observation empirigques,
constatant que certaines plantes se protégeaient mieux que d’autres contre des prédateurs qui
importunaient aussi les hommes, que se sont développés les premiers usages phytosanitaires
des végétaux (Regnault-Roger, 2008). Dés I’ Antiquité, les Chinois, les Grecs et les Romains
utilisaient des plantes ou extraits de plantes avec du soufre et de 1’arsenic comme insecticides.
Celles-ci ont également joué un réle important pour la préservation des denrées stockées dans
les greniers traditionnels en Afrique. Les biologistes et les grands naturalistes d’aujourd’hui,
ont fondé de nouvelles approches de lutte contre les ravageurs des denrées entreposées, sur les

bases de leurs connaissances scientifiques dans le domaine de biopesticides développées a
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partir des utilisations ancestrales des plantes aromatiques en profitant notamment des

améliorations des techniques d’analyses (Philogéne, 2008).

2. Pouvoir insecticide des extraits végétaux

Plusieurs plantes aromatiques méditerranéennes présentent des propriétés
insecticides, en exercant un effet protecteur a double niveau : en provoquant la mort de
I’insecte et en inhibant sa reproduction. Cet effet est prouvé chez de nombreuses espéces
végétales appartenant a différentes familles botaniques : Myrtaceae, Poaceae, Umbelliferae,
Lauraceae, Myristicaceae,...etc. Celles qui sont le plus actives appartiennent aux Lamiaceae
(labiées), parmi lesquelles on distingue 1’efficacité du thym et du serpolet (Thymus vulgaris et
T. serpyllum), du romarin (Rosmarinus officinalis), de I’origan (Origanum vulgare)

(Regnault-Roger et Hamraoui, 1995).

Les huiles essentielles extraites de plantes aromatiques sont considérées comme des
fumigants naturels. Elles présentent une forte toxicité chez les insectes qui sont des
invertébrés (Negahban et al,. 2007), alors qu’elles sont surtout connues comme présentant
une faible toxicité vis-a-vis des vertébrés par US Food and Drug Administration. Cette
différence de toxicité chez les vertébrés et les invertébrés est liée a la structure de leurs
récepteurs octopaminergiques qui constituent les voies d’entrée des HE dans 1’organisme

(Enan, 2000).

2.1. Action des huiles essentielles
Les huiles ont des effets anti-appétant, affectant ainsi la croissance, la mue, la
fécondité et le développement des insectes.
Il 'y a eu également inhibition compléte de la pénétration des larves dans les graines
traitées avec du linalool et du thymol. De plus, ce dernier produit s’est avéré inhibiteur de

I’émergence des adultes (Regnault-Roger et Hamraoui, 1995).

» Effet sur ’octopamine
L’octopamine est un neuro modulateur spécifique des invertébrés, cette molécule a
un effet regulateur sur les battements de cceur, la motricité, la ventilation, le vol et le

métabolisme des invertébrés.

Enan (2000) et Isman (2000) font le lien entre 1’application de I’eugénol, de 1’a-

terpinéol et de 1’alcool cinnamique et le blocage des sites accepteurs de I’octopamine. IIs
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concluent que ’effet peut varier d’un terpéne a I’autre et que les huiles essentielles peuvent

agir en tant qu’agonistes ou antagonistes du neuro transmetteur.

En général, les huiles essentielles sont connues comme des neurotoxiques a effets
aigus interférant avec le transmetteur octopaminergique des arthropodes. Ces huiles sont donc

peu toxiques pour les animaux a sang chaud.

» Effet sur le systeme nerveux

Les huiles essentielles sont riches en monoterpénes et causent la mort des insectes

par inhibition de I’activité de 1’acétylcholinestérase au niveau du systéme nerveux (Houghton

et al., 2006).

» Effets physiques des HE

Les huiles essentielles agissent directement sur la cuticule des arthropodes a corps
mou. Isman (2000) fait cette hypothése car, plusieurs huiles essentielles semblent plus
efficaces sur les arthropodes a corps mou.

La nature lipophyle de I’huile essentielle peut dégrader la couche cireuse de la
cuticule et causer des pertes en eau. Les tranchées et sacs d’air des insectes sont enduits de
cette couche cireuse et sont afféctés par I’huile essentielle ce qui peut entrainer 1’asphyxie.

D’autres travaux ont démontré que I’huile essentielle de Thymus persicus posséde
un effet repulsif et toxique vis-a-vis de Callosobruchus maculatus et Tribolium castaneum.
Les doses létales a 50% de cette huile contre les deux ravageurs etaient respectivement de
2.39 pl/ cm? et de 234.42 pl/ cm? (Moharramipour et al., 2008).

Les huiles essentielles de trois plantes de la famille de Zingiberaceae ont montré une
forte activité toxique contre Tribolium casteneum, Sitophilus zeamais (Suthisut et al., 2011).

Deux Iépidoptéres (Ectomyelois ceratoniae Zeller et Ephestia kuehmilla Zeller) sont
avérés treés sensibles aux traitements avec de 1’huile essentielle de Pistacia lentiscus.

Les auteurs ont aussi détéctés une reduction de la fécondité et du taux d’émérgence

des ravageurs (Bachrouch et al., 2010).

2.2. Modes de pénétration des HE dans ’insecte
» Par contact
Plus récemment, il a été démontré que de nombreux constituants terpénoides d’huiles
essentielles végétales sont toxiques au contact pour un large éventail d’insectes et peuvent

étre utilisés comme insecticides.
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» Par inhalation
Certains Monoterpenes entrainent une toxicité inhalatoire chez certains insectes, tel que le
carvacrol, linalool, eugénol, thymol, terpinéol, cuminaldéhyde, p-cyméne, anéthole,
cinnamaldéhyde,

» Par ingestion
L’ingestion de certains composés des huiles essentielles entraine des signes d’intoxication

chez I’insecte (neurotoxicité, effet anti-appétant).

2.3. Moyens de lutte

Les méthodes de gestion des stocks généralement utilisées sont les méthodes
traditionnelles, la lutte chimique et la lutte biologique.
2.3.1 Les méthodes traditionnelles
D’apres (Amevoin, 1998) diverses méthodes traditionnelles ont été répertoriées :
e L’utilisation de nombreuses espéces végétales ou certaines de leurs parties a activités
insecticide.
e L’utilisation de la fumée ou le séchage au soleil (utilisation de la température et de
I’humidité)
e L’utilisation des substances comme I’argile et le sable
2.3.2 La lutte chimique

Parmi les moyens utilisés, la lutte chimique qui reste a court et a moyen terme,
efficace pour assurer une protection effective des stocks :

a) Insecticides de contact: sont des produits de synthese qui pénéetrent dans les tissus
de I’insecte et ont un effet toxique par contact, ils sont commercialisés sous forme de poudre,
de solution a pulvériser (Crus et al., 1988)

b) Les produits de fumigation: sont des insecticides a haute tension de vapeur qui
agissent a I’état de gaz mais sont commercialisés sous formes de pastilles comme la
phosphine et le bromure de méthyle (Singh et al., 1990). La fumigation est la mieux adaptée
pour traiter a la fois des formes externes (adultes et ceufs) et les formes qui se développent a
I’intérieur de la graine (Zlter et Arthur, 2000).
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2.3.3. La lutte biologique

Ce mode de lutte s’articule dans la majeure partie des cas sur ['utilisation de
parasites, introduire ou réintroduire des parasitoides et des prédateurs comme agent de
régulation des ravageurs (Protoctor, 1995). Des efforts ont été fournis pour développer de
nouveaux composes pour, les substituer a ceux couramment utilisés. L’exploitation de
matieres premiéres renouvelables d’origine végétale pour la fabrication de bio-insecticides
correspond a la nécessité de répondre aux réalités environnementales actuelles telles que la
lutte contre I’effet de serre, la réduction de la pollution, un faible effet toxicologique et la
biodégradabilité du produit (Hernandez-Ochoa, 2005). Parmi les molécules a fortes valeurs
ajoutées, mais présentes en faibles quantités et dotées d’une activité biologique et olfactive,

citons les huiles essentielles (Jouault, 2012).

2.4.  Apercu bioécologiques des insectes

2.4.1. LaBruche de Niébé « Callosobruchus maculatus F.»
» Caracteres généraux de la famille des Bruchidae

Les Bruchidae constituent un groupe homogene d’insectes cléthrophages dont le
développement se déroule en général a I’intérieur d’une méme graine (Delobel et Tran,
1993). Ils sont pour la plupart des petits coléopteres de couleur terne (& dominante brunatre).
Un grand nombre d’espéces appartenant a cette famille sont des déprédateurs majeurs des
stocks de légumineuses (Nyamador, 2009). Ils sont caractériseés par une forme courte,
ramassée globuleuse ou sub-parallélépipédique dont la taille oscille de 3,5 a 5mm. La téte est
prolongée en avant en un museau élargi et muni de deux gros yeux réniformes (Mallamaire,
1962).

» Description de la Bruche de Niébé « Callosobruchus maculatus F. »

C’est un insecte de petite taille (2,8 - 3,5 mm) ; dont le corps est de forme oblongue
de couleur brun rougeatre a gris, les femelles ont une taille plus importante que les males. A
1’état adulte, Callosobruchus maculatus est une espece dimorphique. Il existe deux formes en
fonction de la coloration et les motifs des élytres et du pygidium, 1’aptitude au vol et la
fécondation. Ce sont la forme voliére ou active et la forme non voliére ou normale (Caswell,
1961 ; Utida, 1981).

La forme voliére ou active a fécondité faible (10 a 15 ceufs) par femelle (Glitho et
al., 1988 ; Delobel et Tran, 1993). Elle est capable de voler et est responsable de I’infestation

des cultures. Généralement elle est grande de taille et la coloration rousse est souvent absente,
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les facteurs déterminant 1’apparition de cette forme (température, qualité du substrat
trophique, humidité des graines) (Ouedrago, 1996).

La forme non voliere ou normale a fécondité élevée, est caractérisée par son
incapacité au vol due a ses muscles alaires atrophiés (Ouedrago et al., 1996). Cette forme est

adaptée aux conditions de stockage.

» Cycle de Développement

Le cycle de développement de Callosobruchus maculatus dépend de la température
et de I’humidité (30 °C et 70 %) du milieu. Aprés I’accouplement, les femelles pondent sur les
gousses en voie de maturation ou directement sur les graines. Les ceufs pondus seront fixés
par les femelles avec une substance gélatineuse. Lors de la ponte, une phéromone de
marquage est déposée en méme temps que 1’ceuf, elle permet a la femelle d’éviter les grains
fortement infestées, et de réduire ainsi les compétions inter-larvaires (Delobel et Tran, 1993).
La moyenne des pontes par femelle varie entre 75 et 100 ceufs (Larson, 1924).

L’éclosion des ceufs survient 5 a 7 jours apres la ponte dans des conditions
favorables. La larve qui ne possede pas encore de pattes motrices perfore la paroi externe de
I’enveloppe de la gousse ou du tégument de la graine et rentre a I’intérieur (Fox, 1994).

La larve peut accéder directement aux réserves nutritives de la graine au niveau des
gousses, comme elle peut échouer dans le vide (espaces inter-grains) ou déboucher, au cours
de son transit trophique, sur un petit grain a faible réserve ne pouvant lui permettre d’atteindre
le stade final de développement.

La nymphose dure 7 jours chez Callosobruchus maculatus (Delobel et Tran, 1993).

Elle se déroule a I’intérieur d’un seul grain. L’adulte émerge de la graine pour
commencer un nouveau cycle de vie aprés avoir traversé la fenétre de sortie préparée par la

larve.

» Position Systématique

C’est en 1775 que Fabricius a décrit pour la premiere fois la bruche du niebé sous le
nom de Bruchus maculatus.
e Classe : Insecta
e Ordre: Coleoptéra.
e Sous ordre: Phytophagoida.
e Famille: Chrysomelidae.
e Sous famille: Bruchinae.

e Genre: Callosobruchus.
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e Espéce: Callosobruchus maculatus F. (Southgate, 1979).

» Origine et répartition géographique

Callosobruchus maculatus est une espece cosmopolite, originaire du continent
Africain (Southgate, 1978). Les échanges commerciaux seraient a 1’origine de sa distribution
actuelle. Elle est surtout abondante en Amérique mais également sur tout le pourtour
méditerranéen dans 1’ouest africain a Madacasgar, en Chine, au Japon et Hawaii (Lepesme,
1944).

» Pertes et dégats occasionnés par « Callosobruchus maculatus F.»

D’apres (Ngamo et Hance, 2007) ont rapporté que les insectes ravageurs des denrées
stockées, majoritairement des coléoptéres peuvent causer des pertes qualitatives et
quantitatives, non seulement une réduction des graines, mais également une diminution de la
qualité des graines et de la viabilité des semences, compromettant leur consommation et leur
semis et ces pertes interviennent a tous les stades, de la récolte a la consommation, plus de
30% de la production est perdue (Alzouma, 1995), cette proportion est plus forte en région
sahélienne du fait de la longue période de stockage (Ngamo et Hance, 2007). Si aucune
protection n'est faite aprés sept mois de stockage, la perte des denrées peut étre totale.
(Caswell, 1961) a estimé qu’au Nigeria, les perdes en poids sec dues a Callosobruchus
maculatus excédent les 2900 tonnes par année. (Singh et al., 1978) estiment que la totalité
des graines de niébé infestées par Callosobruchus maculatus aprés une période 3 a 5 mois de
stockage. Au Sénégal, les dommages en terme de graines peuvent atteindre les 99%, apres 6
mois de stockages (Seck et al., 1991). Les pertes occasionnées par Callosobruchus maculatus
avoisinent les 800 a 900 g/ kg.

D’apres (Ouederago et al., 1996) en plus des pertes en poids, I’infestation par
Callosobruchus maculatus affecte la qualité des graines, en réduisant leur capacité
germinative, des pertes en éléments nutritifs, une diminution de la teneur en thiamine, une

augmentation de ’acidité des gousses et une dénaturation des protéines (Southgate, 1978).
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2.4.2. Dendroctone de la farine « Tribolium confusum Duval »

» Caracteres géneraux de la famille des Tenebrionidae

Les tenebrionidae constituent 1’une des plus vastes familles du régne animal, ils
représentent 1’ordre des coléoptéres avec plus de 19 000 espéces décrites. Leur répartition

mondiale est principalement dans les régions désertiques (Delobel et Tran, 1993).

Les tenebrionidae sont des coléopteres de taille comprise entre 2 mm.et 80 mm, de forme tres
variée, a téguments le plus souvent rigides, épais, noir mat ou luisant, de teinte sombre, coloré
ou «métallique» par interférence, avec des yeux généralement grands, ovales ou ronds chez
certaines sous-familles. Antennes de 11 articles, plus rarement 10.aptéres ou ailées, avec
nervation alaire du type primitif, 5 sternites abdominaux, pattes longs ou tout au contraire,

contractées, souvent fouisseuses (Balachowsky, 1962).

» Description du Dendroctone de la farine « Tribolium confusum Duval »

Au stade adulte le tribolium brun de la farine est un petit coléoptére brun rougeatre
de 3,5 mm de long. Son corps est lisse et allongé. La larve vermiforme peut atteindre 6 mm de
longueur a son plein développement. Elle se distingue par les deux courtes pointes qui

terminent son abdomen.

Le tribolium brun de la farine est un insecte qui se déplace rapidement lorsqu’il est
dérange, mais il ne vole pas. Sa petite taille et ses piéces buccales de broyeur lui permettent de
s’infiltrer dans les contenants et les emballages fermés. Les adultes et les larves se nourrissent
de farines de céréales; ils sont incapables de perforer les grains non moulus. On les retrouve
dans les minoteries, les usines alimentaires, les boulangeries et les habitations ou ils infestent
les céréales et autres produits de mouture. Lorsqu’ils se retrouvent en grand nombre, la farine
prend un aspect grisatre et moisit rapidement. lls laissent une odeur désagréable dans les

aliments, les rendant impropres a la consommation (Anonyme 3).

» Cycle de Développement

a) L'ceuf

L'ceuf est oblong et blanchatre, presque transparent a surface lisse recouverte d'une
substance visqueuse qui lui permet d'adhérer a la denrée infestée il mesure en moyenne 0.6 X
0.3 mm (Lepesme, 1944) (Figure 15).
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b) La larve
L'éclosion de I'ccuf donne naissance a une la larve néonate et de couleur blanche, de
petite taille ne dépassant pas 1.4 mm. Elle passe par plusieurs stades dont le nombre varie de

5 a 12 selon la température, I'numidité relative et la qualité de I'alimentation.

La larve de dernier stade est cylindrique mesure environ 7 mm de long et 0,8 mm de
large, sa couleur est d'un jaune pale. Son corps presque glabre, se termine par deux paires

urogomphes (Figure 15).

¢) La nymphe

Est blanche et nue, les segments de son abdomen sont explantés latéralement en
lames rectangulaires a bords crénelés (Balachowsky, 1936). La nymphe reste sans protection
et est incapable de se déplacer (Figure 15).

d) L'imago

L'imago est d'un blanc jaunatre, son tégument se sclérotinise et se pigmente 2 a 3
jours aprés son émergence. La couleur devient brun rouge, sa taille atteint 3 a 4 mm. Ces
élytres allongés, paralleles et arrondis a I'extrémité postérieure, portent des lignes régulieres
de ponctuation séparées par des cotés tres fins (Lepesme, 1944). Les pattes sont courbeées, les

tarses postérieurs sont formeés de quatre articles (Figure 15).

exuvie

't

\

osufs

Figure 15 : Différents états de T. confusum Duval.
a) : l'ceuf ; b): larve, c): nymphe, d): adulte.
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» Position Systématique du Tribolium confusum Duval.

Selon Lepesme (1944) la classification de cette espéce est la suivante :
e Embranchement: Arthropoda.
e Classe: Insecta.
e Ordre: Coleoptera.
e Sous Ordre: Polyphaga.
e Famille: Tenebrionidae.
e Sous Famille: Ulominae.
e Genre: Tribolium.

e Espeéce: Tribolium confusum Duval.

» Origine et répartition géographique

Le ver de la farine est cosmopolite, d’origine indo-australienne (Smith et Whitman,
1992). Il se rencontre généralement dans les boulangeries et les minoteries. Ce Tribolium est
tres nuisibles aux produits céréaliers, y compris les grains, la farine, les flocons d'avoine et le
son. Il est essentiellement une espéce des pays froids, et est trouvé dans des secteurs tempérés,
mais survivra I'hiver dans les endroits protégés, particulierement ou il y a de la chaleur
centrale (Tripathi et al., 2001). En Afrique le Tribolium a une distribution différente en ce

que se produit dans le monde entier dans les climats les plus frais (Smith et Whitman, 1992).

