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Recherche sur les potentialités bioactives de quelques plantes spontanées locales des
territoires bioclimatiques de la région de Laghouat.

Résumé

Le présent travail a eté réalisé dans la région de Laghouat et a appréhendé une étude du
rendement, ’analyse phytochimique ainsi que 1’évaluation des activités antibactériennes,
antifongiques et insecticides des huiles essentielles (HES) issues des plantes locales Artemisia
herba alba, Artemisia campestris et Teucrium polium rencontrées a 1’état spontané. Les
especes A. herba alba et T. polium ont été récoltées pendant les saisons automnale et
hivernale, tandis que ’espece A. campestris a €té récoltée dans deux localités appartenant
chacune aux étages bioclimatiques saharien et semi aride, au sein de la méme région. Les
résultats ont montré une différence de la teneur en huiles essentielles entre les deux saisons de
récolte automnale et hivernale pour T. polium et A. herba alba avec des pourcentages de (0,2
et 0,42%) et de (0,6 et 1,24%) respectivement. Néanmoins, les rendements en huiles
essentielles d’A. campestris des deux localités étaient similaires (0,6 et 0,65%). L’analyse par
CG-MS a révélé des chémotypes différents des HEs des trois plantes selon la saison et les
localités de récolte pour une méme espece. Leur activité antifongique s’est caractérisée par
une variabilité de réponses des champignons testés en fonction de la souche, de la
concentration utilisée et de la composition chimique des HEs. Ainsi, Fusarium graminarum et
Aspergillus carbonarius, ont manifesté une résistance a I’effet de toutes les huiles essentielles
testées. L huile essentielle d’A.campestris a exercé une plus forte activité antifongique contre
Fusarium culmorum, suivi de celle de la plante A.herba alba, et celle de T. polium, a des
concentrations fongicides respectives de 1,25, 5 et 20 pl/ml (v/v).Cependant, I’huile
essentielle de T.polium a présenté la plus faible activité antifongique en comparaison avec
celle d’A. campestris et A.herba alba. Cette huile n’a montré aucun effet bactéricide
également (CMB> 20 pl/ml). Une plus importante activité antibactérienne a été constatée
pour I’huile essentielle d’A. campestris suivie par celle d’A.herba alba contre la majorité des
souches bactériennes étudiées. L’étude de la toxicité aigué des HEs des trois plantes a révélé
une sensibilité a de faibles doses létales vis-a-vis des adultes de la bruche du pois chiche

Callosobruchus. maculatus.

Mots clés : Huile essentielle, potentialités bioactives; plantes spontanées; région de Laghouat;

composition chimique.




Investigation of the bioactive potential of some native spontaneous plants from the
Laghouat region's bioclimatic zones.

Abstract

The present work was carried out in the Laghouat region and involved a yield study,
phytochemical analysis and evaluation of the antibacterial, antifungal and insecticidal
activities of essential oils (EOs) derived from wild local plants Artemisia herba alba,
Artemisia campestris and Teucrium polium plants. The A. herba alba and T. polium species
were collected during the autumn and winter seasons, while the A. campestris species was
collected in two localities, each belonging to the Saharan and semi-arid bioclimatic stages,
within the same region. The results showed a difference in essential oil content between the
autumn and winter harvest seasons for T. polium and A. herba alba, with percentages of (0.2
and 0.42%) and (0.6 and 1.24%) respectively. Nevertheless, yields of A. campestris essential
oils from the two studied localities were similar (0.6 and 0.65%). GC-MS analysis revealed
different chemotypes of HEs from the three wild plants, depending on the season and locality
of harvest for the same species. The fungi studied showed varying reactions to their antifungal
activity, depending on the strain, concentration, and chemical constituents of the essential
oils.Fusarium graminarum and Aspergillus carbonarius showed resistance to the effects of all
the essential oils tested. The essential oil of A.campestris exerted the strongest antifungal
activity against Fusarium culmorum, followed by that of A. herba alba and that of T. polium,
at fungicidal concentrations of 1.25, 5 and 20 pl/ml (v/v) respectively. However, the essential
oil of T. polium showed the lowest antifungal activity compared with that of A. campestris
and A.herba alba. This oil also showed no bactericidal effect (BMC> 20 ul/ml). Against most
of the bacterial strains tested, A. herba alba and A. campestris essential oils had the strongest
antibacterial activity. According to the study on the three plants' essential oilsacute toxicity,
adults of the chickpea bruchid Callosobruchus maculatus were sensitive to low lethal dosages
of the ails.

Key words: Laghouat region, spontaneous plants, bioactive potential of essential oils,
chemical composition.
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Chapitre 1. Synthése bibliographique

I. Les denrées stockées

I. 1. Les denrées stockées et leur importance

Les denrées alimentaires stockées jouent un réle essentiel dans la réalisation de la
sécurité alimentaire en fournissant un tampon contre les fluctuations du marché ou les
ruptures d'approvisionnement [30, 31]. Les denrées alimentaires stockées ont des implications
économiques importantes qui contribuent a la stabilisation des prix et réduisent la volatilité du
marche [30, 32].