D’aprés, Lepesme (1944), cet insecte préfere les régions tempérées et remonte assez

loin dans le nord de I’Europe et de I’ Amérique.
» Régime alimentaire et dégats occasionnés par « Tribolium confusum Duval »

Le Tribolium recherche surtout les denrées amylacées pulvérulentes comme la farine,
le son (Lepesme, 1944). Les adultes sécretent une substance nauséabonde, riche en quinones

qui donne au lot infesté une odeur particulierement désagréable.

D'aprés Steffan in Scotti (1978), ils sont tres polyphages, ce sont des cléthrophages
secondaires, car les larves et les adultes se nourrissent surtout de brisures, elles attaquent les

grains endommagés, escortent souvent les charangcons ou parachévent leurs dégats.
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Chapitre | : Materiels et Méthodes

1. Matériels

1.1.  Matériel végétal

Les plantes (tableau 11) que nous avons utilisées lors de notre expérimentation sont:
le Fenouil marin (Crithmum maritimum L.) provenant des environs de Hammamet et
Ain Benian, la Mélisse (Melissa officinalis L.) originaire de la région de Sétif et le Thym

(Thymus pallescens de Noé) provenant de la région d’El Kadiria wilaya de Bouira.

Tableau 11: Le matériel végétal utilisé.

Especes Parties utilisées Etat Date de récolte
Crithmum maritimum L. | Feuilles et fleurs Frais Aout 2015
Melissa officinalis L. Feuilles et tiges Frais Mars 2015
Thymus pallescens de Noé Feuilles Frais Juin 2014

1.2. Matériel microbiologique

L'activité antimicrobienne des HE étudiées a été testée sur sept micro-organismes
(05 bactéries pathogenes et 02 levures), qui sont tous de souches pures et issues de la
collection du CRD-SAIDAL. Le tableau 12 illustre les principales infections causées par ces

micro-organismes.

Page 88



Partie 2 : Etude Expérimentale

Tableau 12: Caractéristiques des souches microbiennes testées.

Chapitre I: Matériels et Méthodes

Souche n° ATCC Gram Famille Prlnupales’mfectlons Milieux de
causées culture
- Gastro-entérites ;
Staphylococcus - Infections urinaires ; Mueller-
aureus : Hinton
6538 + Micrococcaceae - L'ostéomyélite et
l'arthrite.
-Crampes abdominales; _
P;ilrjgomggjs 9027 - Pseudomonadaceae '\ﬂ“:ﬁ![:fr:
g - Troubles digestifs.
- Diarrhées
Escherichia coli dysentériformes. Mueller-
4157 Hinton
- Enterobacteriaceae -
- Gastro-entérites.
Bacillus subtilis 9372 + Bacillaceae -Gastro-entérites. Mgeller-
Hinton
- infections
respiratoires
. - Infections
Klebsiella . . . Mueller-
. 4352 - Enterobacteriaceae nosocomiales : .
pneumoniae . Hinton
cystite,
pneumopathie,
septicémies
- Lésions cutanées ;
Candida albicans i In;ectilol?; Sabouraud
24433 / Cryptococcaceae esophagiennes
- Infections génitales.
Saccharomyces - Lafongémie
cerevisiae 2601 / Saccharomycetaceae - Infection urinaire | Sabouraud
- Péritonite

1.3.  Matériel entomologiques

Les especes étudiées «Callosobruchus maculatus F.» et «Tribolium confusum Duv.»

ont été acquises et identifiées dans le laboratoire de phytopharmacie du département de

Zoologie de I’Ecole Nationale Supérieure Agronomique. Elles sont entretenues par des

élevages de masse dans des bocaux en verre de 16 cm de hauteur et 8 cm de diametre au

niveau du laboratoire de phytopharmacie.
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Pour la bruche du Niébé la multiplication de masse est conduite dans les bocaux en
verre contenant chacun 100 g de pois chiche commercial, chaque bocal est ensuite infesté par
20 couples d’insectes adultes.

Concernant 1’espece T. confusum I’¢levage est conduit dans des bocaux en verre
contenant chacun 250g de farine commerciale plus 5% levure boulangere, chaque bocal est
bien mélangé puis infesté par 40 insectes adultes.

L’ensemble des bocaux contenant les élevages des deux insectes sont placés dans
une étuve obscure a une température de 30°C £ 1°C et une humidité relative de 70% + 5%

afin d’assurer une reproduction rapide.
2. Méthodes

2.1. Procédé d’irradiation des échantillons de thym

Au cours de ce procédé, une source de rayonnement Gamma de *°Co est utilisée sur
les feuilles de thym séchées. L’irradiateur pilote du Centre de Recherche Nucléaire d’Alger
(CRNA) est composé de trois sources cylindriques de ®°Co de type COP4 fabriquées par ORIS
(France). Elles sont disposées verticalement dans un porte-source en acier inoxydable
(Figure 16). Les sources de dimension 384mm de hauteur et de 26,6mm de diamétre ainsi
disposées forment une hauteur active de 1152mm. Pour des raisons pratiques une cale de
85mm 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.

Grille
Carroussel

| Déioniseur
d'eau
Filtre a

|| cartouches

6000

° de position
Platine Serrure

- Evacuation

de l'ozone

|
'

. Volet { Pompe

|

g Portique coupe-fe! Electrovanne

Figure 16: Shéma de I’irradiateur pilote du CRNA.
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2.2. Extraction des huiles essentielles
L'extraction des HE a été réalisée au laboratoire de chimie a I'Ecole Nationale
Supérieure Agronomique par hydrodistillation au moyen d'un appareil de Clevenger modifié.

2.2.1. Protocole expérimental d'extraction

100 g de matiére végétale constituée des parties aériennes séchées, sont introduits
dans un ballon de 2 litres rempli d'eau aux 2/3 de son volume.

Le ballon chauffé produit de la vapeur chargée de produits volatils. Cette vapeur se
condense au contact du réfrigérant. Le condensat est recueilli dans une ampoule a décanter ou
I'on sépare la phase aqueuse de la phase organique (phase supeérieure) qui constitue I'HE qui
sera sechée avec du sulfate de sodium anhydre (Na>SOs) afin d'éliminer toutes traces d'eau.
L'HE séchée, séparée du sulfate de sodium par filtration sur de la laine de verre, est conservee

a 6°C dans un flacon en verre brun fermé hermétiquement en vue de son analyse.

2.2.2. Rendement de I'extraction

On définit le rendement en HE de différentes maniéres. Dans ce travail nous avons
considéré celui du rapport entre le volume de I'huile récupérée (V He) et la masse de la matiere
végétale sechée (Mv).

Le rendement en HE exprimé en pourcentage est donné par la relation suivante:

Rdt¥e = Vyue/100 grammes de la matiére végétale

Avec:
Rdt%: Rendement en HE.
VHEe : Volume de ’HE obtenue (ml)

Cette relation est actuellement la plus utilisée du fait de sa simplicité.

2.3. Extraction des composés phénoliques

L'objectif de cette extraction est de libérer les polyphénols présents dans les feuilles

et tiges des plantes. Pour cela, nous avons utilisé la technique d’extraction solide-liquide par

Soxhlet.
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2.3.1. Mode opératoire

Les plantes séchées sont finement broyées en poudre, on introduit dans une cartouche
en cellulose 20g de poudre de chaque plante, puis le solvant d’extraction (Ethanol absolu)
versé dans le ballon a raison de 150 ml, I’extraction solide-liquide par Soxhlet dure 6 heures

(Figure 17) et elle répétée jusqu’a obtention d’un solvant incolore.

Figure 17: Montage de I’extraction solide-liquide par soxhlet.

Le solvant récupéré aprés I’extraction (contenant les polyphénols) est évaporé a sec
dans un Rotavapor pendant environ une heure, les ballons secs contenant les extraits de
chaque plante sont déposés dans un dessiccateur pour éliminer une éventuelle humidité

résiduelle. Enfin, les ballons renfermant les extraits sont pesés.
2.3.2. Le taux d’extraction
Le taux d’extraction est donné par 1’expression suivante:

Le taux de matiére extraite (%) =[ (F; - Fp) /E] . 100

Po : Poids du ballon vide (g).

P1 : Poids du ballon apres I’évaporation du solvant (g).

E : Poids de la poudre de plante (g).
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2.4. Caractéristiques des HE
La caractérisation d’une essence consiste a :
v’ Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur, saveur) ;
v’ Déterminer ses indices physico-chimiques (densité et indice de réfraction...) ;

v Obtenir son profil chromatographique et une quantification relative des différents

constituants.

2.4.1. Propriétés organoleptiques
L'appréciation des caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles
nécessite l'utilisation de nos sens afin d'évaluer I'aspect, I'odeur, la couleur ainsi que la

flaveur.

2.4.2. Indices physique
Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physico-chimiques sont celles
indiquées par le recueil de normes de I'Association Frangaise de Normalisation (AFNOR).

2.4.3. Densité relative & 20°C: Norme NF T 75 -111
2.4.4. Indice de réfraction a 20°C: Norme NF T 75 -112

2.5. Analyse qualitative et semi-quantitative des HE par CPG et CPG/SM

Les HE extraites des trois plantes étudiées ont été soumises a des analyses

qualitatives et semi-quantitatives par chromatographie.

2.5.1. Analyse qualitative des HE par chromatographie en phase gazeuse seule

L'analyse qualitative par CPG des échantillons d'huiles essentielles a éte effectuée au
laboratoire d'analyse instrumentale du département de Technologie Alimentaire de I'Ecole
Nationale Supérieure Agronomique selon les conditions opératoires suivantes : Appareil du
type HP6890 GC-FID. Colonne capillaire HP 5-MS. Longueur 30 m; diamétre interne 0.25
mm. Programmation de la température 60°C en isotherme pendant 8 minutes puis
augmentation de la température a raison de 2°C/min jusqu'a 280°C; Mode d'injection split
avec un rapport de division de 1/25 ; Température de détection 320°C; Gaz vecteur Azote

« N2 »; Débit du gaz vecteur 0.5 ml/min ; Volume injecté 0.2 pl.
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s+ Mode d'identification

L'identification des composés se fait par comparaison de leurs indices de rétention
(indice de Kovats) a ceux cités par la littérature et a ceux de certains étalons disponibles dans
notre laboratoire. Pour le calcul de ces indices, un mélange d'alcanes (C6 - C24) est injecté

dans les mémes conditions opeératoires que I'échantillon.

Les indices de Kovats (1K) sont calculés selon la formule suivante :

TE. -TE;
IE =100z + 100 n.
TR:-m_TRz

Avec:
TRc: temps de rétention du composé étudié (mn).

TR;: temps de rétention de l'alcane & z atomes de carbone qui précéde le composeé étudié (mn).
TRz+n : temps de rétention de I'alcane & z+n atomes de carbone qui suit le composé (mn).

n: différence des nombres d'atomes de carbone.

2.5.2. Analyse semi-quantitative des HE par CG/SM

Cette analyse a été faite au laboratoire de chromatographie a I’institut de chimie
(Université Science et Technique de Houari Boumediene « USTHB ») selon les conditions

opératoires suivantes:

» Chromatographie phase gazeuse

- Appareil du type HP6890 N (HP Agilent technologies) ;

- Colonne: HP5MS (5% Polymethylsiloxane) ;

- Longueur : 30 meétres ;

- Diametre interne: 0,250 mm ;

- Epaisseur du film de la phase: 0,25 um ;

- Programmation de la température: 35° C en isotherme pendant 2 min, puis
augmentation de la température a raison de 5° C/min jusqu'a 320° C ;

- Mode d'injection: Splita T=250° C;

- Température de détection: 280° C « interface » ;

- Pression: 6,75 psi ;

- Gaz vecteur: hélium ;

- Débit du gaz vecteur: 1 ml/ min ;

- Volume injecté: 0,2 pl.
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» Spectrométrie de masse

- Mode de détection: Scan ;

- Appareil: MS-5973 N (HP Agilent Technologies) ;
- Potentiel d'ionisation: 70EV ;

- Pression (Source, analyseur): 6 psi ;

s+ Mode d'identification

L’identification se fait en correspondant les spectres de masse des composés
enregistrés avec la banque de données spectres de masse (bibliotheques Wiley 7N et NIST
2005) et celle de la littérature des spectres de masse (Adams, 2007) et aussi par comparaison
de leurs indices de rétention relatif au n-alcane en C8 a C16 (Hazzit et al., 2009, Adams,
2007, Babushok et al., 2011). Certaines structures ont été confirmées par les normes

disponibles analysées sous les mémes conditions que celles décrites ci-dessus.

2.6. Dosage des composés phénoliques
2.6.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a
été décrite en 1965 par Singleton et Rossi. Depuis, son utilisation s'est largement répandue

pour caractériser les extraits végétaux d'origines plus diverses.

¢ Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) ou réactif de phénol de Folin ou réactif de
Folin-Denis, est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). En milieu
basique, le réactif de Folin Ciocalteu oxyde les groupements oxydables des composés
polyphénoliques présents dans 1’échantillon. Les produits de réduction (oxydes métalliques
We023/M0g023) de couleur bleue, présentent un maximum d’absorption dont 1’intensité est

proportionnelle a la quantité de phénols présents dans I’échantillon.

La quantification des phénols totaux a été établie par rapport a une courbe d’étalonnage
linéaire (y = ax + b) réalisée avec 1’acide gallique (polyphénol). La teneur en phénols totaux a

été exprimee en mg équivalent d’acide gallique / g d’extrait.
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2.6.2. Dosage des flavonoides

La méthode au trichlorure d’aluminium (Lamaison et Carnet, 1990) a été employée
pour la détermination de la teneur totale en flavonoides des extraits étudiés.

Une courbe d’étalonnage réalisée avec la Quercétine a différentes concentrations a Servi
a la quantification des flavonoides. Les résultats sont exprimes en mg équivalent Quercétine

par g d’extrait.

2.7.  Evaluation de P’activité antioxydante

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par quatre methodes parmi celles citées
dans la littérature. En général, le pouvoir antioxydant des HE testées est estimé par
comparaison avec des antioxydants de synthése (BHT, Tocopherol, Trolox). Le test a été
répété 3fois pour chaque concentration de chaque échantillon étudié.

2.7.1. Activité de piégeage du radical DPPH (2,2-Diphényl-1- picrylhydrazyl)
» Principe
Le piégeage des radicaux libres est le principal mécanisme suivant lequel les
antioxydants agissent dans les aliments. La capacité de donation des électrons par les HE, est
mise en évidence par une méthode spectrophotometrique en suivant la disparition de la

couleur violette d’un solvant polaire comme 1’¢thanol contenant le radical libre DPPH*

(2,2-Diphenyl-1-picryhydrazyl) a température ambiante.

Dans ce test le piégeage du radical DPPH" est suivi de la diminution de 1’absorbance
a 517nm qui est due a la réduction du radical par I’antioxydant (AH) contenu dans les

échantillons.

La concentration en antioxydant nécessaire pour piéger 50% des radicaux ICso est

souvent utilisée.

» Mode opeératoire

Le test du DPPH a été réalisé sur un spectrophotométre UV-visible de type
UNICAM HELIOS A a la longueur d’onde de 517 nm.

La solution de DPPH a été préparée a une concentration de 60 uM dans de 1’éthanol
absolu. Le test du DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par Cuendet et al. (1997),
Burits et Bucar (2000), ou 25 pl de chacune des dilutions des échantillons testés sont
mélanges avec 975 pl de la solution éthanolique de DPPH. Aprés une période d’incubation de
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30 mn a la température du laboratoire, 1’absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage

d’activité (I %) est donné par la formule suivante :

(%) = [(Apune — fead / (BApp)] - 100

Oou:
Ablanc : Absorbance du témoin (Solution de DPPH).
Aech : Absorbance de 1’échantillon.

L’¢étude de la variation de ’activité anti radicalaire en fonction de la concentration
des HE permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (ICsp). Plus
la valeur d’ICso est faible plus la substance active est puissante via a vis des radicaux libres.

2.7.2. Pouvoir réducteur
» Principe

L’aptitude des HE a réduire le fer ferrique du complexe ferricyanure-Fe™® en fer

ferreux, est évaluée selon la méthode décrite par Oyaizu (1986).

» Mode opératoire

L’estimation du pouvoir réducteur des échantillons étudiés est obtenue selon le

protocole expérimental représenté sur la figure 18:
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0125 ml de I'éc hantillon (HE et exirait)

!

25 ml d'une sohmtion tarpon phosphate {120, pH :6.6)
25 ml d’hexacyanoferrate de potassium [I; Fe (CN)] (1 %0
Incubation de 20 min 4 50°C
Addition de 2.5 ml d’acide trichloracétique (10%o)

Cenirifugation pendant 10 min a 1500 tr/min

!

Prélever 2.5 ml de la phase supérieure

!

Addition de 25 ml d’'eau distillée a Ia phase supérienre prelevee

!

Addition de 05 ml de chlorare ferrique FeClf,1%6) au moment de la lecture

!

Mesure de 1'absorhance a 700 nm

Figure 18: Protocole de mise en ceuvre du test du pouvoir réducteur.

2.7.3. Piégeage du radical-cation ABTS*
» Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des HE a piéger le radical cationique ABTS*
(Sel d’ammonium de [I’acide 2.2’azinobis (3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonique)
(Figure 19). En réagissant avec le persulfate de potassium (K2S20s), I’ABTS forme le radical
ABTS: ", de couleur bleu a vert, I’ajout d’un antioxydant va réduire ce radical et provoquer la

décoloration du mélange .Ce test est réalisé selon la méthode décrite par (Re et al., 1999).
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Figurel9 : Génération du radical-cation ABTS * avec le persulfate de potassium et sa
réaction avec un antioxydant (AOH) (De Oliveira et al., 2014).

» Mode opératoire

Une solution mere d’ABTS est préparée en mélangeant 7 mM d’une solution
d’ABTS avec 2.45 mM d’une solution de persulfate de potassium. Le mélange est laissé dans
I’obscurité et a température ambiante pendant 12 a 16 h avant utilisation. Cette solution est
par la suite diluée avec 1’éthanol afin d’avoir une absorbance de 0.7+0.02 a 734 nm. 1ml de la
solution d’ABTS est ajouté a 25 ul d’échantillon ou le témoin positif (Trolox et BHT), apres 7

min on note I’absorbance a 734 nm (Lien et al., 1999).
2.7.4. Test des substances réactives a ’aide de I’acide thiobarbiturique « TBARS »

» Principe

L’acide thiobarbiturique réagit avec le malonaldéhyde pour former un composé qui
absorbe a 532-535 nm, ce test a été réalisé selon la méthode décrite par (Benchabane et al.,
2015, Banchabane et al., 2012) , ou le jaune d’ceuf est utilis€é comme substrat riche en lipide.

L’acide thiobarbiturique réagit avec les produits de 1’oxydation en donnant un pigment qui

absorbe a 532 nm. (Figure 20).

La capacité d’inhibition de la peroxydation | en % (pourcentage d’activité anti

oxydante) est calculée selon la formule suivante :

| (%) = (1-A1/ Ao) X
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Ao : absorbance du témoin complétement oxydé (absorbance du témoin négatif).
A1 : absorbance de I’échantillon testé.

Le mélange réactionnel relatif au témoin négatif est constitué de tous les réactifs a
I’exception de la solution d’HE, tandis que celui des témoins positifs contient les substances

choisies comme références de comparaison (BHT et Trolox) a la place de la solution d’HE.

» Mode opératoire

Les différentes étapes du test de TBARS suivent le schéma opératoire suivant :
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0.25 ml de jaune d’ceuf & 10% (m/v) dans KCI a 14%

v

0.2 ml d’eau distillée

\ 4

0.05 ml d’échantillon dans du méthanol

\ 4

0.75 ml d’acide acétique a 20% (m/v)

\ 4

0.75 ml de TBA a 0.8% dans SDS 1.1% (m/v)

\ 4

Agitation au moyen d’un vortex

A 4

Chauffage dans un bain marie a 95°C pendant 60 mn

\ 4

Refroidissement a température ambiante

A 4

Addition de 1.5 ml de 1-butanol

A\ 4

Centrifugation a 1500 tour/mn durant 10 mn

\ 4

Collecte de la phase supérieure contenant le butanol

A 4

Mesure de I’absorbance a 532 nm

Figure 20: Protocole de mise en ceuvre du test TBARS.
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2.8. Evaluation de I’activité antimicrobienne
2.8.1. Etude qualitative : détermination de I’effet inhibiteur des HE étudiées

Pour évaluer I'activité antimicrobienne des HE testées, nous avons adopté la méthode
de diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles en cellulose appelés
aromatogrammes. Les tests ont été réalisés au niveau du CRD-SAIDAL (El Harrach, Alger).
Le principe de la méthode est tiré a partir du titrage des ATB «Pharmacopée Européenne,
2002 ». La méthode de diffusion sur milieu gélosé a été utilisée auparavant par plusieurs
chercheurs, Chao et al. (2000) et Ozcan et al., (2003).

<> Principe

La méthode des aromatogrammes consiste a déposer un disque stérile en cellulose
(dans notre cas: disque de 6 mm de diamétre) imprégné d’une quantité bien définie d’HE a
tester, a la surface d'une gélose préalablement coulée dans une boite de Pétri et ensemencée
avec le micro-organisme testé. Apres incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure
du diametre (en mm) de la zone claire autour du disque, appelée: zone d'inhibition
(Figure 21).

Disque unprégné Croissance
d"HE nuerobienns

H

:

: .

Zone d inlubition

Figure 21: Schéma simplifié du principe de la méthode des aromatogrammes.

X Protocole expérimental
a. Préparation de la premiére couche de milieu
On fait fondre les milieux Mueller-Hinton et Sabouraud dans un bain marie a 95°C,
apreés on verse aseptiqguement une premiere couche des deux milieux dans des boites de Petri

de 90 mm de diametre a raison de 15 ml par boite, on laisse refroidir et solidifier sur

paillasse.

b. Préparation de I'inoculum

A partir d'une culture jeune de 18h pour les bactéries et de 48h pour les levures, on
réalise des suspensions troubles en prélevant 3 a 4 colonies bien isolées et identiques, qu'on

dépose dans 5 ml d'eau physiologique stérile puis on agite au vortex. On réalise une premiere
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lecture de la concentration de la suspension a l'aide d'un spectrophotométre en estimant la
transmittance qui doit étre comprise entre 22 et 32% pour les bactéries et entre 2 et 3%
pour les levures et cela a une longueur d'onde de 620 nm.

Les valeurs comprises dans les intervalles cités ci-dessus correspondent a une
concentration optimale de 107-10% germes/ml. Si une des valeurs trouvées a la premiére
lecture n'est pas comprise dans l'intervalle, on I'ajuste soit en ajoutant de I'eau physiologique
(@ 9% de NaCl) si elle est inférieure a la valeur minimale, ou en ajoutant des colonies si elle
est supérieure a la valeur maximale. A chaque fois une nouvelle lecture de transmittance est
réalisée jusqu'a I'ajustement de la suspension aux valeurs désirées. L'inoculum doit étre utilisé

dans les 15mn suivant sa préparation.

c. Préparation de la deuxieme couche du milieu

On fait fondre les deux milieux MH et SAB, on les laisse refroidir jusqu'a une
température de 45°C et on transvase 50 ml de chaque milieu dans des flacons stériles. On
ensemence les milieux avec 200 pl de chaque suspension et on agite manuellement, puis on
dépose rapidement 4 ml de chaque milieu ensemencé sur la surface de la premiére couche
(couche support) de gélose solidifiée. On étale immédiatement la couche en faisant pivoter la

boite sur elle-méme pour avoir une surface uniforme et on laisse solidifier sur la paillasse.

d. Dépbt des disques

A I’aide d’une micropipette, en utilisant des cones stériles, on préléve 20 a 30 pl
d’HE, on dépose chaque quantité prélevée sur le disque posé préalablement a l'aide d'une
pince stérile sur la surface de la gélose ensemencée, on laisse diffuser pendant 30 min. Enfin,

incuber a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 25°C pendant 48h pour les levures.

e. Lecture des résultats

- Zones claires autour du disque : présence d’une activité inhibitrice.

- Absence de zones claires autour du disque : pas d’effet inhibiteur.

2.8.2. Etude quantitative : détermination de la CMI & CMB de ’HE de mélisse

A. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
X Principe
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la derniere ou la
plus basse concentration d’un agent antimicrobien qui peut inhiber visiblement la croissance

d’un micro-organisme apres 24 h pour les bacteries et 48h pour les levures.
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Son but est d’établir le niveau de sensibilit¢ des pathogénes envers les agents anti

microbien en I’occurrence les HE dans ce cas.

Cette CMI est déterminée selon la méthode des dilutions sur milieu gélosé : MH pour
les bactéries et SAB pour les levures.

%+ Protocole expérimental

a. Préparation de ’'inoculum microbien
A partir d’une culture jeune de 18h pour les bactéries et de 48h pour les levures, on
prépare les solutions méres des souches a étudier en lisant 1’absorbance a une longueur d’onde
de 620 nm, qui doit correspondre a une DO entre 0.2 et 0.3 pour Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Basillus subtilis, a une DO entre 0.3 et 0.4 pour Staphylococcus
aureus, et une DO comprise entre 2-3 pour Candida albicans.

Préparer une séries de dilutions allant de 10 a 10, en prélevant 1 ml de la solution
mére auquel on ajoute 9 ml d’eau distillée stérile pour obtenir la dilution 1072, procéder de la

méme facon jusqu’a la dilution 10, c’est cette derniére qui sera utilisée pour la détermination

de la CMI.

b. Préparation des dilutions d’HE de 2% a 0.03%
On prépare une dilution d’HE a 2%, en diluant 1 ml d’HE pure (100%) dans 50 ml

de milieu (MH et/ou SAB) liquide additionné de Tween 80 stérile dans le premier flacon.

On réalise des dilutions de ¥ au Y, en versant la moitié de la dilution 2% dans le

deuxieme flacon et compléter avec 25 ml de milieu ce qui donne la dilution 1%.
On procede de la méme maniére jusqu’a 1’obtention de la derniere dilution 0.03%.

Couler chaque dilution dans les boites de petri, laisser solidifier. (Pour les bactéries,

chaque boite est divisée en 4 correspondants aux quatre souches bactériennes).

Déposer a la surface de la gélose les disques stériles, ensuite ensemencer au moyen

d’une micropipette chaque suspension microbienne a raison de 3pl.

N.B : un témoin positif (+) ne contenant que le milieu (MH et/ou SAB) additionné de

Tween 80 plus 3ul I’inoculum doit étre prévu pour chaque série de dilution d’HE.

Un témoin négatif (-) ne contenant que le milieu (MH et/ou SAB) additionne de Tween
80 est également prévu.
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c. Incubation

Les boites de petri ensemencees sont incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries et
a 25°C pendant 48h pour les levures.

d. Lecture des résultats

La lecture des résultats se fait a I’ceil nu, en indiquant la plus faible concentration

inhibitrice des substances actives, se traduisant par 1’absence de toute croissance bactérienne
visible.

La figure 22 illustre le protocole expérimental utilisé pour la détermination de CMI.

S\~

A partir de culture jeune
18h pour lesbactéries et
48 hpourla levure s
Solution méra 9 ml d’eau distillée
10 fe=: 10> 1¢°
1mide

Compléter avecle
milieu jusqu’a 50 ml

\

\

25mld 2%

————
d2% d1% d0.03%
Couler les milieux additionnés de chaque dilution
d’HE dans les boites de petn et laisser solidifier
3ulde clu_qne souche
\m
_ Procéderal’ensemencement desboitesparspotage,
al'aide d'une micropipette a raison de 3pul d'inoculum
_ (10Y) directement surla gélose et surle disque stérile.

Figure 22: Méthode de détermination de la CMI en milieu solide.
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B. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
X Principe
Le caractére bactéricide des HE par la détermination de la CMB, correspond a la
concentration minimale en HE pour obtenir la destruction de 99,99% de I’inoculum initial

(soit moins de 0.01% des survivants) en 24 heures pour les bactéries et 48h pour les levures.

<> Protocole expérimentale

La détermination de la CMB se fait comme suit :

- A partir de la CMI déterminée pour I’HE testée, on préléve les disques ensemenceés
qu’on va repiquer sur le milieu TSA et/ou SAB en utilisant la méme gamme de
concentration utilisée pour I’évaluation de la CMI. (on dépose 2 disques par boite).

- Incubation & 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour les
levures.

- La lecture des résultats se fait a 1’ceil nu, indiquée par la plus faible concentration
d’HE se traduisant par 1’absence de toute croissance bactérienne visible.

N.B:laCMB <la CML

Pour chaque expérience, 3 répétitions ont été réalisées.

2.9. Evaluation de P’activité insecticide
2.9.1. Estimation de la toxicité des HE par contact

«* Choix des concentrations et du solvant

- Les concentrations utilisées ont été fixées sur la base de plusieurs essais préliminaires,
pour déterminer une série de doses permettant une toxicité importante dans un temps
tres court.

- Les doses 8, 16 et 32 pl/ml ont été choisies pour les HE de thym et de mélisse. Les
doses 15, 30 et 60 pul/ml ont été retenues pour I’HE du fenouil marin.

- Les solutions d’HE sont préparées en utilisant 1’acétone comme solvant, pour ces
propriétés d’évaporation rapide, ’absence d’effet résiduel et d’interactions avec les

composants d’HE.

% Mode opératoire

- Les solutions d’HE a tester sont préparées en mélangeant 1ml d’acétone aux doses

d’HE préalablement retenues.
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- Apreés ’homogénéisation du mélange, on préleve 1 ml de chaque solution qu’on va
répartir uniformément sur un disque de papier filtre de 9 cm de diamétre, placé dans le
fond des boites de pétri en verre (9cm de diamétre).

- On laisse sécher pendant 10 min a la température ambiante pour une évaporation
totale du solvant.

- Les témoins sont traités uniquement avec 01 ml d’acétone.

- Les boites de pétri sont ensuite infestées par 20 individus adultes agés de 24h et de
sexe hétérogéne, puis recouvertes a 1’aide d’une moustiquaire fine et déposées dans
une étuve obscure réglée a une tempeérature de 30 £ 1°C et une humidité relative de
75 £ 1%.

- Le comptage des individus morts est noté toute les 6h. Pour chaque concentration, les

tests ont été répétés 3 fois.

2.9.2. Estimation de la toxicité des HE par inhalation

- Dans ce test la dose est fixée a 8 ul pour les HE de thym et de mélisse et a 15 pl pour

I’HE de fenouil marin, mais le temps est variable.

- Le test est réalisé dans des pots cylindriques en plastique d’un volume de 69.50 cm?,
dont les atmospheres sont saturées par les HE étudiées, grace a 1I’imprégnation par ces
méme HE de cotons tiges d’un (1) cm de long collés sur les couvercles des pots. Les
tests ont été répétés 3 fois, les témoins sont réalisés sans aucun traitement (les cotons

tiges non imbibés par HE).

- Afin de saturer I’ambiance interne, on garde les pots cylindriques contenant les cotons
tiges d’HE, fermés pendant 10mn, ensuite on ouvre rapidement pour mettre 20
insectes adultes agés de 24h et de sexe hétérogenes. Les pots sont déposés dans une
étuve obscure réglée a une température de 30 £ 1°C et une humidité relative de
75 £ 1%.

- On a choisi quatre temps de lecture 24h, 48h, 72h et 96h pour I’HE de C.maritimum,
6h, 12h, 18h et 24h pour I’HE de M.officinalis, 3h, 6h, 9h, 12h et 15h pour les
échantillons de thym. Le comptage des individus morts est noté pour chaque temps

choisi ainsi que pour les témoins.
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2.9.3. Expression des résultats

Une mortalité naturelle et inévitable vient s’ajouter a la mortalité issue de
I’intoxication due aux HE. Pour cela Abbott (1925) attribut une formule de correction des

pourcentages de mortalités comme sulit :

Mec % = [Mo - Me/ 100 - Me] *100

Ou : Mo : mortalité enregistrée dans les lots traités (%)
Me : mortalité enregistrée chez le témoin (%)
Mc : mortalité corrigée (%)
La DLso et le TLso, sont définis comme la dose et le temps létal de 50 % de la population
expérimentale, qui sont déterminés par la méthode des log-Probit (Finney, 1971).
Ces différentes concentrations et temps sont obtenus a la suite de la résolution de 1’équation
Y=ax+b
Y étant le taux de mortalité exprimé en valeur probit dont la fonction correspondante est

Y= f [log (dose et/ou temps)].

2.10. Analyse statistique
L'estimation de l'activité antioxydante, antimicrobienne et insecticide des HE
étudiées ont fait I’objet d'une étude statistique par 1’analyse de la variance a un facteur
(ANOVA 1) et I’analyse par le test de Tuckey, avec un niveau de signification de 5%, au
moyen du logiciel statistique SPSS 18.0.
Tous les graphes et les histogrammes obtenus ont été réalisés en utilisant le logiciel
Excel (Microsoft Office 2007).
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Chapitre Il : Résultats et Discussion

1. Rendement d'extraction en HE des plantes étudiées

L'extraction des HE de Fenouil marin, de mélisse et des échantillons de thym témoin
et irradiés ; a fourni les rendements reportés dans le tableau 13 et exprimés en ml pour 100

grammes de matiére séche.

Tableau 13: Rendement en HE des especes étudiées (mI/100 g. matiére végétale).

Espéces Rendement (%)

Crithmum maritimum 0.45
Melissa officinalis 0.77
Thymus pallescens <0 kGy> 1.70
Thymus pallescens <5 kGy> 1.70
Thymus pallescens <10 kGy> 1.75
Thymus pallescens <20 kGy> 1.80
Thymus pallescens <30 kGy> 1.80

R/

« HE de Crithmum maritimum L.

Le rendement de notre échantillon (0.45%) est supérieur a ceux rapportés par
Senatore et al., (2000) ; ou I’étude portant sur deux échantillons de Crithmum maritimum
provenant de deux régions de Turquie : Antalya et Mersin , enregistre un rendement de 0.17%
et 0.19% respectivement pour ces deux régions.

Selon Baser et al., (2000), I’hydrodistillation des parties aériennes de Crithmum
maritimum collectées dans la région de Bolu Abant en Turquie, a donné un rendement en HE
de 0.85%.

L’étude menée par Ruberto et al., (2000), sur un échantillon de Crithmum

maritimum L. originaire de Sicile en Italie rapporte un rendement en HE de 0.18%.

D’autre part, le travail mené par Houta et al., 2015, sur I’espéce Crithmum maritimum
cultivée dans les zones aride de Tunisie montre que le rendement en HE varie de 0.28% a
3.60% suivant les differentes parties de la plante (Tige, fleur, feuille et graine). Le rendement

le plus important est celui obtenu a partir des graines de fenouil marin (3.60%).
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«» HE de Melissa officinalis L.

Le rendement en HE de notre échantillon de Mélisse est de 0.77 % ; les études menées

sur la méme espéce issues de régions différentes sont consignées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 14: Rendements d’extraction en HE de mélisse selon la provenance.

Espéce Rdt Régions Référence de I’étude
0.40 % Maroc Jalal et al., 2015
0.34 % Alger Abdellatif et al., 2014
Rdt en HE de 0.44 % Varsovie Seidler- Lozykowska et al., 2013
Melissa officinalis L. (Pologne)
0.30 % Allemagne Argyropoulos et Maller, 2011
0.97 % Brésil Carvalho de Soussa et al., 2004

D’aprés le tableau ci-dessus nous pouvons constater que les rendements d’extraction
varient considérablement de 0.30 % a 0.97 % suivant les différentes régions d’Algérie et

autres pays.

On remarque que 1’échantillon de Melissa officinalis étudié provenant de la région de
Sétif, posséde un rendement beaucoup plus élevé (0.77%) par rapport a d’autres échantillons
de Melissa officinalis originaire d’Algérie (0.34% pour 1’échantillon d’Alger). Cette

différence peut étre attribuée aux conditions édaphoclimatiques.

Selon Wichti et Anton, 2003, le rendement, la composition et la qualité de 'HE de
mélisse dépendent fortement du site de production, des conditions climatiques, de la période

de récolte et du stade ontogénétique.

Le rendement en HE de mélisse obtenu par deux méthodes d’extraction : par
entrainement a la vapeur d’eau et distillation par solvant organique est respectivement de
0.42% et 0.56% (Abdellatif et Hassani, 2015). La méthode d’extraction pourrait elle aussi

influer sur les rendements d’extraction.
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% HE de Thymus pallescens de Noé

Il est important de noter que l'utilisation des feuilles dans ce travail est un choix
stratégique. En effet, dans une étude précédente (Hazzit et Baaliouamer, 2009), il a eté
démontré que les huiles issues séparément des feuilles et des inflorescences sont
qualitativement identiques mais présentent des différences significatives sur le plan

quantitatif pour certains composeés et pour le rendement en huile.