En libérant les stocks excédentaires en période de pénurie, les réserves stockées
agissent comme un amortisseur contre les pics de prix soudains qui pourraient autrement se
produire en raison de déséquilibres entre l'offre et la demande causés par des événements
imprévus tels que les mauvaises récoltes [33, 34]. Les produits stockés permettent aux
individus d'avoir acces a des quantités suffisantes d'aliments sains et nutritifs, méme pendant

ces périodes difficiles. lls peuvent contribuer en outre, a répondre aux besoins nutritionnels en

fournissant les nutriments nécessaires lorsque les produits frais sont rares [35].

Les variations saisonniéres de la production agricole, dues aux conditions
météorologiques ou a d'autres facteurs tels que les ravageurs ou les maladies, constituent un
défi de taille [30]. En stockant les récoltes excédentaires pendant les périodes d'abondance, les
communautés peuvent assurer la continuité de leur approvisionnement alimentaire méme

pendant les mois faiblement productifs ou les saisons creuses [36, 37].
I. 2. Différents types des produits stockes

Différents types de produits sont couramment stockés dans le monde dans le cadre des
efforts visant a garantir une disponibilité a long terme pendant les périodes de pénurie ou
d'urgence. Il s'agit notamment des céréales (riz, blé.....ect), des légumineuses (haricots, pois
chiche...ect), des huiles (huile végétale), des conserves (fruits et 1égumes), etc. Ces produits
sont choisis en fonction de leur teneur en nutriments, de leur longue durée de conservation et

de leur capacité a satisfaire les besoins alimentaires en cas d'urgence [35, 30, 31, 37].
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I. 3. Importance des céréales et des légumineuses stockées

Les céréales et les légumineuses stockées jouent un réle important dans la sécurité
alimentaire, la durabilité et la stabilité économique a I'échelle locale et mondiale [34, 38]. Ces
produits sont essentiels pour répondre aux besoins nutritionnels des populations du monde
entier, en particulier dans les régions ou l'agriculture est la principale source de revenus en
raison de leur teneur élevée en nutriments et de leur polyvalence dans les préparations
culinaires [39]. En outre, les céréales et les légumineuses stockees contribuent de maniére

significative a l'agriculture durable en réduisant les pertes post-récolte [35, 38, 40]

I.4. Détérioration des produits stockeés

La conservation des produits stockés pose des problemes tels que l'infestation par
des parasites (rongeurs, insectes) [30, 32, 34], la formation de moisissures due a la rétention
d'’humidité [41]. De plus, la détérioration causée par des techniques de conservation
inadéquates, de mauvaises conditions de stockage ou une manipulation incorrecte peuvent
entrainer une degradation de la qualité ou une contamination, rendant les aliments stockés

impropres a la consommation [33, 35].

I.4.1. Impact des insectes sur les produits stockeés

Les insectes sont l'une des principales causes de détérioration des céréales et des
Iégumineuses stockees [34]. Les insectes les plus courants dans les installations de stockage
sont les charangons, les coléopteres, les mites et les acariens peuvent infester les grains ou les
farines. Ces ravageurs nuisibles ont des cycles de vie qui leur permettent de prospérer dans les
céréales et les légumineuses stockées en se nourrissant des nutriments des produits ou en les
endommageant par contact physique [35, 42]. lls entrainent des pertes substantielles s'ils ne
sont pas rapidement détectés et controlés [34]. Les ravageurs des produits entreposes
réduisent non seulement la quantité mais compromettent également la valeur nutritionnelle
des cultures stockées en raison de leurs activités alimentaires ou de lI'excrétion de toxines [33,
43].

Les infestations d'insectes n'entrainent pas seulement des dommages directs, mais facilitent

également la détérioration secondaire en créant des points d'entrée pour la croissance fongique

ou la contamination bactérienne. La présence d'insectes vivants est une indication de
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mauvaises pratiques de gestion du stockage et doit étre traitée rapidement a l'aide de méthodes

de contrble appropriées [44, 45].
1.4.2. Impact des bactéries sur les produits stockés

Les micro-organismes, en particulier les bactéries et les moisissures, ont un impact
significatif sur le stockage des aliments. Certains de ces microorganismes contaminants

peuvent altérer la qualité ou a la sécurité des aliments [46, 47].

La contamination bactérienne est donc un autre probléme important dans l'altération
des aliments au cours du stockage en raison de leur capacité a se multiplier rapidement dans
des conditions favorable. Les bactéries peuvent provoquer une détérioration en décomposant
les protéines ou les lipides, tandis que les moisissures entrainent une détérioration visible et

une production potentielle de mycotoxines [48, 49, 50].