La non-homogeéneité des échantillons due a l'instabilité des quantités dans les feuilles
et les fleurs peut conduire a des différences dans les rendements, la composition et les
activités biologiques des huiles qui pourraient étre interprétées a tort comme dues a
I'irradiation, le choix d'un seul organe (feuilles seulement) a pour but d'éliminer l'influence de

la non-homogénéité des échantillons.

Le pourcentage de rendements en huile volatile des échantillons non irradiés et
irradiés sont rapportés dans le tableau 13, ils varient de 1,7 a 1,8%, on peut donc déduire que

les doses d'irradiation n’ont pas influ¢ significativement sur le rendement d’extraction.

Les résultats des rendements obtenus par I’hydrodistillation des parties aériennes de
Thymus pallescens de Noé originaire de Tablat (Médea) est de I’ordre de 4,2%, c’est un
rendement tres élevé que celui des autres espéces. Mais, cette teneur est moins élevée par
rapport a celle citée pour la méme espéce provenant de Oued Rhiou qui équivaut a 6.2%
(Hazzit, 2008). En effet, Hazzit (2008) a démontré que T. pallescens et T. numidicus
semblent étre parmi les especes de thym les plus riches en HE. Tandis que dans d’autres
régions d’Algérie, un rendement relativement moyen en HE (3,3 %) a été enregistré a partir
des échantillons de Thymus pallescens récoltés a Kadiria (Bouira). Toutefois la teneur en HE
obtenue au cours du mois de juin (avoisine 3,2 %) pour Thymus pallescens de Sidi Aissa
(Djebel Kef Ennaga) est plus élevée que celle rapporté pour la méme plante dans la région de
Bousdada (M’sila), de El Asnam (Bouira) qui est respectivement de 2,8 et 2,7 % (Hazzit,
2008).

Hazzit et Baalioumer (2009), qui ont travaillé sur I’espéce Thymus pallescens de
Noé provenant de plusieurs régions d’Algérie notent des rendements qui varient entre 4.2% et
4.6% pendant la période de floraison, ce qui est nettement inférieur aux résultats de nos
échantillons, cette différence peut étre attribuée a 1’origine géographique de la plante et a la

période de récolte.
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2. Taux d’extraction des composés phénoliques

L’extrait éthanolique récupéré aprés évaporations a sec et sous pression réduite a été
pesé pour déterminer le poids sec résultant, cet extrait renferme les composés phénoliques et
les flavonoides. Le rendement est exprimé en ¢g/100g de matiére végétale seche, il est

représente dans le tableau 15.

Tableau 15: Rendement en extrait végétal des plantes étudiées (g/100 g. matiere végétale).

Plantes Rendement (%)

Crithmum maritimum 18.40
Melissa officinalis 12.15
Thymus pallescens <0 Kgy> 22.80
Thymus pallescens <5 Kgy> 18.23
Thymus pallescens <10 Kgy> 20.78
Thymus pallescens <20 Kgy> 16.91
Thymus pallescens <30 Kgy> 21.33

0,

« Extrait de Crithmum maritimum L.

Le rendement en extrait de notre échantillon est supérieur a celui obtenu par
Generali¢ Mekini¢ et al., 2016, ou ils notent des rendements de 0.7 et 8.1 mg/g de matiere
seche obtenue respectivement a partir de tiges et de feuilles de Crithmum maritimum L.
collectées dans le centre de Dalmatia en Croatie.

Selon Nabet (2017), le rendement en extrait sec obtenu a partir d’un échantillon de
Crithmum maritimum L. originaire de la région de Bejaia (Algérie) est de 25%.

Il est difficile de comparer nos résultats avec ceux cités dans la littérature a cause de
la grande variabilité¢ des facteurs extrinseéques comme le solvant d’extraction employ¢ ou la

méthode d’extraction.
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«» Extrait de Melissa officinalis L.

Le rendement d’extraction obtenu a partir de notre échantillon originaire de Sétif est
tres inférieur a ceux rapportés par les études de Dastmalchi et al., 2007 (Iran) et Penhev,
2010 (Bulgarie) qui mentionnent respectivement des rendements de 30.87 et 20g/ 100 g de

matiére seche.

D’aprés Penhev, 2010, le solvant d’extraction influence significativement le
rendement d’extraction ou ils notent un rendement de 20% avec 1’éthanol, de 7% avec
I’hexane et enfin de 2.5% avec 1’acétone. On constate que 1’éthanol est le solvant qui permet

d’obtenir le rendement le plus important, ce qui est en accord avec nos résultats.

La variabilit¢ du rendement d’extraction peut étre expliqué par plusieurs facteurs
extrinseques notamment les conditions édapho-climatiques, mais aussi I’influence du solvant
utilisé pour I’extraction.

0,

% Extrait de Thymus pallescens de Noé

D’apres Fatemi et al., (2014), le rendement en extrait hydro-alcoolique de la menthe
poivrée qui a subi des doses d’irradiation Y de 10 et 25 kGy comparé avec 1’échantillon
témoin non irradié avoisine les 8% pour tous les extraits testés indépendamment de
I’irradiation, cette valeur est trés inférieure aux rendements de nos échantillons de Thymus

pallescens de Noé ou les rendements varient de 16.91 a 22.80%.
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3. Caractéristiques physico-chimiques

Les résultats des analyses physico-chimiques des huiles essentielles des especes

étudiées sont reportés dans le tableau 16.

Chapitre 11: Résultats & discussion

Tableau 16: Caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques des HE de
Crithmum maritimum, Melissa officinalis et des échantillons Thymus pallescens

Caractéristiques des HE

Aspect

Densité
relative a
20°C

Indice de
réfraction a
20°C

Crithmum maritimum L.

e Liquide mobile
limpide ;

e Incolore a jaune
claire ;

e Odeur iodée, anisée
de fenouil, légérement

citronnée.

0,850

1,488

Melissa officinalis L.

e Ligquide mobile;

e Couleur jaune pale a
orange ;

e Odeur caractéristique,
parfum frais, citronné

et herbacé.

0,859

1,460

Thymus pallescens de Noé

e Liquide mobile

e Couleur orange

e Odeur caractéristique,
aromatiques,
phénoliques, agréables
avec un fond

Iégérement épicé

0.897 2 0.909

1.488 4 1.508
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4. Analyse qualitative et semi-quantitative des HE étudiées

L’¢étude de la composition des sept (7) échantillons d’HE étudiés a été conduite a
I’aide d’une chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse, les

conditions opératoires sont détaillées dans le chapitre matériels et méthodes.

L'identification des composés des HE étudiées par CG/SM a été essentiellement
basée sur la comparaison des spectres de masse de la molécule inconnue a celui d'un composé

pur fourni par la base des données informatiques.

4.1. L'analyse qualitative et semi-quantitative de ’HE du fenouil marin

L'analyse par CPG seule et CG/SM de I'HE du fenouil marin provenant des environs
de Hammamet et Ain Benian nous a permis d'identifier 51 composés représentant 99,1% de
la composition totale.

Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 17 et le chromatogramme sont
représentés dans les figures 23, 24, 25, 26 et 27.

Tableau 17: Composition chimique de I’HE de Crithmum maritimum L.

N° 1Composés IR % 3identification
1 Heptanal 902 t IR-SM
2 o-Thujene 928 0.8 IR-SM
3 o-Pinene 937 3.9 IR-SM-Et
4 Camphene 951 0.1 IR-SM-Et
5 Sabinene 973 6.4 IR-SM-Et
6 B-Pinene 978 0.4 IR-SM-Et
7 B-Myrcene 989 1.3 IR-SM-Et
8 a-Phellandrene 1004 0.2 IR-SM-Et
9 9-3-Carene 1012 0.1 IR-SM-Et
10 «o-Terpinene 1017 0.9 IR-SM-Et
11 p-Cymene 1025 10.2 IR-SM-Et
12 B-Phellandrene 1030 3.2 IR-SM
13 cis-B-Ocimene 1038 1.6 IR-SM
14 trans-B-Ocimene 1048 0.1 IR-SM
15 y-Terpinene 1060 39.6 IR-SM-Et
16 cis-Sabinene hydrate 1067 0.1 IR-SM
17 Terpinolene 1087 0.2 IR-SM-Et
18 2-Nonanone 1093 t IR-SM
19 trans-Sabinene hydrate 1098 0.1 IR-SM
20 Linalool 1099 0.1 IR-SM-Et
21 Nonanal 1103 t IR-SM
22 1,3,8-p-Menthatriene 1112 t IR-SM
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23 cis-p-Menth-2-en-1-ol 1123 t IR-SM
24 Allo-ocimene 1130 t IR-SM
25 cis-p-Menth-2-en-1-ol 1123 t IR-SM
26 Terpine-4-ol 1177 0.9 IR-SM-Et
27 p-Cymen-8-ol 1184 t IR-SM
28 a-Terpineol 1190 0.1 IR-SM-Et
29 Thymol methyl ether 1234 26.9 IR-SM
30 Carvacrol methyl ether 1243 0.1 IR-SM
31 (E)-2-Decenal 1264 t IR-SM
32 Bornyl acetate 1284 0.1 IR-SM-Et
33 Thymol 1290 0.1 IR-SM-Et
34 Carvacrol 1301 0.1 IR-SM-Et
35 B-Caryophyllene 1420 t IR-SM
36 trans-a-Bergamotene 1435 0.1 IR-SM
37 trans-PB-Farnesene 1456 t IR-SM
38 Germacrene D 1481 t IR-SM
39 Ar-Curcumene 1482 0.1 IR-SM
40 Bicyclogermacrene 1494 t IR-SM
41 a-Zingiberene 1495 0.2 IR-SM
42 B-Bisabolene 1509 0.2 IR-SM
43 B-Sesquiphellandrene 1524 0.4 IR-SM
44  y-Bisabolene, (E)- 1533 t IR-SM
45 Germacrene B 1551 t IR-SM
46 Elemicin 1554 t IR-SM
47 Nerolidol (E) 1561 t IR-SM-Et
48 Spathulenol 1576 0.1 IR-SM
49 Dill apiole 1622 0.4 IR-SM
5 Isospathuleol 1634 t IR-SM
51 B-Eudesmol 1650 t IR-SM

Total (%) 99.1

Monoterpenes 69.0

Monoterpenes oxygenés 28.6

Sesquiterpénes 1.0

Sesquiterpénes oxygénés 0.5

! Composés classés dans I’ordre d’élution sur la colonne non polaire HP5MS ; 2Indices de
rétention relatifs aux n-alcanes C+-Cys ; Sidentification : SM : comparaison des spectres de masse
avec ceux des banques de données ; Et : comparaison des indices de rétention avec ceux des étalons ;
IR : comparaison des indices de rétention avec ceux fournis par la littérature sur des colonnes de
polarité identique a celle que nous avons utilisée; t : trace (<0,1 %).
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Figure 23 : Chromatogramme CG-SM de I’HE de Crithmum maritimum L.
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Figure 24 : Chromatogramme CG-SM agrandi de I’'HE de Crithmum maritimum L.
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Figure 25: Histogramme des différents constituants de I’'HE de C. maritimum L.
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Figure 26: Histogramme des différentes classes chimiques de I’'HE de C. maritimum L.
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Figure 27: Histogramme des constituants majoritaires de I’HE de C. maritimum L.

D'aprés nos résultats, nous constatons que le composé principal est un monoterpene
y-Terpinene qui a une teneur de 39,6 %, suivi du Thymol méthyl éther (26,9%),
p-Cymene (10,2%) et Sabinene (6.4%0).

Les travaux de Houta et al., 2015 ont révélé la présence de 11 composes pour les
quatre échantillons d’HE extraites a partir des différentes parties de la plante. Le composé
majoritaire identifié dans les HE extraites a partir des tiges, des fleurs et des graines est le
v-Terpinene dont la teneur est respectivement de 32.78%, 43.29% et 39.74%. Ce qui

concorde avec nos résultats.

L’étude réalisée par Tsoukatou et al., (2001), qui a porté sur six échantillons d’HE de
Crithmum maritimum provenant de diverses zones géographiques le long de la Méditerranée,
sont composes essentiellement de: Dillapiole, y-Terpinene, Sabinene, Limonene et
B phellandrene. Les conclusions de leurs travaux montrent que les échantillons issus des
zones ouest sont riches en Dillapiole tandis que ceux provenant des régions sud sont riches en

Thymol méthyl éther et y-Terpinene.

4.2. L'analyse qualitative et semi-quantitative de ’HE de Mélisse

L'analyse par CPG seule et CG/SM de I'HE de Meélisse provenant de la région de Sétif
nous a permis d’identifier 64 composés représentant 90.3% de la composition totale de
I’huile, les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 18 et les figures 28, 29, 30, 31 et
32.
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Tableau 18: Composition chimique de I’HE de Melissa officinalis L.

N°  Composés IR % identification
1 (E)-2-Hexenal 854 t IR-SM

2 2,5-Diethyltetrahydrofuran 884 t IR-SM

3 Tricyclene 924 t IR-SM

4 o-Thujene 928 0.1 IR-SM

5  a-Pinene 937 1.0 IR-SM-Et
6  Camphene 951 0.2 IR-SM-Et
7 Sabinene 973 0.5 IR-SM-Et
8  B-Pinene 978 1.3 IR-SM-Et
9  1-Octen-3-ol 980 t IR-SM

10 3-Octanone 986 t IR-SM

11 B-Myrcene 989 0.7 IR-SM-Et
12 3-Octanol 993 0.1 IR-SM

13 §-3-Carene 1012 0.1 IR-SM-Et
14 o-Terpinene 1017 0.3 IR-SM-Et
15 p-Cymene 1025 1.2 IR-SM-Et
16 Limonene 1029 6.4 IR-SM-Et
17 1,8-Cineole 1032 0.1 IR-SM-Et
18  cis-B-Ocimene 1038 0.2 IR-SM

19 trans-B-Ocimene 1048 0.1 IR-SM

20  y-Terpinene 1060 0.7 IR-SM-Et
21  cis-Sabinene hydrate 1067 0.3 IR-SM

22 Terpinolene 1087 0.2 IR-SM-Et
23  p-Cymenene 1089 t IR-SM

24 trans-Sabinene hydrate 1098 0.1 IR-SM

25  Linalool 1099 1.6 IR-SM-Et
26  cis-Thujone 1102 t IR-SM

27 3-Octanyl acetate 1111 0.1 IR-SM

28  Isomenthone 1162 2.2 IR-SM

29  trans-Isopulegone 1176 0.5 IR-SM

30 Terpine-4-ol 1177 1.0 IR-SM-Et
31 p-Cymen-8-ol 1184 0.1 IR-SM

32 a-Terpineol 1190 0.3 IR-SM-Et
33  Pulegone 1237 14.0 IR-SM-Et
34  Piperitone 1252 53 IR-SM

35 Linanyl acetate 1255 1.3 IR-SM-Et
36  Piperitenone 1343 0.4 IR-SM

37  Bornyl acetate 1285 0.5 IR-SM-Et
38 Thymol 1290 0.7  IR-SM-Et
39 Carvacrol 1301 1.6 IR-SM-Et
40  Piperitenone 1343 0.8 IR-SM

41 o-Cubebene 1351 0.1 IR-SM

42 Piperitenone oxide 1366 320 IR-SM

43 B-Bourbonene 1384 0.1 IR-SM

44 Methyl eugenol 1402 t IR-SM

45  B-Caryophyllene 1420 24  |IR-SM

46  Aromadendrene 1439 t IR-SM
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47 o-Humulene 1453 0.3 IR-SM
48  Alloaromadendrene 1461 0.1 IR-SM
49  Geranyl acetone 1465 0.1 IR-SM
50  Germacrene D 1481 1.3 IR-SM
51 (E)- B-lonone 1485 t IR-SM
52  Bicyclogermacrene 1494 0.5 IR-SM
53 y-Cadinene 1513 0.1 IR-SM
54  §-Cadinene 1524 0.2 IR-SM
55  Spathulenol 1576 t IR-SM
56  Cyclohexanecarboxylic acid, 1- 1579 7.1 SM
methyl-2-oxo ethyl ester*
57  Caryophyllene oxide 1581 1.2 IR-SM
58  Caryophylla-4(12),8(13)-dien-5a-ol 1640 0.1 IR-SM
59  Isospathulenol 1637 0.2 IR-SM
60  t-Muurolol 1645 0.1 IR-SM
61 ar-Tumerone 1664 0.2 IR-SM
62  Benzyl benzoate 1762 t IR-SM
63  Hexahydrofarnesyl acetone 1845 t IR-SM
64  Palmitic acid 1968 0.2 IR-SM
Total (%) 90.3
Monoterpénes 12.9
Monoterpenes 0xygénés 62.9
Sesquiterpénes 5.1
Sesquiterpénes oxygénés 1.8
Autres 12.7

1 Composés classés dans ’ordre d’élution sur la colonne non polaire HP5MS ; 2Indices de
rétention relatifs aux n-alcanes C7-Cys ; Sidentification : SM : comparaison des spectres de masse
avec ceux des bangues de données ; Et : comparaison des indices de rétention avec ceux des étalons ;
IR : comparaison des indices de rétention avec ceux fournis par la littérature sur des colonnes de
polarité identique a celle que nous avons utilisée.
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Figure 28: Chromatogramme CG-SM de I’HE de Melissa officinalis L.
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Figure 29: Chromatogramme CG-SM agrandi de I’'HE de Melissa officinalis L.
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Figure 30: Histogramme des différents constituants de I’HE de Melissa officinalis L.
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Figure 31 : Histogramme des différentes classes chimiques de I’HE de M. officinalis L.
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Figure 32: Histogramme des constituants majoritaires de I’'HE de M. officinalis L.

D’aprés les résultats obtenus, on observe que I’'HE est riche en les monoterpenes
oxygénes (62.9%) ce qui caractérisent les HE des espéces appartenant aux familles des

Lamiacées, Apiacées et Astéracées.

Du point de vue composition on retrouve parmi les composés majoritaires :
Piperitenone oxide (32%), Pulegone (14%), Cyclohexanecarboxylic acid, 1-methyl-2-oxo
ethyl ester (7.1%), Limonéne (6.4%), Piperitone (5.3%).

Une comparaison des teneurs en constituants majoritaires des HE de Melissa

officinalis L.et provenant de diverses régions est reportée dans le tableau 19.
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Tableau 19 : Comparaison des teneurs en constituants majoritaire de I’HE de
mélisse selon la provenance.

Espéce

Composés majoritaires

Région

Référence de I’étude

Melissa officinalis L.