Les microorganismes bactériens non pathogénes peuvent par ailleurs détériorer la
qualit¢é marchande (organoleptique) lorsqu’ils ont la possibilité de se développer pour

atteindre des niveaux de population élevés (généralement plus de 10° bactéries/g) [46].

Quant aux bactéries pathogenes, elles constituent aussi une menace en termes de
sécurité alimentaire et de dégradation de la qualité. La consommation de céréales ou de
Iégumineuses contaminées peut entrainer des infections gastro-intestinales (fig. 1), ou des
infections plus graves en cas de présence de souches pathogenes spécifiques telles que
Salmonella spp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus et Bacillus

cereus. Ces bactéries peuvent produire des enzymes qui détériorent la qualité des aliments en

dégradant les protéines ou les lipides [50, 51].

Divers agents pathogenes bactériens peuvent s'infiltrer dans les installations de
stockage par le biais de différents vecteurs tels que des sources d'eau contaminées, des

équipements non nettoyés ou du personnel infecté manipulant les produits [43, 46].
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Les moisissures ont un impact considérable sur les aliments stockés car elles provoquent

une détérioration visible connue sous le nom de détérioration par moisissure qui affecte le

godt, l'apparence, la texture ou l'odeur, les rendant impropres a la consommation et entrainant

des pertes monétaires [41].

Les principaux groupes de champignons susceptibles de se développer pendant

I’entreposage sont les Fusarium, Alternaria, Aspergillus et les Penicillium [41,48, 49]. Les

moisissures ont également le potentiel de produire des mycotoxines qui sont des composés

toxiques nocifs pour la santé humaine La production de mycotoxines est directement liée a la
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croissance fongique le plus souvent proche des conditions optimales de développement de
’espéce considérée [52, 53, 54]. Par conséquent, les facteurs capables d’influencer la

croissance fongique vont aussi jouer un role sur la toxinogénese.

En général, les mycotoxines (tab.1) transférées dans la chaine alimentaire sont en quantités
trés faibles, de I’ordre du nanogramme par kilogramme (ng/kg) [45]. L’ingestion d’une
grande quantité de mycotoxines engendre une maladie chronique qui fait généralement suite a
I’ingestion de mycotoxines en faible quantité mais sur une long période, provoquant un
affaiblissement du systéme immunitaire [55, 56], et des effets délétéres sur le systéme
nerveux central, I'appareil cardiovasculaire et I'appareil respiratoire, ainsi que sur l'appareil

digestif. Elles peuvent aussi avoir des effets cancérogenes, mutagenes, teratogenes et

immunosuppresseurs [57, 58, 59, 60]

Tableau 1. Principales mycotoxines dans le monde [45, 57,61] .

Espece de moisissure Mycotoxines engendrées Denrées
. . . Oléagineux, istaches,  épices,
Aspergillus parasiticus Aflatoxines B1, B2, G1, G2 . g p. P
mais, sorgho, grains de coton,
Aspergillus flavus Aflatoxines B1, B2 Olgaglneux, pl.staches, epICes,
mais, sorgho, grains de coton,
Aspergillus niger Ochratoxine A Fumonisine B2 Olgaglneux, pl.staches, epICes,
mais, sorgho, grains de coton,
Aspergillus ochraceus Oléagineux, pastiches, épices,

Aspergillus carbonarius

Ochratoxine A

sorgho, céréales, café.

Fusarium sporotrichioides
F poae, F.tricinctus

Fusarium graminearum

Fusarium moniliforme
F. verticillioides

Fusarium culmorum
Fusarium crookwellense

Trichothécenes (Toxine T-2,
DON...)

Blé et dérivés, seigle

Déoxynivalénol (ou nivalénol),
Zéaralénone Trichothécenes
(Toxine T-2, DON...)

Fumonisine B1

Bl¢, Orge, mais, riz, seigle, avoine

Blé, Orge, mais, riz, seigle, avoine

Zéaralénone
Trichothécenes(Toxine T-
2,DON...)

Blé, Orge, mais, riz, seigle, avoine

Penicillium verrucosum

Penicillium islandicum
P. expansum, A. clavatus,

Ochratoxine A

Oléagineux,  pastiches,
sorgho, céréales, café.

épices,

Lutéoskyrine

Riz et autres céréales

Patuline

Claviceps

Alcaloides de I’ergot

BIé et dérivés, seigle

Pithomyces bakeri (Sporidesmium)

Sporidesmine

Divers graminées
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Acremonium sp. Une neurotoxine Riz et autres céréales

Fruits (pomme et tomate) et

Alternaria Alternariol, acide tenuazonique ,
légumes.

1.5. Facteurs affectant la croissance microbienne dans les aliments stockés

Plusieurs facteurs influencent la croissance microbienne dans les aliments stockés,
notamment la température, la teneur en humidité, les niveaux de pH, la disponibilité de
I'oxygene et les conditions de stockage [41]. Les bactéries se développent généralement a des
températures comprises entre 5°C et 60°C, avec un pH compris entre 4,5 et 7,0. Les
moisissures préferent généralement les environnements légérement acides, avec un pH
compris entre 2 et 6. Des niveaux d’humidité adéquats sont nécessaires pour la croissance des

bactéries et des moisissures, bien que leurs exigences spécifiques different [47, 52 57].
1.6. Mesures préventives pour la gestion du stockage
1.6.1. Techniques de stockage

Des techniques de stockage appropriées nécessitent de recourir a des technologies
telles que les installations de stockage a froid ou le scellement sous vide, qui permettent de
maintenir les conditions optimales requises pour assurer la conservation de la qualité sur de
longues périodes. Des systemes de contrble réguliers doivent étre mis en ceuvre tout au long

de la phase de stockage [30], afin que des mesures puissent étre prises en temps utile en cas

de probleme.

L'échantillonnage et l'analyse réguliers des lots de produits peuvent fournir des
informations précieuses sur I'état général de la qualité des produits entreposés a différents
moments des périodes de stockage, ce qui permet d'intervenir en temps utile si des

irrégularités sont détectées [62]
I. 6.2. Conditions de stockage

Des conditions de stockage adéquates sont importantes pour les denrées stockées. Le
contr6le des parameétres de qualité des céréales et des légumineuses stockées est essentiel pour

prévenir la détérioration.
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Les températures basses ralentissent les réactions chimiques et la croissance
microbienne, tandis que les températures élevées accélérent la détérioration. L'exces
d'humidité peut entrainer la formation de moisissures ou une infestation d'insectes. Une
ventilation adéquate contribue a maintenir des conditions optimales en permettant la

circulation de l'air et en réduisant les niveaux d'humidité [30, 33].

Diverses techniques peuvent étre utilisées pour contrler les niveaux d'humidité, les
fluctuations de température dans les installations de stockage, la présence de ravageurs ou
d'insectes par le biais d'inspections visuelles ou de piéges spécialement congus a des fins de
controle [47].

1.6.3. La désinfection des denrées stockées

La désinfection contre les parasites et les micro-organismes jouent un role important
dans la conservation des aliments stockés, car les insectes, les rongeurs et les

microorganismes peuvent causer des dégats considérables s'ils ne sont pas controlés.

Les pratiques de lutte intégrée contre les parasites, telles que le nettoyage régulier et
I'utilisation des pesticides naturels, peuvent contribuer a atténuer efficacement ces risques. .
La destruction des micro-organismes signifie que les désinfections ont au minimum une

action bactéricide, fongicide et virucide [30, 35].
1.6.3.1 Traitement chimique

L’utilisation des produits chimiques pour le stockage des semences est trés répondue,
mais peut étre évité dans la plupart des cas. Les fongicides peuvent également faciliter le
stockage, mais compte sur un bon séchage [30, 63]. Les avantages de cette pratique sont liés
a sa faible cout, a sa faciliter de la mise en ceuvre et a la durée de la protection qui se
prolonge plusieurs mois, jusqu’a ce que les niveaux de résidus encore active ne deviennent
inférieure au seuil pour les especes ciblés [64]. Dans de nombreuses situations, 1’utilisation

de fongicide est inutile et accroit les risques de pollution d’environnement.
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1.6.3.2 Traitement physique

Les usages de la lutte physique en post-récolte sont développés a travers les procédés
de contréle des conditions physiques dans les masses de grains stockés telle la température, la
teneur en eau, les chocs thermiques ou mécaniques [64]. Ainsi le contrdle de Fusarium
graminearum nécessite un traitement des semences de blé a I’aide de micro-ondes d’apres cet

auteur.

Une basse teneur en humidité est la clé d’une conservation sans risque. Il est difficile de
sécher suffisamment les grains en vue de prévenir la croissance des champignons et de
bactéries. La teneur en humidité requise de protection contre les principales maladies
fongiques (13-15%), peut étre atteinte par le séchage dans le champ ainsi que le séchage

artificiel, [30, 63].

1.6.3.3. Lutte biologique

Parmi les meéthodes de lutte biologique, les bio-pesticides se prétent souvent a la
production d’une biomasse requise pour I’industrie. Ces pesticides naturels s’appliquent avec
un pulvérisateur conventionnel ce qui en facilite I’adoption par les producteurs agricoles. Les
bio-pesticides peuvent étre a base de bactéries, champignons, virus, nématodes et d’extraits de
plantes [65, 66].