Citrals 39.9%
Citronellal 13.7%
[B-Caryophyllene 4.6%
Géraniol 3.4%
Germacréne D 2.4%
Limonéne 2.2%
Caryophyllene oxide 1.7%

Vojvodina
(Serbie)

Mimica-Dukic et al., 2004

Géranial 47.32%
Néral 39.28%

Brésil

Carvalho de Sousse et al.,
2004

Neral 43.8%
p-Caryophyllene 13.5%
Thymol 7.9%

Géraniol 5.3%

Géranial 5.2%

Uremia
(Iran)

Meftahizade et al., 2010

Geranial 44.2%

Neral 30.2%

Citronellal 6.3%
a-copaene 1.8%
B-Caryophyllene 1.3%
Caryophyllene oxide 1.3%

Alger

Abdellatif et al., 2014

Citronellal 14.4 %
Caryophyllene oxide 11%
Géraniol acétate 10.20 %
Caryophyllene 8.10 %
Isogéraniol 6.4 %

Nérol acétate 5.1 %

Maroc

Jalal et al., 2015

Citronellal 18.45%
Géraniol 15.22%
Geranyl acétate 7.24%
Géranial 5.88%
a-elemol 5.85%
a-cadinal 3.59%
B-Caryophyllene 2.88%

Plovdiv
(Bulgarie)

Popova et al., 2016

Il ressort du tableau 19 que la composition de notre échantillon de Mélisse originaire

de la région de Sétif présente une large variabilité par rapport aux différentes études menées

sur la méme espece en Algérie et a travers le monde.

Cette large différence au sein de la méme espéce peut étre due a la région

géographique, a la période de récolte et aux techniques culturelles utilisées.

Page 125




Partie 2 : Etude Expérimentale Chapitre 11: Résultats & discussion
4.3. L'analyse qualitative et semi-quantitative des échantillons de ’HE du Thym

L'analyse par CPG seule et CG/SM des echantillons de thym témoin et irradiés
provenant de la région d’El Kadiria wilaya de Bouira nous a permis d’identifier 28
composés représentant 97,9% a 98.9% de I’ensemble des composés des HE analysees.

Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 20 et les figures 33 et 34.

Tableau 20: Composition chimique des HE de Thymus pallescens de Noé non irradiés et

irradiées
N°  Composes IR 0 kGy 5kGy 10kGy 20kGy 30kGy
1 a-Pinene 937 0.3 0.3 0.3 0.4 0.3
2 -Pinene 978 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
3 -Myrcene 990 0.4 0.8 0.9 13 0.1
4 3-Octanol 993 1.2 1.0 0.9 0.4 0.7
5 p-Cymene 1025 0.5 1.1 0.7 14 0.2
6 y-Terpinene 1059 0.7 0.5 0.6 0.6 0.4
7 1-Nonen-3-ol 1085 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
8 Terpinolene 1087 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
9 Linalool 1099 4.8 3.7 3.8 5.0 4.5
10  Borneol 1157 0.8 14 1.0 0.6 0.1
11 4-Terpineol 1177 0.8 0.7 0.8 0.8 0.9
12 o-Terpineol 1190 0.1 0.1 0.4 0.1 0.1
13  Carvacrol methyl ether 1244 0.1 0.1 0.1 0.1 0.7
14 Thymol 1291 0.6 0.9 0.6 0.3 0.5
15  Carvacrol 1299 84.6 84.5 85.5 81.8 85.7
16  a-Gurjunene 1409 0.3 0.3 0.2 0.4 0.5
17 B-Caryophyllene 1418 0.7 0.7 0.6 1.3 0.9
18  Aromadendrene 1439 0.7 0.6 0.1 0.8 0.4
19  o-Humulene 1453 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
20  Alloaromadendrene 1460 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
21 y-Muurolene 1476 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
22 Ledene 1486 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
23 a-Muurolene 1498 0.1 0.3 0.3 0.2 0.2
24 B-Bisabolene 1508 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
25  y-Cadinene 1513 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2
26  d-Cadinene 1523 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2
27 o -Bisabolene 1550 0.5 0.3 0.3 0.5 0.2
28  Caryophyllene oxide 1573 0.4 0.2 0.3 0.5 0.4
Total (%) 98.9 98.8 98.7 97.9 98.0
Monoterpénes 2.1 2.9 2.7 3.9 1.2
Monoterpénes oxygenes 91.8 914 92.2 88.7 925
Sesquiterpenes 3.3 3.2 2.5 4.3 3.1
Sesquiterpenes oxygénés 0.4 0.2 0.3 0.4 0.4
Autres 1.3 1.1 1.0 0.5 0.8

! Composés classés dans I’ordre d’élution sur la colonne non polaire HP5MS ; 2Indices de
rétention relatifs aux n-alcanes C+-Cos; IR : comparaison des indices de rétention avec ceux fournis
par la littérature sur des colonnes de polarité identique a celle que nous avons utilisée.
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Figure 33: Histogramme des constituants des différents échantillons de

Thymus pallescens de Noé.
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Figure 34 : Histogramme des constituants majoritaires des différents échantillons de

Thymus pallescens de Noé.

L'analyse chromatographique des échantillons étudiés n'a montré aucun changement
qualitatif entre les échantillons témoins et irradiés. Les huiles ont été caractérisées par une
teneur élevee en carvacrol (81,8-85,7%) suivie de linalool (3,7-5,096). Ces résultats sont en

désaccord avec ceux rapportés dans les travaux [ (Hazzit et al., 2009) , (Benchabane et al.,
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2015), (Hazzit et Baaliouamer, 2009)2 et (Hazzit et Baaliouamer, 2009)°]; ou des
composants comme le p-cyméne et le y-terpinéne sont les plus abondants avec
respectivement des taux de 6.2-17.4 % contre 0,2-1,1% et 6,9-14,2% contre 0,4-0,7%.

L'origine agro-climatique est connue pour influer sur les tissus contenant I'huile essentielle.

A I'exception de I'échantillon irradié a 20 kGy, l'analyse chromatographique a montré que les
composés des échantillons testés ne changeaient pas considérablement apres l'irradiation.
Selon nos résultats, la plupart des changements ont été enregistrés apres irradiation a 20 kGy
pour B-myrcéne (+0,9%), 3-octanol (-0,8%), p-cymene (+0,9%), carvacrol (-2,8%) et
B-caryophyllene (+0,7%). L'augmentation de la teneur en p-cymene jusqu'a 20% a été notée
par d'autres auteurs dans la muscade irradiée (10 kGy) (Klaus et Wilhelm, 1990). La
diminution de la quantité en carvacrol pour I’échantillon irradi¢ a la dose de 20 kGy ne
concorde pas avec les résultats obtenus par Zantar et al., 2015, qui rapportent I’augmentation
de ce compose a cette méme dose pour Thymus vulgaris. Pour tous les autres échantillons, les
changements, lorsqu'ils existent, vont de + 0,2 a + 0,7% avec une diminution remarquable du
linalool pour les échantillons irradiés a 5 et 10 kGy respectivement de 1,0 et 1,1%. Ce résultat
est en accord avec les données de la littérature qui indiquent que le linalool a montré une
grande sensibilité au rayonnement gamma (Antonelli et al., 1998). Le mécanisme par lequel
le rayonnement induit des changements dans la composition des HE n'est pas encore bien
compris, mais les variations de la teneur des constituants lors de l'irradiation gamma
observées dans cette étude pourraient étre dues a la sensibilité des composés de cette I’huile
aux radiations. Ainsi, la teneur en linalool qui change pour 5 et 10 kGy est devenue stable
pour 20 et 30 kGy. Les teneurs en groupes fonctionnels dans les échantillons non irradiés sont
équivalentes, sauf pour I'échantillon irradié a 20 kGy qui enregistre un léger déficit en
monoterpenes oxygénés (88,7%) compensé par une légere augmentation des hydrocarbures
monoterpéniques et sesquiterpéniques notamment en raison de lI'augmentation précédemment
signalée B-myrcéne, p-cymeéne et B-caryophylléne. Nous pensons que I’irradiation a eu un
effet sur les groupements oxygénés et favorisé un mécanisme radicalaire, avec élimination de
I’oxygeéne sous forme de dioxygéne Oz et transformé une infime partie de mono. et de

sesquiterpénes en hydrocarbure mono et sesquiterpeneniques.
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5.  Dosage des Polyphénols des extraits étudiés

Afin de caractériser les extraits préparés a partir des parties aériennes des especes
étudiées, un dosage des phénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale
pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes et insecticides des plantes leur sont attribuées. La méthode de
dosage des polyphénols totaux est celle de Folin-Ciocalteu (L.i et al., 2007). L’acide gallique
a été utilisé comme standard. Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au

trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) en utilisant comme standard la quercétine.
5.1. Les phénols totaux

La valeur moyenne de la concentration en polyphénols totaux des extraits de criste
marine,de mélisse et des échantillons de thym est calculée a partir des valeurs des absorbances
a une longueur de 765 nm en utilisant la courbe d’étalonnage de I’acide gallique représenté

par la figure 35.

Absorbance a
765 nm y =10.451x - 0.2311
1 - R2=0.9973
0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6
0.5
04 -
0.3 -
0.2
0.1 -
0

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Concentration Acide gallique
(mg/ml)

Figure 35: Courbe d’étalonnage des phénols totaux.

Les résultats de la teneur en phénols totaux des extraits de Crithmum maritimum L.,
de Melissa officinalis L. et des échantillons de Thymus pallescens de Noé sont regroupés dans
le tableau 21.
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Tableau 21 : Teneur en polyphénols totaux des extraits étudies.

Teneur en phénols totaux
Espéces
(mg EAG /g d’extrait sec)
Crithmum maritimum L. 41.06
Melissa officinalis L. 61.20
Thymus pallescens <0 kGy> 45.33
Thymus pallescens <5 kGy> 44,71
Thymus pallescens <10 kGy> 38.64
Thymus pallescens <20 kGy> 38.81
Thymus pallescens <30 kGy> 38.27

5.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été estimée par une méthode spectrophotométrique en

utilisant la courbe d’étalonnage suivante.

1.6

14 y = 0.0346x + 0.0036
R2 = 0.9996
12 -
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nce a 430 nm
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Figure 36: Courbe d’étalonnage des flavonoides.

Les résultats de la teneur en flavonoides des extraits de Crithmum maritimum L., de
Melissa officinalis L. et des échantillons de Thymus pallescens de Noé sont regroupés dans le

tableau 22.
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Tableau 22: Teneur en flavonoides des extraits étudiés.

Teneur en flavonoides
Especes (mg Equivalent Quercétine /g
d’extrait sec)
Crithmum maritimum L. 32.72
Melissa officinalis L. 28.50
Thymus pallescens <0 kGy> 20.50
Thymus pallescens <5 kGy> 18.64
Thymus pallescens <10 kGy> 18.13
Thymus pallescens <20 kGy> 18.03
Thymus pallescens <30 kGy> 17.89

Les figures 35 et 36 représentent deux histogrammes qui récapitulent les teneurs en

polyphénols totaux et en flavonoides des extraits étudiés.

m Phenols totaux = Flavonoides

61.2

41.06

C. maritimum M. officinalis

Figure 37: Teneur en polyphénols totaux et flavonoides des extraits de
Crithmum martimum L.et Melissa officinalis L. (mg équivalent étalon/g d’extrait sec).
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= Phenols totaux = Flavonoides

45.33 44.71

T. pallescens 0 T.pallescens 5 T.pallescens 10 T. pallescens 20 T. pallescens 30
KGy KGy KGy KGy KGy

Figure 38: Teneur en polyphénols totaux et flavonoides des extraits des échantillons
de Thymus pallesecens de Noé. (mg équivalent étalon/g d’extrait sec).
Concernant la teneur en polyphénols totaux, on a enregistré en équivalent d’acide
gallique de 41,06 mg et 61,2 mg /g d’extrait sec respectivement pour les extraits éthanoliques
de fenouil marin et de Mélisse. Pour les échantillons de thym on a noté une Iégére diminution

de la teneur en phénols totaux avec I’augmentation de la dose d’irradiation.

La détermination quantitative des flavonoides révele que I’extrait éthanolique de
fenouil marin est le plus riche en flavonoides avec une teneur de 32,72 mg EQ/g d’extrait sec
alors qu’une teneur de 28,5 mg EQ/g d’extrait Sec est trouvée dans 1’extrait éthanolique de la

mélisse.

En ce qui concerne les extraits éthanoliques de Thymus pallescens, 1’échantillon non
irradié présente une meilleur teneur en flavonoides qui équivaut a 20.5 mg EQ/g d’extrait Sec,
tandis que les échantillons soumis aux différentes doses d’irradiations montrent un rendement
inférieur par rapport a I’échantillon non irradié et ces rendements varient trés peu avec les

doses d’irradiation.
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% Extrait de Crithmum maritimum L.
Le tableau 23 rapporte les teneurs de phénols totaux et flavonoides de deux

échantillons de fenouil marin
Tableau 23: Teneur en composés phénoliques de deux échantillons de C. maritimum L.

. Phénols totaux Flavonoides
Espéce Provenance
(mg EAG/g) (mg EQ/g)
_ N 35.10 ND Split, Croatie
Crithmum maritimum L. o .
47.00 ND Bejaia, Algérie @

(1): Generali¢ Mekini¢ et al., 2016 ; (2) : Nabet, 2017 ; ND : Non détérminé

La teneur en phénol totaux de notre échantillon de Crithmum maritimum (41.06 mg
EAG/g d’extrait sec) est comprise entre les teneurs rapportées par Generali¢ Mekini¢ et al.,
2016 et Nabet, 2017. On peut donc conclure que nos résultats sont en accord avec ceux

mentionnés dans la littérature.
A fin de comparer la teneur en flavonoides de notre échantillon avec celle de la

littérature, nos recherches n’ont pas abouti sur des etudes comparatives.

% Extrait de Melissa officinalis L.
Le tableau 24 regroupe le résultat des teneurs en polyphénols de trois extraits de

Meélisse.

Tableau 24 : Comparaison des teneurs en phénols totaux de trois extraits de M.officinalis

. Phénols totaux Solvant
Espece Référence de I’étude
(mg EAG/g) d’extraction
48.86 Méthanol Atanassova et al., 2011
Melissa officinalis L. 14.19 Eau Mihaylova et Georgieva, 2013
43.51 Eau Popova et al., 2016

On peut constater que notre échantillon a montré une teneur en phénols totaux plus
importante par rapport aux teneurs présentées dans tableau 24. Il est aussi important de
souligner I’influence du solvant d’extraction. Selon Hayouni (2007), I’utilisation des solvants

polaires conduit a une teneur élevée en composés phenoliques.
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% Extrait de Thymus pallescens de Noé

Barros et al., (2010), mentionnent dans leur étude portant sur un extrait
méthanolique de Thymus mastichina une teneur en phénols totaux égale a 165.29 mg/EAG

d’extrait sec.

D’aprés Delgado et al., 2014, le contenu en polyphénols de vingt extraits

méthanolique de Thymus mastichina s’échelonne entre 2.90 a4 9.15 mg//EAG d’extrait sec.

En ce qui concerne la comparaison des teneurs en flavonoides obtenus avec celles
citées par la littérature, nos recherches n’ont pas abouties a des travaux portant sur la méme
espece, cependant Fatemi et al., 2014, dans leur étude sur des échantillons de menthe poivrée
irradiés a 10 et 25 kGy comparé a 1’échantillon témoin 0 kGy mentionnent une teneur en

flavonoides de 23.01 mg EQ / g d’extraits sec qui varie treés peu avec les dose d’irradiation.

Les variations des teneurs en composés phénoliques sont souvent considérables
d’une espéce a 'autre et a D’intérieur méme d’une méme espece, selon les écotypes. En
général, la teneur en polyphénols d’un extrait dépend de la méthode d’extraction utilisée, de la

nature du solvant ainsi que du matériel vegetal utilisé (Hayouni et al., 2007).
6. Activités biologiques

6.1. Activité antioxydante des HE étudiées

L’activité antioxydante a été évaluée in vitro par quatre méethodes : le test du DPPH, la
mesure du pouvoir réducteur, ’ABTS et le TBARS. A des fins comparatives trois
antioxydants de syntheéses: le BHT (Butyl Hydroxy Toluéne), le TROLOX et le tocophérol

sont pris comme références.

6.1.1. Résultats de IPactivité de piégeage du radical DPPH par des HE de

Crithmum maritimum L. et de Melissa officinalis L.

L’activité antioxydante des différents échantillons de Crithmum maritimum et de
Melissa officinalis vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la

couleur jaune mesurable a 517 nm (Figure 39).
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Figure 39: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

Les résultats de I’activité de piégeage du radical DPPH par les HE de Crithmum
maritimum et de Melissa officinalis ainsi que ceux du BHT et du tocophérol sont donnés dans
le tableau 25.

Tableau 25: Activité de piégeage du radical DPPH par les HE étudiées, le BHT et du
tocophérol.

Concentration Activité de piégeage du radical DPPH? en %

en mg/l HE de Fenouil marin  HE de Mélisse ~ Tocophérol BHT

50 2.26+0.082 0.75+0.112 ND 62.49+0.64 2
100 3.76+0.04° 1.53+0.05° 7295+0.108 73.15+0.07°
200 433+0.10°¢ 3.44+0.06°¢ 73.95+0.05° 80.63+0.14°
500 8.75+ 0.06¢ 7.66 + 0.09 ¢ 76.53+0.23¢ 85.25+0.09 ¢
1000 14.44 +0.08 ¢ 14.02+3.42¢ 80.73+0.06¢ 91.07+0.12°
1500 17.18+1.06f 16.37+0.06F 8355+0.19¢ 97.01+ 0.20°¢f
2000 20.39+0.179 18.93+0.119 89.09+0.28f ND

2 Les résultats sont moyennes * écart type de trois mesures.

ND : Non déterminé

- Le tableau ci-dessus montre que les HE du fenouil marin et de la mélisse présentent

un pouvoir de piégeage du radical DPPH nettement inférieur a celui du BHT et du

tocophérol quelque soit la concentration utilisée.

- Malgré une concentration maximale de 2000 mg/l I’activité de piégeage du radical

DPPH ne dépasse pas 20.39% et 18.93% respectivement pour I’HE de Crithmum

maritimum et de Melissa officinalis,

déterminer les concentrations inhibitrices de 50% des radicaux.

par conséquent il nous a été impossible de

La figure 40 récapitule le pouvoir de piégeage du radical DPPH par les HE de

Crithmum maritimum et de Melissa officinalis, le BHT et du tocophérol.
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Figure 40: Résultats du piégeage du radical DPPH par le BHT, le tocophérol et les HE testées.