Pour les biopesticides d’origine végétale, des etudes fondamentales (in vitro) récentes
ont montré que la phase volatile des huiles essentielles (alcools et lactones sesquiterpeniques)
provoque un effet fongistatique par inhibition de la croissance de I’espéce fongique.
L’utilisation préventive des biopesticides a base des huiles essentielles dans I’atmosphere des

locaux de stockage des denrées entreposés pourrait étre envisagée, [67].
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I1. Les huiles essentielles
I11.1. Généralités

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés de se
solubiliser dans les graisses et par leurs propriété hydrophobe. Le terme « essentielle » fait

référence au parfum, a I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante [21].

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges complexes de
substances odorantes et volatiles contenus dans les végétaux et dont I"utilisation exige une
bonne connaissance de leurs propriétés. L’huile essentielle est le résultat de la distillation a la
vapeur d"eau des plantes aromatiques pour en extraire I'essence. Une essence et une huile
essentielle sont différentes notamment en raison des modifications chimiques subies au cours
de la distillation [68]. L’huile essentielle peut étre présente dans toute la plante, ou dans une
partie de la plante seulement. En outre, I’huile essentielle contenue dans un compartiment de
la plante n’est pas nécessairement de la méme composition chimique que celle contenue dans
un autre compartiment de la méme plante, des huiles est donc complexe, [69] Une plante peut,
en effet donner des huiles essentielles de composition chimiques trés différente en fonction
des organes dont elle est issue [67], et en fonction de plusieurs facteurs. Notablement,
certaines voies de biosynthese sont favorisées et conduisent a des métabolites différents. On
distingue pour une méme huile plusieurs chémotypes différentes. Il est donc créé une

appellation dorigine contrdlée (AOC) pour I"essence [70].
11.2. Localisation des huiles essentielles dans les plantes aromatiques

Les huiles essentielles se forment dans le cytoplasme de certaines cellules végétales
spécialisées, dans toutes les parties vivantes de la plante (fig.2). Elles peuvent étre stockées au
niveau des poils sécréteurs ou les trichomes, les cellules épidermiques, les cellules sécrétrices

internes, les poches sécrétrices et les canaux sécréteurs [71].

Au niveau de ces sites de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées
de membranes spéciales constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement polymérisés,
associés a des groupements peroxydes. Ces membranes limitent fortement 1’évaporation des
huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I’air en raison de leur caractére lipophile et de

leur perméabilité trés réduite vis-a-vis des gaz, [71].
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Poils glandulaires dans I’épiderme de Primevere de Chine

Figure 2 : Localisation des structures sécrétrices pour quelques plantes aromatiques [71, 74].

Page 15



Chapitre 1. Synthése bibliographique

I1.3. Mode d obtention des huiles essentielles

[1.3.1. Extraction par un solvant volatil

On distingue les principes aromatiques, les gras, les pigments, les cires, les résines de
la plante fraiche dans un solvant volatil dont I"évaporation laisse un résidu cireux, trés coloré,
trés aromatique : La concrete. Cette concréete purifié par I’alcool absolu, donne I"absolue, qui
se rapproche beaucoup de I’huile essentielle. On appelle résinoide I"homologue de la concréte
partir de la plante séche [75].

Les solvants volatils utilisés (hexanes) ont un tres grand pouvoir de solubilisation et
sont facilement éliminés grace a leur volatilité. La matiere vegétale est chargée dans
I"extracteur, elle est ensuite epuisée par lavage successif par le solvant approprié, pendant une
durée déterminée. Apres, le passage dans le décanteur puis le concentreur, s’effectue une
distillation partielle. On obtient les molécules odorantes, les cires, les pigments. Ce procedé

permet d”obtenir : le resinoide, la concrete, I"absolue [76].
11.3.2. L enfleurage

Ce proceéde est destiné spécialement pour I'extraction de I"essence de fleurs fragiles (il
évite de trop chauffer les fleurs). Celles-ci sont étalées sur des chassis enduits de graisse
animale puis sont renouvelées tous les trois ou quatre jours jusqu'a saturation. Les graisses,
saturées de substances odorantes, sont traitées a 1’alcool, entrainant le parfum sans graisse.

Cette opération appelle I"«épuisement » [77].

11.3.3. L expression a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu'au agrumes
(Rutacées) dont I"écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d essence. Ce procédé
constitue a broyer, a I"aide de presses les zestes frais pour détruire les poches afin d”en libérer
I"essence. Cette technique uniqguement mécanique limite I"oxydation, car elle conserve les
antioxydants naturels contenus dans la fraction non volatile de 1’essence (a et B tocophérols).
Le produit ainsi obtenu porte le nom d"essence, car il ne subit aucune modification chimique
[67].
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[1.3.4. Hydrodistillation

Il existe divers procédés et appareillages qui font tous appel au méme principe. Les
substances volatiles sont entrainées par un flux de vapeur d’eau, puis condensées dans un
réfrigérant et enfin séparées par décantation, [78]. Les expérimentations montrent que la durée
de la distillation est plus longue pour les organes des plantes ligneuses que pour les herbacées.