6.1.2. Résultats du test du pouvoir réducteur des HE de Crithmum maritimum L. et
de Melissa officinalis L.

Le pouvoir réducteur mesure 1’aptitude des HE de Crithmum maritimum et de Melissa

officinalis, & réduire le fer Fe3* en Fe*2,
Le BHT a éte pris comme antioxydant de référence.

Les résultats du pouvoir réducteur des HE étudiées et du BHT exprimés par

I’absorbance a 700 nm, sont résumés dans le tableau 26 et la figure 41:

Tableau 26: Résultats du test du pouvoir réducteur du BHT et des HE étudiées.

Concentration 8 Absorbance a 700nm

en mg/l
HE de Fenouil marin HE de Mélisse BHT

50 0.013 +0.003 2 0.010+£0.004*  0.513+0.009 2
100 0.040 + 0.001 ° 0.030 £0.009°  0.863+0.011°
200 0.113 +0.003 0.072+0.002°¢  1.063+0.024°¢
500 0.575 +0.010 ¢ 0.190 + 0.002 ¢ 1.171 +0.005 ¢
1000 0.600 + 0.010 0.540+0.007¢  1.303+0.003°
1500 0.628 +0.008 f 0.610 + 0.006 1.341 £0.017
2000 0.655 + 0.005 9 0.690+£0.0059  1.508 +0.005 ¢

2| es résultats sont moyennes + écart type de trois mesures.
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D’aprés les résultats obtenus on constate que le pouvoir réducteur augmente
proportionnellement avec I’augmentation de la concentration, que ce soit pour les HE ou le
BHT. En effet, ’'HE du fenouil marin entraine une absorbance moyenne de 0.013 a une
concentration de 50 mg/l, cette valeur passe progressivement & 0.655 a la concentration
2000 mg/l. De méme, I’HE de la mélisse passe de 0.01 a 0.69 pour les concentrations

utilisées.

Le BHT présente une absorbance de 0.513 a la plus faible concentration utilisée
(50 mg/l), ce qui est légerement inférieur aux valeurs atteintes par les deux HE a la

concentration la plus élevée, ce qui indique un tres grand pouvoir réducteur du BHT.

167 w50 =100 =200 =500 ®m1000 =1500 = 2000
14
1.2
1
0.8
0.6
0.4

0.2

C. maritimum M. officinalis BHT

Figure 41: Résultats du test du pouvoir réducteur du BHT et des HE étudiées.
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6.1.3. Résultats de P’activité de piégeage du radical ABTS™ par les HE de
Crithmum maritimum L. et de Melissa officinalis L.

Tableau 27: Résultats du test d’inhibition du radical ABTS ** par les HE étudiées et le
TROLOX.

Concentration

Activité de piégeage du radical ABTS "2 en %

en mg/l HE de Fenouil marin HE de Mélisse TROLOX
0.01 ND ND 19.67 +0.39 2
0.1 ND ND 19.86 + 0.38°
0.5 ND ND 21.66+0.36°¢
2.5 ND ND 25.34 + 0.37¢
5 ND ND 96.26 + 1.96 ¢
50 6.50 + 0.21°2 472 +0.37°2 ND
100 7.70+0.19° 6.09+0.15° ND
200 18.17+0.31°¢ 6.95+ 0.52 ¢ ND
500 12.93 +0.48 ¢ 10.82 +0.27 ¢ ND
1000 18.70 £0.12°¢ 17.03 + 0.61¢ ND
1500 19.09+0.59f 19.11+0.77° ND
2000 23.23+0.68 9 20.89 +0.29 9 ND

2 |_es résultats sont moyennes + écart type de trois mesures.
ND : Non déterminé

L’activité de piégeage du radical ABTS* augmente progressivement avec 1’élévation
de la concentration en HE pour atteindre des valeurs maximales de 23.23% et 20.89%
respectivement pour ’HE de fenouil marin et de mélisse. Ces résultats confirment
leurs faible capacité a réduire le radical ABTS™* par rapport a I’antioxydant de
synthése « TROLOX » choisi comme standard. Les concentrations inhibitrices de
50% des radicaux n’ont pas €té atteintes méme aux concentrations maximales, alors

que celle du TROLOX est estimée aux alentours de 3 mg/I.
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Figure 42: Résultats du piégeage du radical ABTS par les HE testées et le TROLOX.

6.1.4. Discussion sur I’activite antioxydante des HE Crithmum maritimum L. et de
Melissa officinalis L.
% HE de Crithmum maritimum L.

- Selon Ruberto et al., (2000), I’activité antioxydante de I’HE de fenouil marin
mesurée par le test des substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS) s’est
avérée étre plus active par rapport aux antioxydants de références (BHT &
Tocophérol).

- La capacite de reduction du radical DPPH par I’HE de Crithmum maritimum citée par
Kulisic-Bilusic et al., (2009) est relativement faible, ce qui concorde avec les résultats
de notre échantillon ;

- Cependant, le test de blanchiment du B-Caroténe/ acide linoléique montre que ’HE du
fenouil marin empéche le processus d’oxydation des lipides et donc retarde la

détérioration des aliments. (Kulisic-Bilusic et al., 2010).
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D’apres les travaux menés par Nguir et al., (2011), sur deux échantillons d’HE de
Crithmum maritimum L. originaire de Tunisie extraites des parties aériennes et de la
racine de cette plante ; on constate une activité de piégeage du radical ABTS modérée
(ICs0= 0.643 mg/ml et 0.0514 mg/ml respectivement pour I’HE issue de la racine et
des parties aériennes), cette étude montre une activité antioxydante relativement
élevée par rapport a celles citées dans la littérature (Meot-Duros et al., 2008 ;
Kulisic-Bilusic et al., 2010), Ceci peut s’expliquer par la composition chimique de
cette huile en constituants majoritaires, notamment en y-Terpinéne (21.9% - 39.3%) et
particulierement en Dillapiole (19.7% - 26.8%).

L’ensemble des méthodes testées pour évaluer Dactivité antioxydante de notre

échantillon confirme un pouvoir antioxydant relativement moyen de cette huile.

% HE de Melissa officinalis L.
D’aprés Mimica-Dukic et al., (2004), I’estimation de I’activité antioxydante testée
par la méthode de piégeage du radical DPPH par I’HE de Melissa officinalis a montré
une bonne capacité de réduction du radical DPPH qui se traduit par une concentration
inhibitrice de 50% des radicaux de 7.58 pg/ml. Cette valeur est tres proche de celle
obtenue avec le BHT choisi comme antioxydant de synthese pour réduire 50% des
radicaux (5.38 pg/ml).
Les résultats du pourvoir antioxydant de I’'HE de Melissa officinalis obtenu par
Carvalho de Sousa et al., (2004) en vue de son application en tant qu’anti-tumoral
sont nettement supérieurs a ceux de notre échantillon, ou ils notent des IC 500 = 2pul.
L’étude menée par Mefthahizade et al., 2010, révele que I’HE de Melissa officinalis
présente un potentiel antioxydant comparable a ceux du BHT et BHA, cette
équivalence est liée aux composés phénoliques contenus dans cette huile tels que :
Citronellal et Neral.
Popova et al., (2016) dans leur ¢étude portant sur I’HE et les extraits de
M.officinalis, mettent en évidence les propriétés antioxydantes trés satisfaisantes des
extraits de Mélisse, ces propriétés sont attribuées aux composés phénoliques.
En générale, notre échantillon originaire de la région de Seétif (Algérie) a manifesté
une activité antioxydante nettement inférieure a celle rapportée par la littérature, ceci
peut s’expliquer par la grande variabilité de la composition chimique de cette huile qui

est fortement dépendante des conditions édapho-climatiques.
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6.1.5. Activité antioxydante des HE de Thymus pallescens de Noé

Les résultats du pouvoir antioxydant de I’'HE de T.pallescens exprimés en valeurs
d’ICsp présentés dans le tableau 28 indiquent, que les huiles irradiées a 20 et 30 KGy sont les
plus actives pour tous les tests étudiés, mais restent en général moins efficaces que les
témoins positifs. Nos résultats montrent que les doses d’irradiation a 20 et 30 KGy affectent
positivement l'activité antioxydante de T.pallescens. Pour les autres doses (5 et 10 KGy),
I'activité antioxydante diminue ou augmente selon chaque test utilisé, mais les changements
enregistrés entre ces deux doses ne sont généralement pas significatifs.

Tableau 28: Résultats des concentrations inhibitrices de 50% des radicaux des HE étudiées,
du BHT et du TROLOX.

Echantillon DPPH ABTS TBARS Pouvoir réducteur
et/ou témoin
0 KGy 574.0+3.6°¢ 21.1+39°¢ 387+7°¢ 255+1.9 ¢
5 KGy 631.6+1.4 18.2+0.1¢ 378.7+10.8¢ 249.6+4.6¢
10 KGy 627+8.6 18.3+3.3¢ 375.1+6.7 ¢ 330.2+3.4°¢
20 KGy 286.7+5.9° 17.9+4.9 104.5+1.8° 240.4+3.1°¢
30 KGy 609+3.3¢ 17.3x0.04°¢ 20.3+0.62 204.1+3.1°
BHT 28.0+0.7°2 5.3+0.01° 98.4+1.7° 64.8+0.8 @
TROLOX ND 2.0+0.12 ND ND

ND : Non Déterminé

Les données bibliographiques concernant l'influence de l'irradiation par rayons X sur
I’activités antioxydante des herbes ou des épices concernent principalement les extraits non
volatils alors que celles sur les huiles essentielles sont plutdt rares (Zantar et al., 2015 ;
Abdeldaiem et al., 2009; Fatemi et al., 2014).

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés pour I'HE de Rosmarinus officinalis
pour laquelle I'activité antioxydante mesurée par des tests de clavenging du DPPH et des tests
de décoloration du B-caroténe, 1’activité antioxydante augmente avec la dose d'irradiation
10-15 KGy (Fatemi et al., 2014). Pour les mémes tests, aucun changement significatif de
I'activité antioxydante n'a été noté pour I'huile essentielle de Mentha piperita irradiée a 10 et
20 kGy (Fatemi et al., 2014). L’huiles essentielle de T. vulgaris originaire du Maroc qui est
riche en carvacrol a montré une importante augmentation du pouvoir de piégeage du radical
DPPH qui se stabilise entre 20 et 30 KGy (Zantar et al., 2015 ; Horvathova et al., 2007).
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6.2. Activité antimicrobienne

Les mesures de l'activité inhibitrice ont été effectuées par la méthode des disques

(Aromatogramme)

Donc les mesures des diametres des zones d'inhibition ont pour but de mettre en

évidence l'action des HE sur les souches microbiennes testées.

A cet effet, une échelle de mesure de I'activité antimicrobienne a été mise par Ela et
al., (1996) et Meena et Sethi (1994), répartissant les diamétres des zones d'inhibition en

04 classes:

v Fortement inhibitrice: lorsque le diamétre de zone d'inhibition est supérieur 28

mm ;

v' Modérément inhibitrice: le diamétre de la zone d'inhibition est compris entre 16
mm et 28 mm ;

v' Légeérement inhibitrice: le diamétre de la zone d'inhibition est compris entre 10 mm
et 16 mm;

v Non inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d'inhibition est inférieur a 10 mm.

Ainsi, l'interprétation de nos résultats se fait par la comparaison entre les résultats des

tests effectués avec ceux donnés par I'échelle ci-dessus considérée comme témoin comparatif.
6.2.1. Activité antimicrobienne de ’HE de Melissa officinalis L.

% Etude qualitative de ’HE analysée

Les résultats obtenus relatifs aux diameétres des zones d'inhibition par I’HE en utilisant

le test de I’aromatogramme sont regroupés dans le tableau 29 et la figure 43

Tableau 29: Sensibilité des souches étudiées a I’HE de mélisse
(Diffusion en mm par disque + Standard déviation).

Souches HE M. officinalis Ciprofloxacine Piperacilline
Bacillus subtilis 19,25 + 1,41° 30.00 £0.30° 22.20£0.30°2
Escherichia coli 19,00 + 1,41° 38.10+0.20° 27.00 £0.40°

Pseudomonas aeruginosa 14,75 + 0,352 43.20+0.20° 23.10+0.10°
Staphylococcus aureus 20,00 + 2,82 ¢ 27.30+0.40° 26.10+0.10°
Candida albicans 33,00 + 1.41° ND ND
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Figure 43: Diameétres des zones d’inhibition de I’HE testée, la Ciprofloxacine et
la Piperacilline.

Au vu des résultats résumés dans le tableau 29 et la figure 43, on constate que I’HE
de mélisse présente une légere activité inhibitrice vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa
(14.75 mm), une activité inhibitrice modérée contre Staphylococcus aureus (20 mm), Bacillus
subtilis (19.25 mm) et E.coli (19 mm), alors qu’une forte inhibition est notée avec la plus
grande valeur enregistrée (33 mm) vis-a-vis de Candia albicans.

Les antibiotiques employés comme témoins positifs montrent une meilleure activité
par rapport a I’HE de mélisse pour toutes les souches bactériennes testées. La Ciprofloxacine
enregistre un fort pouvoir inhibiteur contre de toutes les bactéries testées (> 27 mm). Pour la
Piperacilline, une activité inhibitrice modérée vis-a-vis de Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa (< 27 mm) et un fort pouvoir inhibiteur contre E.coli
(27 mm).

Dans 1’étude de Mimica et Dukic et al., 2004, ’HE de mélisse originaire de Serbie
testée sur plusieurs bactéries a des teneur en HE de 20% et 50% montre une activité
d’inhibition qui augmente avec la concentration et qui varie selon la souche testée, sauf dans
le cas de la souche S.aureus ou I’activité inhibitrice de I’HE a 20% est supérieure a celle de

50% (24 mm et 19.4 mm respectivement pour les 2 teneurs).
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- Une légeére inhibition vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa (13.4 a 15.8 mm) est
enregistrée pour toutes les concentrations en HE, ce qui concorde avec les résultats de
notre échantillon ;

- Une forte inhibition est notée vis-a-vis de B.subtilis (29.6 mm et 28.2 mm
respectivement pour 20% et 50% en HE) ;

- Une forte activité inhibitrice est aussi notée contre 1’une des souches E.coli pour les
deux concentrations.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Abdelatif et al., 2014, pour
toutes les bactéries testées a ’exception de P aeruginosa, qui présente une résistante a I’HE

de mélisse.

Abdelatif et al., (2014) notent une activité d’inhibition modérée contre les bactéries

et une forte inhibition vis-a-vis de C.albicans (36 mm).

% Détermination des CMI & CMB de I’HE analysée
Afin de confirmer les résultats trouvés précédemment dans 1’étude qualitative de
I’activité antimicrobienne et dans le but de mesurer la dose exacte au-dela de laquelle toute
croissance microbienne est inhibée, nous avons procédé a la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration minimale bactéricide (CMB)
de I’HE de Melissa officinalis.

Les valeurs des CMI et des CMB de I’HE testée vis-a-vis des souches microbiennes

analysées sont représentées dans les tableaux 30, 31, 32, 33 et 34.
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Tableau 30: Evaluation des CMI de I’HE de mélisse.

Micro-organismes testés
HE Concentra | Bacillus Escherichia | Pseudomonas | Staphylococcus Candida
tion subtilis coli aeruginosa aureus albicans
0.03% + + + + +
@
= 0.06% + T + CMI T
=
3 0.125% + + + - CMI
= 0.25% + CMI T i i
S 0.50% + - + - -
A
P 1% CMI - n : .
S
I 2% - - CMI - -

+ : croissance microbienne, - : absence de croissance.

D’apres les résultats obtenus, Pseudomonas aeruginosa est la souche la plus résistante

vis-a-vis de I’HE étudiée, alors que Staphylococcus aureus s’est avéré étre la plus sensible

(tableau 30).

Cette résistance de Pseudomonas aeruginosa est due a la capacité de celle-ci a former

un biofilm. Ce dernier est une organisation complexe, composée de différentes strates dans

lesquelles les bactéries se trouvent dans des états physiologiques spécifiques a leur situation.

Ainsi, toute la population bactérienne n’est pas exposée simultanément et identiquement au

produit (Pibiri, 2006).

Les valeurs des CMI obtenues viennent affirmer les résultats de 1’analyse qualitative

(I’ Aromatogramme).

Tableau 31: Concentration Minimales Inhibitrices (CMI) de I’HE de mélisse.

Bacillus Escherichia | Pseudomonas | Staphylococcus Candida
Souches - . . .
subtilis coli aeruginosa aureus albicans
CMI (vIv) 1 0.25 2 0.06 0.125

Tableau 32: Concentration Minimales Bactéricides (CMB) de I’HE de mélisse.

Bacillus Escherichia | Pseudomonas | Staphylococcus Candida
Souches - . . i
subtilis coli aeruginosa aureus albicans
CMB (viv) 2 0.5 > 2 0.25 0.25
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L’HE de mélisse présente une assez bonne activité antimicrobienne a travers des
CMI plutdt faibles, sauf dans le cas de Pseudomonas aeruginosa qui montre la plus forte
résistance avec une CMI de 2%, cette valeur confirme le résultat obtenu par I’aromatogramme

(Z=14.75 mm), la CMB n’a pas été déterminée (> 2%).

La CMI dans le cas d’E.coli est de 0.25% cela est en accord avec les résultats de

I’analyse qualitative, la CMB quant a elle est de 0.5%.

La valeur de la CMI enregistrée dans le cas de Bacillus subtilis est de 1%, la CMB

est plus élevée et équivaut a 2%.

Staphylococcus aureus s’est avérée étre la souche la plus sensible sous I’action de
I’HE de mélisse avec des CMI de 0.06%, ces résultats concordent avec 1’étude qualitative.

Alors que la CMB pour Staphylococcus aureus est plus élevée 0.25%.

Dans le cas de la levure, ’HE de Melissa officinalis montre une CMI assez faible de
0.125% contre Candida albicans. Cela confirme également le test de sensibilité par la

méthode de diffusion sur gélose, la CMB est deux fois supérieure a la CMI 0.25%.

Le rapport CMB/CMI permet de définir le caractére bactériostatique ou bactéricide

d’une huile essentielle, lorsque ce rapport est inférieur a 4, 1’huile est considérée comme

bactéricide (Hellal, 2011).
Le tableau 33 résume les rapports des CMB/CMI de I’HE de mélisse.

Tableau 33: Rapports CMB/CMI de I’HE de mélisse.

Bacillus Escherichia | Pseudomonas | Staphylococcus Candida
Souches - . . i
subtilis coli aeruginosa aureus albicans
CMB/CMI 2 2 ND 4.16 2

ND : Non Déterminé

Les rapports CMB/CMI déterminés dans le tableau 33, indiquent que I’HE de
mélisse est bactéricide vis-a-vis de Bacillus subtilis, Escherichia coli et Candida albicans
(CMB/CMI < 4).

En comparant les CMI de notre échantillon avec celles citées par Abdelatif et al.,
2014, il apparait que I’HE de notre échantillon est plus active pour toutes les souches testées

sauf pour Pseudomonas aeruginosa ou la CMI est similaire et est égale a 2%.
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La forte activité antimicrobienne des huiles essentielles contre presque tous les
micro-organismes sensibles peut étre attribuée a la présence d'une forte concentration de
monoterpenes ayant un potentiel antibactérien et antifongique (Jalsenjak et al., 1987,
Sivropoulou et al., 1997, Sur et al ., 1991, Yangui et al., 2009). Outre les principaux
composés, dautres constituants mineurs des huiles essentielles ont une activité
antimicrobienne. Les effets synergiques de la diversité des constituants majeurs et mineurs
présents dans les huiles essentielles doivent étre pris en considération pour rendre compte de
leur activité biologique (Dorman et Deans, 2000).

Les propriétés bactéricides se justifient par leur pH acide dans la mesure ou la
pullulation microbienne est favorisée par 1’alcalinité tandis que I’acidité s’y oppose ; ces
propriétés se justifient également par 1’effet de 1’hydrophobicité des composés terpéniques:
cas du thymol et du carvacrol (Hyldgaard et al., 2012), car la structure phénolique du thymol
lui confére des capacités de destruction membranaire par sa forte hydrophobicité et sa
capacité a céder un proton qui va pouvoir s’insérer dans la bicouche lipidique de bactéries. Ce
qui va engendrer un phénoméne de fluidification et entrainer une augmentation de la
perméabilité membranaire. C’est la conclusion a laquelle arrivent, Dubey et al. (2000),

Nakamura et al. (1999), Nguefack et al. (2004), Onawunmi et al. (1984).
6.2.2. Activité antimicrobienne de Thymus pallescens de Noé

Les diametres des zones d'inhibition obtenus sont compris entre 27,0 et 52,8 mm
(tableau 34). Ces résultats montrent une forte activité contre toutes les souches bactériennes
testées, a I'exception de Pseudomonas aeruginosa. Les sensibilités les plus élevées ont été
observées contre les souches de levure (C. albicans et Saccharomyces cerivisea). Dans
I'ensemble, I'activité antimicrobienne des bactéries Gram négatif et Gram positif étudiées n'a
pas été significativement affectée par les différentes doses d'irradiation y. Nos résultats sont
en accord avec ceux rapportés pour I’huile essentielle Zataria multiflora Boiss. pour laquelle
l'irradiation y a 10 et 25 kGy n'a pas affecté I'activité antimicrobienne des bactéries Gram

positif et Gram négatif (Fatemi et al., 2015).

Cependant, nos résultats sont plus ou moins différents de ceux rapportés pour I'huile
essentielle de T. wulgaris ou [lirradiation y a affecté significativement I'activité

antimicrobienne contre deux bactéries gram négatives (Escherichia coli et Salmonella
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senftenberg), tandis que les bactéries gram positif (Listeria monocytogenes et Staphylococcus

aureus) n'ont été pas affectees (Zantar et al., 2015).

D'autre part, nos résultats sont en total désaccord avec ceux rapportés par
Abdeldaiem et al., pour I'huile essentielle de romarin irradiée (5, 10 et 15 kGy) ou l'activité
antibactérienne augmente proportionnellement avec les doses d'irradiation (Abdeldaiem, et
al., 2009).

Plusieurs recherches mettent en évidence I’étroite corrélation entre la puissance
antibactérienne des HE et leurs composition en constituants majoritaires, particuliérement les
monoterpénes phénoliques carvacrol et/ou le thymol dont I'activité antimicrobienne a été
prouvée vis a vis de nombreuses de bactéries, notamment les pathogenes d'origine alimentaire
(Rattanachaikunsopon et al., 2010 ; Ramos et al., 2012). Des micrographies électroniques
ont montré que ces composes, de nature lipophile, agissent sur la membrane cellulaire et
provoquent des dommages morphologiques importants, entrainant une modification de la
perméabilité et la libération du contenu cellulaire (Moosavy et al., 2008). De plus, certaines
études ont montré que leur combinaison avec d'autres composés courants conduisait a une
activité synergique entrainant la déstabilisation de la membrane microbienne (Fatemi et al.,
2015 ; Saei Dehkordi et al., 2010).
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Tableau 34: Sensibilité des souches étudiées aux échantillons de Thymus pallescens (Diffusion en mm par disque + Standard déviation).

Echantillons Microorganismes ; zone d’inhibition (mm)
/témoin
E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa | S.aureus B.subtilis C.albicans | S.cerevisiae
0 KGy 27.0£0.2° 32.1+0.5°¢ 13.1+0.2° 42.0+0.4¢ | 40.1+1.0¢ 52.8+0.2 ¢ 45.9+0.3°
5 KGy 27.7+£0.8" 32.1+0.2°¢ 13.2+0.2° 42.1+0.2¢ | 41.5+0.2°¢ 52.3+0.3¢ 46.0+0.2°
10 KGy 27.0£0.4° 32.4+0.3° 12.1+0.2° 42.3+0.2°" | 40.0£0.5¢ 51.1+0.2° 46.0+0.3°
20 KGy 28.0+0.3" 32.1+04°¢ 12.2+0.22 40.2+0.59 | 42.0+0.5° 50.5+0.5° 47.0£0.3%
30 KGy 33.1+0.3°¢ 34.9+0.3 ¢ 12.3+0.5 2 43.2£0.17 | 41.0+0.1% 46.8+0.2° 46.8+£0.2°
Ciprofloxacine | 38.1+0.2¢ 24.4+0.2° 43.2+0.2¢ 27.3+0.4° | 30.0+0.3¢ ND ND
Piperacilline 27.0£0.4° 19.3+0.2° 23.1+0.1° 26.1£0.1% | 22.2+0.3° ND ND
Amoxicilline 24.2+0.32 19.2+0.22 ND 35.04¢0.1°¢ | 12.1+0.11° ND ND

ND : Non Déterminé
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6.3. Activité insecticide des HE étudiées

Les huiles essentielles sont considérées comme un moyen alternatif pour lutter contre
de nombreux insectes nuisibles (Tripathi et al., 2009). Pour la protection des denrées
alimentaires stockées, les composés phytochimiques peuvent étre utilisés pour la prévention
des ravageurs, la détection précoce des organismes nuisibles ou la lutte antiparasitaire (Lopez
et al., 2008).

Des études sur le mode d'action de l'insecticide naturel ont montré que les traitements
des insectes avec des composés naturels tels que les huiles essentielles ou les composés
phenoliques peuvent provoquer des symptdmes neurotoxiques, notamment une hyperactivité,

des convulsions et des tremblements suivis de paralysie (knock-down).

L’action insecticide des HE est trés semblable a celle produite par les insecticides
pyréethroides (Kostyukovsky et al., 2002). Il a été reconnu que les huiles essentielles sont des

neurotoxines puissantes et pourraient affecter le systéme nerveux central (Keane et al., 1999).

L’activité insecticide des HE des trois plantes aromatiques (Crithmum maritimum L.,
Melissa officinalis L. et Thymus pallescens de No€) a été étudiée sur la mortalité des adultes
de Callosobruchus maculatus F. et Tribolium confusum Duv. dans les conditions de
traitement. Leur efficacité a été déterminée par effet dose et temps d’exposition sur 20
individus en comparant leurs (DLso et DLso) et (TLso et TLso) tirés de la courbe de régression

des Probits en fonction des log (doses et / ou temps) décrite par Finney en 1971.

6.3.1. Activité insecticide des HE de Crithmum maritimum L. et de Melissa officinalis L.

% Résultats du test de toxicité par inhalation des HE de C.maritimum L. et de
M.officinalis L. vis-a-vis de Callosobruchus maculatus F.

La mortalité des adultes de C.maculatus F. est observée dans des pots de 69.50 cm?®
de volume saturé en HE de C.maritimum L. et M.officinalis L. & des teneurs, respectivement
de 15ul (0,216 pl/cm®) et 8 pl (0,072 pl/cm®). Un pot sans aucun traitement a été utilisé
comme témoin. Apres I’introduction des adultes de C.maculatus a I’intérieur des pots saturés

en HE les insectes manifestent un comportement agité et perturbé pour éviter les odeurs d’HE.

Les résultats du test par inhalation pour les deux HE sont rapportés dans le tableau 35
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Tableau 35: Evaluation de la toxicité par inhalation des HE de fenouil marin et de mélisse vis-a-vis de C.maculatus F.

Crithmum maritimum L.

Melissa officinalis L.

Doses d’HE = 15 pl (0.216 pl/cm?3)

Doses d’HE = 8 pl (0.072 pl/cm?)

% de % de
0, 0,
Temps 0de | ortalité | Probit | |eMPS %de | mortalité | Probit

(h) mortalité - (h) mortalité .

corrigé corrigé
24 23.33 20.03 4.23 6 26.66 25.42 4.33
48 50.00 42.27 4.95 12 36.66 34.48 4.59
72 68.33 66.66 5.44 18 76.66 75.86 5.71
96 98.33 98.21 7.05 24 86.66 85.96 6.08
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La mortalité des insectes observée dans les pots témoins est due a une mort naturelle
et n’est pas causée par effet des HE.
% HE de Crithmum maritimum L.
D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que le taux de mortalité augmente
progressivement avec le temps d’exposition des insectes a 1’effet d’inhalation d’HE de fenouil
marin. En effet, ’HE de C.maritimum L. est dotée d’une activité insecticide par effet

d’inhalation.

Un traitement de 15 pl (0.216 pl/cm®) d’HE, la mortalité enregistrée est de 22.03%
au bout de 24h, qui augmente jusqu’a plus doubler, 48.27% apres 48h d’exposition, pour
atteindre 66.66% au bout de 72h. La mortalité maximale est de 98.21% apres une exposition
de 96h d’inhalation.

% HE Melissa officinalis L.
La toxicit¢ de ’'HE de mélisse a une dose de 8 ul soit 0.072 pl/cm?® par effet
d’inhalation augmente avec le temps. Une mortalité de 25.42% est enregistrée apres 6h
d’exposition, puis augmente jusqu’a atteindre 34.48% au bout de 12h, aprés 18h d’exposition

on atteint un taux de mortalité de 75.86%, pour arriver a 85.96% apres 24h.

» Deétermination des temps létaux TLso et TLso des HE de C.maritimum L.
et M.officinalis L.
Les courbes de régression des mortalités exprimées en probit en fonction du

logarithme décimal du temps permettent le calcul des temps létaux de 30% et 50% des

insectes.
81 Probit
7 - y =1,8113x - 1,7779
R2=0,8283
6 4
5 -
4 4
3 4
2 4
1 -
Log temps
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Figure 44: Détermination des TLszo et TLso de I’HE Crithmum maritimum L. par effet
d’inhalation vis a vis de C.macutatus F.
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7 5 Probit

y =1.3179x + 1.769

R2=0.8713

Log temps

0

T T T T

0.5 1 15 2

T T 1

2.5 3 3.5

Figure 45: Détermination des TLao et TLso de I’'HE Melissa officinalis L. par effet
d’inhalation vis a vis de C.macutatus F.

Le tableau 36 et les figures 44 et 45 regroupent les valeurs des temps létaux de 30%

et de 50% des adultes de C.maculatus par inhalation des HE testées.

Tableau 36: TLsg et TLso des HE de fenouil marin et de mélisse.

Temps létaux (h)

HE

Crithmum maritimum L.

Melissa officinalis L.

TL3o

31.65

7.82

TLso

42.18

11.60

42.18

C.maritimum M.officinalis

ETL30 mTL50

Figure 46: Temps létal causant la mort de 30% (TLso) et 50% (TLso) des individus de

C.maculatus F.
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D’apres le tableau 36 et la figure 46 on remarque que les HE testées sont dotées d’un
pouvoir insecticide par effet d’inhalation.

% Résultats du test de toxicité des HE de C.maritimum L. et de M.officinalis L. par
contact vis-a-vis de Callosobruchus maculatus F.

La mortalité des adultes de C.maculatus F. a été observée dans les bocaux contenant
les graines de pois chiche traités aux HE pour les différentes doses (15 ul, 30 ul et 60 pl de
I’HE de fenouil marin) et (8 ul, 16 pl et 32 ul de ’HE de mélisse). Des bocaux qui n’ont pas
subis de traitements aux HE sont pris comme témoins. Comme pour le test de toxicité par

effet d’inhalation, la mortalité naturelle des insectes reste nulle.

Les résultats du test par contact pour les deux HE sont rapportés dans le tableau 37 et

illustrés par les figures 47 et 48.
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Tableau 37: Evaluation de la toxicité par contact des HE de fenouil marin et de mélisse vis-a-vis de C.maculatus F.

Crithmum maritimum L. Melissa officinalis L.
(0) 0)
Doses Doses % de /odg , _ Doses Doses % de /odg , _
d’HE d’HE - .| mortalité¢ | Probit d’HE d’HE ... | mortalité Probit
) mortalite - » | mortalité -
() (ul/cm?) corrigé () (ul/cm?) corrigé
0 0 3.33 - - 0 0 1.67 - -
15 0.191 71.66 70.69 5.52 8 0.101 93.33 93.22 6.48
30 0.382 76.66 75.86 5.71 16 0.204 95 9491 6.64
60 0.764 93.33 93.10 6.48 32 0.407 98.33 98.30 7.05
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Les résultats obtenus dans le tableau 37 montrent que la mortalité enregistrée pour
les deux HE augmente en fonction de la dose.

La mortalité corrigée est comprise entre 70.69 % et 93.10 % pour I’HE de fenouil
marin et entre 93.22% et 98.30 % pour I’HE de mélisse. On constate que ces HE possédent
un effet toxique par contact vis-a-vis des adultes de C.maculatus F., cet effet est

proportionnelle aux doses utilisées.

» Détermination des doses letales DL3o et DLso des HE de C.maritimum L. et
M.officinalis L.

Les courbes de régression des mortalités exprimées en probit en fonction du

logarithme décimal de la dose permettent le calcul des doses Iétales pour 30% et 50% des

insectes.

6.6 Probit

6.4 y = 0,6925x + 3,548
R2 = 0,8915
6.2

5.8

5.6

54

Log dose
5.2
0 1 2 3 4 5

Figure 47: Détermination des DL3o et DLso de I’'HE Crithmum maritimum L. par effet de
contact vis a vis de C.macutatus F.
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719 Probit

7
6.9
6.8
6.7 -
6.6

6.5

6.4 x

y = 0.4112x + 5.5833

R2=0.9397

Log dose

0 05

T T

3 3.5 4

Figure 48: Détermination des DL3o et DLso de I’HE Melissa officinalis L. par effet de contact

vis a vis de C.macutatus F.

Le tableau 38 et les figures 47 et 48 regroupent les valeurs des doses létales a 30% et

a 50% des HE testées vis-a-vis des adultes de C.maculatus par contact.

Tableau 38: DL3g et DLsg des HE de fenouil marin et de mélisse.

Dose létale (ul)

HE

Crithmum maritimum L. Melissa officinalis L.
DL3o 3.84 0.068
DLso 8.14 0.242
mDL30 mDL50
8.139
0.068 0.242
I 0000
C.maritimum M.officinalis

Figure 49: Dose létale causant la mort de 30% (DLao) et 50% (DLso) des individus de

C.maculatus F.
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6.3.2. Activité insecticide des échantillons d’HE Thymus pallescens de Noé.

+ Reésultats du test de toxicité par inhalation vis-a-vis de Tribolium confusum Duv.

La mortalit¢ par inhalation des insectes a montré que le coléoptére
Tribolium confusum Duv. est plus sensible aux HE de T. pallescens irradiées a 10 et 20 kGy
avec un TLsg des individus respectivement de 3,67 h et 3,65 h pour les échantillons 10 kGy
et 20 kGy et un TLgo des individus respectivement de 7,26 h et 6,77 h pour les échantillons
10 kGy et 20 kGy. Pour les autres échantillons, aucune différence significative n’est notée

dans leurs TLgo.

» Détermination des temps létaux TLso et TLoo des échantillons d’HE de
Thymus pallescens de Noé.

Les courbes de régression des mortalités exprimées en probit en fonction du

logarithme décimal du temps permettent le calcul des temps létaux pour 50% et 90% des

insectes.

g Probits 5.64
4.82
5 4.5
4
y = 1.8935x + 2.7067
R?=0.9397
3
2
1
Log temps
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6

Figure 50: Détermination des TLsg et TLoo de I’HE Thymus pallescens de Noé non irradié par
effet d’inhalation vis a vis de T.confusum Duv.
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7 Probits
5.88

6 )

49 5.1
5 e ®
4 y =1.6277x + 3.3333

R2 =0.8955
3
2
1
Log temps
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6

Figure 51: Détermination des TLso et TLgo de I'HE Thymus pallescens de Noé irradié a
5 kGy par effet d’inhalation vis a vis de T.confusum Duv.

Probits
/ 6.23
[0}
6 5.33
5.05 5
5 e
4 y =1.9599x + 3.1767
Rz =0.9157

3
2
1
0 Log temps

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6

Figure 52: Détermination des TLso et TLgo de I’'HE Thymus pallescens de Noé irradié a
10 kGy par effet d’inhalation vis a vis de T.confusum Duv.
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Probits
7

6

5

0 0.2 0.4

0.6

6.55

5.39
5.05

y = 2.4914x + 2.6633
R2=0.9094

Log temps

0.8 1 1.2 1.4 1.6

Figure 53: Détermination des TLso et TLgo de I’'HE Thymus pallescens de Noé irradié a
20 kGy par effet d’inhalation vis a vis de T.confusum Duv.

Probits
6

5

4

0 0.2 0.4

5.64

4.72
4.42

y = 2.0264x + 2.4867
R2 = 0.9207

Log temps

0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6

Figure 54: Détermination des TLso et TLgo de I’'HE Thymus pallescens de Noé irradié a
30 kGy par effet d’inhalation vis a vis de T.confusum Duv.

Tableau 39: TLsg et TLoo des échantillons de T.pallescens de Noe.

Temps Iétaux (h) HE de T.pallescens de Noé
0 kGy 5 kGy 10 kKGy 20 kGy 30 kGy
TLso 5,09 6,56 3,67 3,65 6,94
TLoo 9,99 10,69 7,26 6,77 10,98
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ETL50 =mTL90

10.69 10.98

0 KGY 5 KGY 10 KGY 20 KGY 30 KGY

Figure 55: Temps létal causant la mort de 50% (TLso) et 90% (TLgo) des individus de
T.confusum Duv.