11.3.5. Distillation seche

Pour éviter certains phénomenes d hydrolyse sur des composants d’huile essentielle ou
réaction chimique pouvant altérer les résultats, les techniciens ont mis au point le procédé de
I"entrainement a la vapeur séche. Dans une cuve, la masse vegétale repose sur une grille vers
laquelle la vapeur séche est pulsée. Les cellules se distendent et les particules dessence se
libérent, ces derniéres sont alors vaporisées et décondensées dans un serpentin réfrigéré. La

récupération des huiles essentielles est la méme que dans le cas de 1’hydrodistillation [76].

11.3.6. Extraction au CO> supercritique

Il s"agit du procedé le plus recent d’extraction a froid aux matiéres premieres végétales
utilisant le gaze carbonique ou CO», sous pression et a température supérieure a 31°C. Le gaz
carbonique se trouve dans un état dit «supercritique », intermédiaire entre le gaz et le liquide.
Dans cet état, le CO. présente la particularité de dissoudre de nombreux composants
organiques. Cette propriété a été mise a profit pour extraire la matiere premiere végétale
intéressante pour la parfumerie. Pour cette application, I'extraction au CO. supercritique
présente de nombreux avantages par rapport aux procedés d’extraction traditionnelle. Les
matiéres premiéres ainsi obtenues sont proches du produit naturel d’origine et sans solvant
résiduel [76].

Les méthodes varient selon la nature de la partie de la plante distillée (fleur, racine,
écorce, feuille ou baie) et selon les progres des techniques de 1’industrie du parfum. Pendant
de nombreuses années, les trois seules méthodes utilisées furent la distillation pour les plantes
entieres, I’enfleurage pour les fleurs fragiles, comme le jasmin, la violette, la rose de mai ou
mimosa, et I’expression mécanique pour obtenir les essences d’agrumes pour usage
aromatique. Seules les huiles essentielles obtenues par distillation a la vapeur lente et

expression mécanique satisfont aux normes strictes [68].
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I1.4. Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles (He) est déterminée par
chromatographie en phase gazeuse (GC) et spectrométrie de masse (SM). Les He sont
composés de trois groupes de composants : les terpenes, les composés aromatiques et les
composeés d origines divers [70]. Parmi les composants majoritaires des huiles essentielles,
nous trouvons les terpénoides qui possedent un réle écologique lors des interactions végétales,
comme agents allélopathiques, c¢’est-a-dire inhibiteur de la germination, mais aussi lors des
interactions végétal-animal, comme agent de protection contre les prédateurs tels que les
insectes. Ils interviennent également, par leurs odeurs caractéristiques, dans I’attraction de

polinisateurs [18].
11.4.1. Les terpenes de formule (CsHg) n

Pour les huiles essentielles, il s"agit des terpenes les plus volatiles : monoterpenes et
sesquitérpenes, porteur de fonction dont le degré d’oxydation est variable. Les substances

possibles sont nombreuses [70].
a. Monoterpénes C;oHz4 (N-2)

Ils peuvent étre acycliques, monocycliques (thymol), ou bicycliques. Ils sont les principaux
constituants des huiles essentielles, et représentés avec un pourcentage de 90%, ils sont
considérés comme le premier maillon dans la biosynthese et sont présents dans de nombreux

vegétaux [70].
b. Sesquiterpenes (n=3)

Ils sont I’objet de nombreux cyclisation, de réarrangement, d’oxydation conduisant a un tres
grand nombre de satures. Celles-ci peuvent se présenter sous forme de lactones facilement

allergisantes [70].
11.4.2. Les composés aromatiques biosynthétisés

Ces composés ne se trouvent que dans certaines huiles essentielles et présentent
généralement des odeurs trés marquées : anéthol de I’anis ou de la badiane, aldéhyde

cinnamique de 1’écorce du cannellier, eugénol du bouton floral (clou du giroflier) [76].
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11.4.3. Les composés divers

Lors de la distillation, certaines composés aliphatiques (carbures, acides, alcools,
aldéhydes, esters) sont entrainés [69]. On peut citer dans ce groupe les composés soufrés des

moutardes, I’anthranilate de méthyle du bigaradier [76].

11.5. Facteurs influencant sur la composition des huiles essentielles

Pour une méme espéce, la composition en huiles essentielles varie selon le climat,
I’origine géographique, le mode de culture, la saison, la récolte, la partie de la plante utilisée,

le matériel et les techniques employées pour I’extraction des huiles essentielles [75].

Les composes actifs, de méme que 1’équipement enzymatique d’une plante, sont déterminés
génétiqguement et écologiquement. Ils sont donc susceptibles de varier en fonction des
conditions écologiques, pédologiques, climatiques, de I’altitude, de I’ensoleillement, du stade
de développement botanique (période de récolte : avant ou aprés floraison). La biosynthese
s’oriente alors vers la formation préférentielle d’un constituant aromatique actif. Ces
différences peuvent totalement changer les propriétés pharmacologiques d’huile essentielle.
Ces différences chimiques, donc (chemotype = type chimique), donc pharmacologique,

doivent impérativement étres prises en compte dans I’utilisation de I’huile essentielle [67].

11.6. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont de nombreuses propriétés : antiseptique, anti-inflammatoire,

antihistaminique, circulatoire, cicatrisantes, antalgiques [70].
11.6.1. Les actifs antibactériens

Les composés avec la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large spectre
sont des phénols : thymol, carvacrol et eugénol. Les alcools avec 10 atomes de carbone (ou
monoterpenols) viennent apres les phénols, en terme d’activité, avec les géraniols, linalool,
thyanol, myrcénols, terpinéols, menthols et piperitol. Les aldéhydes sont également quelque
peu bactéricides, les plus couramment utilisés, sont : le neral et le géranial (des citrals), le

citronellal et le cuminal. [19, 20] .
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11.6.2. Les actifs antiviraux

De nombreuses familles de molécules ont montré in vitro une activité antivirale parmi
elles : les monoterpenols et les monoterpenals. Les virus sont généralement fortement
sensibles aux molécules aromatiques et de nombreuses pathologies virales séveres montrent

de ’amélioration importante avec leurs utilisations [19, 20]
11.6.3. Les actifs antifongiques

Les groupes moléculaires avec les plus puissantes actions antibactériennes sont
également des antifongiques efficaces mais ils doivent étre utilisés sur de longues périodes.
Des études fondamentales ont également montré que les alcools et les lactones

sesquiterpéniques avaient une activité antifungique. [19, 20].
I1.7. Toxicité des huiles essentielles

Generalement, sous le terme de toxicité sont décrites des données expérimentales
accumulées en vue d’évaluer le risque que représente leur emploi. Les interactions de ces

produits avec les médicaments sont peu mentionnées [20].

Les huiles essentielles d’usage commun ont une toxicité par voie orale faible ou tres
faible avec des DL50 supérieures a 5g/kg. La toxicité chez I’animal pour la lavande est faible
autour de 5g/kg [72]. Chez I’homme, des intoxications aigues sont possibles. Les accidents
graves, les plus souvent observés chez les petits enfants, sont provoqués par I’ingestion en

quantité importante d’huiles essentielles.

Certains auteurs se basent sur la composition des huiles essentielles et les toxicités

relatives des familles biochimiques auxquelles elles appartiennent.

Certaines huiles essentielles se révelent cytotoxiques selon la phase dans laquelle elles
sont mises en contact (la toxicité du thym est augmentée par contact en phase liquide et

réduite en phase gazeuse, alors que c’est I’inverse pour la lavande (Inouye, 2003).
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I11. Synthese bibliographique sur les plantes étudiées
I11.1. Artemisia campestris et Artemisia herba alba. Asso
[11.1.1. Généralités

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve le genre Artemisia, ce dernier est largement distribué
surtout dans les régions semi arides et représente 1'un des plus importants de la famille des
Astéracées [80]. De nombreuses especes de ce genre sont utilisées en médecine traditionnelle
et par les pharmacopées locales mais aussi dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique
[81], car elles renferment plusieurs molécules douées d’activités thérapeutiques. Parmi les
especes les plus connues se trouve 1’espéce Artemisia campestris et I’espéce Artemisia herba
alba [82].

[11.1.2. Description botanique

L’espéce Artemisia campestris est un arbuste aromatique a tiges robustes, d’une hauteur de
30 a 80 cm. Cette plante posséde des capitules tres petits, étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou
coniques, a involucre scarieux. Elle ne contient que 3 a 8 fleurs de couleur jaunatre bordées de
rouge, et a pédoncule muni de poils blanchatres a brunatres. Les feuilles d’Artemisia
campestris sont glabres de couleur verte foncée, les inférieures dipinnatiséquées, les
supérieures pinnatiséquées, les basales pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses a la
base striée [29, 83] (figure 2).

Figure 3: Artemisia campestris L [84] .
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L’espéce Artemisia herba-alba, communément appelée armoise blanche, est un arbuste
vivace qui atteint 20-40 cm, poussant communément dans les steppes séches des régions
méditerranéennes d'Afrique du Nord, d'Asie occidentale et d'Europe du Sud-Ouest. Les
feuilles sont fortement aromatiques et couvertes de fins poils glandulaires qui refletent la
lumiére du soleil, donnant un aspect grisatre a l'arbuste. Les feuilles des pousses stériles sont
grises, pétiolées, de forme ovale a orbiculaire, alors que les feuilles des tiges fleuries, plus

abondantes en hiver, sont beaucoup plus petites [29, 83] (figure 3)

Figure 4 : Artemisia herba alba [85]

[11.1.3. Systématique

D'aprés Quezel et Santa 1963; les espéces Artemisia campestris et Artemisia herba alba font
partie de la systématique suivante: Embranchement: Phanérogames ou Spermaphytes ; Sous-
embranchement: Angiospermes ; Classe: Eudicots; Sous classe: Asteridées; Ordre:
Asterales ; Famille: Astéracées ; Genre: Artemisia ; Espece: Artemisia campestris., Artemisia
herba alba [83].