®,

% Résultats du test de toxicité par contact vis-a-vis de Tribolium confusum Duv.
L'analyse de I’activité insecticide par le test de contact a montré que les HE des
échantillons irradiés a 10 et 20 kGy sont également les plus toxiques vis a vis T. confusum
(DLso= 8,81 pl/ml correspondant a 0,055 ul /cm? et DLgo = 38,31 pl /ml correspondant a 0,30
ul /em? pour 10 kGy DLso = 8,74 ul/ml correspondant a 0,054 ul /cm? et DLgo = 26,45 pl/ml
correspondant & 0,165 pl /cm? pour 20 KGy). L'efficacité des échantillons augmente & partir de
I’échantillon non irradié pour atteindre son maximum a la dose de 20 kGy puis diminue a

30 kGy. Les différences les plus significatives sont obtenues pour les valeurs DLgo.

Ce résultat indique que les HE de Thymus pallescens sont efficaces au début du
traitement mais aprés une longue période d'exposition seule I'huile irradiée a 20 kGy demeure
efficace. Par conséquent, I'huile irradiée a cette dose pourrait étre utilisée contre T. confusum

dans les denrées alimentaires stockées.

» Détermination des doses létales DLso et DLgo des échantillons d’HE de
Thymus pallescens de Noé

Les courbes de régression des mortalités exprimées en probit en fonction du

logarithme décimal de la dose permettent le calcul des doses létales de 50% et 90% des

insectes.
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Figure 56: Détermination des DLso et DLgoo de I’HE Thymus pallescens de Noé non irradié
par effet de contact vis a vis de T.confusum Duv.
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Figure 57: Détermination des DLso et DLgo de I'HE Thymus pallescens de Noé irradié a
5 kGy par effet de contact vis a vis de T.confusum Duv.
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Figure 58: Détermination des DLso et DLgo de I’'HE Thymus pallescens de Noé irradié a
10 kGy par effet de contact vis a vis de T.confusum Duv.
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Figure 59: Détermination des DLso et DLoo de I’'HE Thymus pallescens de Noé irradié a
20 kGy par effet de contact vis a vis de T.confusum Duv.
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Figure 60: Détermination des DLso et DLoo de I’'HE Thymus pallescens de Noé irradié a
30 kGy par effet de contact vis a vis de T.confusum Duv.

Tableau 40: DLso et DLgo des échantillons de T.pallescens de Noé.

Dose létale (ul/mi) HE de T.pallescens de Noé
0 kGy 5 kGy 10kGy | 20kGy | 30kGy
DLso 16,26 10,56 8,81 8,74 17,36
DLgo 77,11 64,61 38,31 26,45 74,76

mDL50 =DL 90

77.11 74.76

0 KGY 5 KGY 10 KGY 20 KGY 30 KGY

Figure 61: Concentration létale causant la mort de 50% (DLso) et 90% (DLgo) des individus
de T.confusum Duv.
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La toxicité observée ici pourrait s'expliquer par la présence du carvacrol et du
p-cyméne. En effet, il a déja été montré que les huiles essentielles riches en ces deux
composés possedent des effets toxiques aigus contre divers insectes nuisibles au stockage de

denrées alimentaires (Kordali et al., 2008 ; Kasrati et al., 2015).

6.3.3. Discussion sur de ’activité insecticide des plantes étudiées.
% HE de Crithmum maritimum L.

L’étude de Tsoukatou et al., 2001, portant sur I’HE de C.maritimum L. provenant de
différentes régions d’Europe montre que tous les échantillons testés présentent une forte
toxicité vis-a-vis de P.pallidula avec une mortalité de 90% atteinte aprés 3 h d’exposition.
Ces propriétés répulsives peuvent étre attribuées a la composition chimique de cette huile

notamment le Dillapiole.

Selon Polatoglu et al., 2016, les résultats du test de toxicité par contact des HE de
C.maritimum L. originaire de Turquie testée vis-a-vis S.oryzae, R.dominica et O.surinamensis
montre une forte activité insecticide, la mortalité observée au bout de 72h est respectivement
de 93.30%, 83.60% et 70.33% pour les trois insectes retenus. De méme, les résultats du test
de toxicité par inhalation vis-a-vis S.granarius, S.oryzae et O.surinamensis enregistre une
mortalité de 100% au bout de 48h pour S.granarius, S.oryzae, alors que O.surinamensis

semble plus résistant avec une mortalité de 70.33%.

On constate que des résultats satisfaisants sont enregistrés par notre échantillon et

sont en accord avec ceux cités par la littérature.

% HE de Mélissa officinalis L.

D’aprés les travaux de Pavela (2005), qui a porté sur ’activité insecticide de
plusieurs HE vis-a-vis de Spodoptera littoralis, dont I’'HE de mélisse originaire d’Espagne. La
toxicité de cette huile s’est avérée trés élevée a travers avec des DLso < 0.05 pl/larves.

Selon Khater et El Shafiey (2015), enregistre une assez bonne toxicité due a I’HE
de M.officinalis vis-a-vis de Tribolium casteneum avec une DLso= 16.4%.

Mahmoudi et al., 2017 ont testé 1’activité insecticide de I’HE de mélisse originaire
d’Iran vis-a-vis de Tetranychus urticae, les résultats de cette étude ont montré que I’HE issue
des feuilles présente une trés forte toxicité par rapport a celle issue des tiges.

La toxicité enregistrée par notre échantillon de mélisse concorde avec celle citée

dans la littérature.
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¢ Echantillons d’HE de Thymus pallescens de Noé
L’effet 1étal que provoque I’HE de T. pallescens est attribu¢ a 1’action conjugué de
ses monoterpénes qui agissent chez I’insecte sur différentes cibles. Le Carvacrol (81.8% a
85.7%) induit selon plusieurs auteurs une cytotoxicité et une neurotoxicité remarquable des
récepteurs de la tyramine, un précurseur de 1’octopamine au niveau des voies respiratoires

des insectes (Enan, 2005).
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Les conservateurs chimiques sont partout dans notre alimentation, Il s’agit de
substances qui ne se trouvent pas naturellement dans les aliments mais qu’on y ajoute pour

améliorer leur godt, leur aspect ou prolonger leur durée de conservation.

Aujourd’hui notre alimentation regorge de substances toxiques a éviter fortement car ils
sont la source de beaucoups de nos problemes de santé: augmentation des allergies,
problémes cardiaques, troubles du comportement.

Aussi, 'utilisation des extraits végétaux, source inépuisable de substances naturelles

bioactives a acquis une place importante dans le secteur agro-alimentaire.

A cet effet et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, la présente étude a
porté sur trois plantes médicinales poussant spontanément en Algérie : la Criste marine
(Crithmum maritimum L.), la Mélisse (Melissa officinalis L.) et le Thym (Thymus pallescens
de Noé). Notre travail a été mené dans le but d’étudier la composition chimique et
I’estimation des activités biologiques des HE étudiées ainsi que 1’influence de I’irradiation Y
sur la composition chimique et les activités biologiques de I’'HE du Thymus pallescens de
Noé.

Nous avons d’abord commencé par déterminer les rendements en HE aprés extraction

par hydrodistillation qui sont de 0.45% pour la criste marine et de 0.77% pour la mélisse.

Les échantillons de thym quant a eux ont été soumis a un pré traitement consistant a les
bombarder a différentes doses d’irradiation : 5, 10, 20 et 30 kGy. Les rendements obtenus

pour les échantillons de thym témoin et irradiés varient de 1.70% a 1.80%

Les résultats de 1’analyse de la composition des HE par CPG seule et CG/SM nous ont

permis d’identifier:

e Un chémotype riche en composés monoterpéniques pour I’HE de Crithmum
maritimum ou on a pu identifier 51 composes correspondant a 99.1% de I’HE
analysée, avec les composés majoritaires: y- Terpinéne (39.6%), Thymol
méthyle éther (26.9%), p-Cymene (10,2%) et Sabinene (6.4%).

e Une dominance des Monoterpenes oxygénés dans I’HE de M¢élisse ou on a pu
identifier 64 composes qui correspondent & une teneur de 90.3% de I’ensemble de

I’HE de Melissa officinalis avec la prédominance du Piperitenone oxide (32%o)
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suivi par Pulegone (14%) puis Cyclohexanecarboxylic acid, 1-methyl-2-oxo
ethyl ester (7.1%), Limonéne (6.4%) et Piperitone (5.3%).

e [’analyse de la composition des échantillons d’HE de thym révele que le composé
principal est le carvacrol (monoterpéne oxygéné) pour tous les échantillons
étudiés (irradiés et non irradié). Cela veut dire que les différentes doses
d’irradiation n’ont fait varier que peu le pourcentage et les teneurs des différents

constituants chimiques mais pas la composition initiale de la plante.

Les extraits éthanoliques des parties aériennes des especes étudiées obtenues par
extraction solide-liquide par soxhlet ont fourni des rendements d’extraction de (18.4%) pour
I’extrait de criste marine, (12.15%) pour I’extrait de mélisse et varie entre (16.91% et

22.80%0) pour les échantillons de thym étudiés.

Le dosage des composés phénoliques contenus dans les deux extraits éthanoliques a
révélé des concentrations substantielles en polyphénols totaux chez les trois espéeces (41.06
mg EAG/g d’extrait sec pour la criste marine, 61.20 mg EAG/ g d’extrait sec pour la
mélisse, alors qu’ils varient entre 38.27 a 45.33 mg EAG/g d’extrait sec pour les HE de
thym) avec des teneurs en flavonoides de : (32.72 mg EQ/ g d’extrait sec pour la criste
marine, 28.50 mg EQ / g d’extrait sec pour la mélisse et passent de 17.89 a 20.50 mg EQ/ g

d’extrait sec pour les échantillons de thym).

L’étude du pouvoir antioxydant des HE a été évaluée par quatre méthodes : le test de
piégeage des radicaux DPPH et ABTS, le pouvoir réducteur et le test des substances
réactives a I’acide thiobarbituriques (TBARS).

L’estimation de I’activité antioxydante des HE de Crithmum maritimum et de
Meslissa officinalis par le test d’inhibition du radical DPPH et ABTS et par le pouvoir
réducteur montre une activité antioxydante modérée ou pour la concentration la plus élevée
qu’on a testée il nous a été impossible de déterminer les concentrations inhibitrices de 50%

des radicaux.

Les résultats exprimés en valeurs ICso indiquent que les huiles irradiées a 20 et 30
kGy sont les plus actives, mais restent néanmoins inférieur par rapport aux témoins positifs.
Ces résultats montrent que I'irradiation gamma pour les doses de 20 et 30 KGy, améliore
l'activité antioxydante de I’HE de T.pallescens. Pour les autres doses (5 et 10 kGy), l'activité
antioxydante diminue ou augmente selon chaque test utilisé. Mais, les changements

enregistrés entre ces deux doses ne sont pas significatifs.
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L’étude de 1’activité antimicrobienne des échantillons des HE de Melissa officinalis

et de Thymus pallescens de Noé a montré que :

L’analyse qualitative de 1’activité antimicrobienne de ’'HE de mélisse s’est révélée étre
trés appréciable, cette activité est due aux principaux composés de cette huile. Les
résultats de la CMI pour I’HE de mélisse est estimée a 0.06% contre Staphylococcus
aureus et de 0.125% vis-a-vis de Candida albicans est de 0.25% contre E. coli. L’HE
de mélisse s’est révélée étre inhibitrice contre Bacillus subtilis avec une concentration
de 1%, alors que Pseudomonas aeruginosa semble étre la souche la plus résistante vis-

a-vis de cette huile avec une CMI de I’ordre de 2%.

L'irradiation y aux doses 5, 10, 20 et 30 kGy sur l'activité antimicrobienne de I’HE
T. pallescens montre des diametres de zones d'inhibition compris entre 27,0 et 52,8 mm.
Une forte activité sur toutes les souches bactériennes testées est notée, a I'exception de
Pseudomonas aeruginosa. La sensibilité la plus élevée a été observée vis-a-vis des
souches de levure (C. albicans et Saccharomyces cerivisea). Dans I'ensemble, l'activité
antimicrobienne des HE T. pallescens vis-a-vis des bactéries Gram négatif et Gram

positif testées n'a pas été significativement affectée par la dose d'irradiation y.

L’évaluation du pouvoir insecticide des HE étudiées vis-a-vis des ravageurs testés

a donné les conclusions suivantes :

L’estimation de I’activité insecticide montre que les HE de C.maritimum et de
M.officinalis sont actives sur Callosobruchus maculatus ou les taux de mortalité
enregistrée avoisinent les 93,33% et 98,30% par effet de contact. Les doses létales
occasionnant les mortalités de 50% des adultes de ce ravageur sont respectivement de
8,14 nl/ml et 0,024 pl/ml pour I’huile C.maritimum et de M.officinalis.

Dans le test d’inhalation des HE de C.maritimum et de M.officinalis la toxicité notée
vis-a-vis de Callosobruchus maculatus enregistre des pourcentages de mortalité
respectivement de 1’ordre de 98,33 % 85,96% pour les deux huiles retenues. Les
temps létaux au bout desquels la mortalité atteint 50% des individus est
respectivement de 42,18h et 11,60h pour ces HE.

L’estimation de la toxicité par inhalation a montré que les coléopteéres Tribolium
confusum sont plus sensibles aux HE de T. pallescens irradiées a 10 et 20 kGy avec un
TLso respectivement de 3,67 et 3,65 h et un TLgo respectivement de 7,26 et 6,77h. Pour
les autres échantillons, aucune différence significative ne peut étre notée dans leur
TLgo.
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e En ce qui concerne la toxicité par contact, I'analyse a montré que les échantillons
irradiés a 10 et 20 kGy sont aussi les plus toxiques contre T. confusum (DLso = 8,81
pl/ml et DLgo = 38,31 pl/ml pour I’échantillon irradié a 10 kGy, la DLsg = 8,74 pl /ml
et DLgo = 26,45 pl/ml pour I’échantillon irradi¢ a 20 kGy). La toxicité observée
pourrait s'expliquer par la présence de carvacrol et de p-cymeéne. En effet, il a été
montré que les HE riches en ces composes possédent des effets toxiques aigus contre
divers insectes nuisibles au stockage des denrées alimentaires.

Enfin, dans la perspective de poursuivre 1’étude menée sur les plantes retenues, celle-Ci

peut étre approfondie par:

> Le test des activités biologiques des extraits éthanoliques ;
» La détermination de la composition chimique par caractérisation des composés
phénoliques auxquels on a attribués les activités biologiques ;
» Compléter 1’étude de I’activité antioxydante, antimicrobienne et insecticide des HE
et des extraits étudiés par d’autres tests afin de confirmer leurs performances ;
De méme des essais réalisés directement sur des produits alimentaires seraient tres
intéressants et utiles dans le but de généraliser leur utilisation dans le domaine

agroalimentaire.
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Résumé
Les plantes aromatiques sont des sources inépuisables de substances naturelles douées de propriétés

biologiques présentant un intérét réel. Dans ce contexte, les plantes objet de cette étude sont de la Criste
marine (Crithmum maritimum L.), de la Mélisse (Melissa officinalis L.) et du Thym (Thymus pallescens
de Noé), ce dernier a préalablement été soumis a ’irradiation Y selon des doses de 5, 10, 20 et 30 kGy.
L’hydrodistillation de ces échantillons a permis I’obtention des huiles essentielles issues de ces plantes.
L’ analyse qualitative par CPG seule et semi-quantitative CG couplée SM a permis la détermination de
leurs compositions chimiques. Les extraits de Crithmum maritimum L., Melissa officinalis L., et des
échantillons de Thymus pallescens de Noé ont été obtenus par extraction solide/liquide par soxhlet et
leurs teneurs en composées phénoliques (phénols totaux et flavonoides) ont été déterminées. L’activité
antioxydante des HE testées a été évaluée au moyen de différentes méthodes a savoir: I’activité de
piégeage du radical DPPH et ABTS ™, le pouvoir réducteur et le test des substances réactives a I’acide
thiobarbiturique (TBARS). L’activité antimicrobienne des HE de Melissa officinalis L. et de Thymus
pallescens de Noé a été estimée par une étude qualitative (I’Aromatogramme) et les résultats obtenus
ont été confirmés par étude quantitative en déterminant les CMI & CMB de HE de Mélisse vis-a-vis des
souches microbiennes testées. L’évaluation de I’effet insecticide des HE de Crithmum maritimum L. et
Melissa officinalis L. a été testée vis-a-vis de Callosobruchus maculatus F. et les échantillons des HE de

Thymus pallescens de Noé contre le coléoptére Tribolium confusum Duv.

Mots clés: C. maritimum L., M. officinalis L., T. pallescens de Noé, irradiation Y, HE, composés
phénoliques, CPG, GC-MS, activité antioxydante, activité antimicrobienne, activité insecticide.

Abstract
Aromatic plants are inexhaustible sources of natural substances endowed with biological properties of

real interest. In this context, the plants that are the subject of this study are Sea fennel (Crithmum
maritimum L.), Lemon balm (Melissa officinalis L.) and Thyme (Thymus pallescens de Noé), the latter
was previously submitted to irradiation Y in doses of 5, 10, 20 and 30 kGy. The hydrodistillation of
these samples made it possible to obtain the essential oils derived from these plants. The qualitative
analysis by single GC and semi-quantitative GC coupled SM allowed the determination of their
chemical compositions. The extracts of Crithmum maritimum L., Melissa officinalis L., and samples of
Thymus pallescens de Noé were obtained by solid / liquid extraction by soxhlet and their phenolic
compound content (total phenols and flavonoids) were determined. The antioxidant content of the
tested essential oils was evaluated using different methods: DPPH and ABTS « + radical scavenging
activity, reducing power and lipid peroxidation inhibition (TBARS). The antimicrobial activity of
Melissa officinalis L. and Thymus pallescens samples was assessed by a qualitative study (the
Aromatogram) and the results obtained were confirmed by quantitative study by determining Melissa's
essential oils MIC & MBC values. microbial strains tested. Evaluation of the insecticidal effect of
Crithmum maritimum L. and Melissa officinalis L. essential oils was tested against Callosobruchus
maculatus F. and essential oils samples of Thymus pallescens de Noé against Tribolium confusum

Duv.

Keyworlds : C. maritimum L., M. officinalis L., T. pallescens de Noé¢, Y irradiation, essential oils,
phenolic compound, GC, GC-MS, antixidant activity, antimicrobial activity, insecticidal activity.
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