I11.1.4. Origine et distribution

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques, qui
poussent de fagon spontanée dans plusieurs régions de I’hémisphére nord de la terre, surtout

dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a ’Himalaya. Dans
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I’hémisphére sud, elles sont trouvées en Afrique du sud, I’Australie et I’Amérique du sud

[86]. D’apres Kyeong (2007), Artemisia campestris est originaire de I’ Asie [87].

[11.1.5. Utilisation en médecine populaire

De nombreuses especes d’Artemisia ont été ou sont encore utilisées en médecine populaire
[88]. Elles ont une caractéristique soit odeur ou saveur, sur la base des monoterpénes,
sesquiterpénes qui, dans de nombreux cas, sont les raisons de leur application en médecine
populaire. Artemisia campestris est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle pour traiter plusieurs maladies. En usage local, Artemisia campestris est utilisée
pour traiter les troubles digestifs, les ulceres, les douleurs menstruelles [89] et le diabete [90].
Elle est utilisee séche, en onction, en friction, comme huile essentielle, en infusion ou en
décoction [25].

La partie aérienne d'A. campestris est utilisee dans le traitement de brdlures, de la diarrhée,
les morsures de serpents, les piqilres de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le
rhumatisme. Elle est utilisée également pour traiter les infections urinaires, la fievre et la toux
[91]. Selon Saoudi et al, (2010), la consommation journaliere d'une décoction préparée a

partir des tiges et feuilles d'A. campestris permet de réduire les symptémes digestifs [92].

Dans le nord Quest de I’Italie, cette espéce est recueillie de fagon active ou cultivée pour
étre additionnée comme un ingrédient important dans les boissons alcoolisées ainsi que dans
des boissons ameres. Cette espece est utilisée également en parfumerie et dans une gamme

d’applications alimentaires qui comprennent les soupes, les sauces et les salades [93].

Artemisia herba-alba est également largement utilisée dans la médecine populaire pour ses
propriétés médicinales. Elle est utilisée pour traiter la toux, le rhume et d'autres affections
respiratoires ainsi que les troubles gastriques et pour I'hygiéne dentaire [94]. Toutefois,

I'Artemisia herba-alba abaisse trop fortement le taux de glycémie, [95, 96].

I11.1.6. Activités biologiques

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Artemisia campestris et A. herba alba
possedent de nombreuses propriétés biologiques, parmi lesquelles on cite les plus importantes
[97].
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[11.1.6.1. Activité antioxydante

Akrout et al., [82] ont étudié I’activité antioxydante de trois extraits de la partie aérienne
d’Artemisia campestris (huile essentielle, extrait aqueux, extrait éthanolique 50%) en utilisant
trois méthodes différentes: la méthode de DPPH, la technique de décoloration du B-carotene
et la méthode d’ABTS (2,2 azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) [82]. Leurs
résultats ont montré que I’huile d’A. campestris possede une faible activité antioxydante, alors
que les extraits aqueux et organique montrent une activité antioxydante importante en

comparaison avec celle de I’huile essentielle [81].

Plusieurs études ont examiné I'activité antioxydante des extraits de I'Artemisia herba-alba
et de son huile essentielle. Une étude a révélé que le contenu phénolique et l'activité
antioxydante de I'Artemisia herba-alba étaient élevés, ce qui indique son potentiel en tant
gu'antioxydant naturel [98]. Une autre expérience a examiné l'activité antioxydante de quatre
types d'huiles essentielles extraites des parties aériennes d'Artemisia herba-alba et qui ont
présenté une activité antioxydante significative [99]. Alshehri, [100] a évalué les propriétés
cardioprotectrices des nanoparticules d'Artemisia herba-alba contre l'infarctus du myocarde
chez le rat et a constaté que l'extrait avait des activités antioxydantes et hypolipidémiques
[100].

111.1.6.2. Activité antimicrobienne

Artemisia campestris est une plante médicinale utilisée dans le traitement de nombreuses
infections microbiennes comme les infections urinaires. Naili et al., [101]ont testé I’activité
antibactérienne de I’extrait méthanolique des feuilles d’A. campestris, qui a prouvé une plus
grande efficacité contre les bactéries gram positif (Staphylococcus aureus) que les bactéries
gram négatif (Escherichia coli) [101]. De plus, I’extrait d’acétone de cette plante a montré
une action inhibitrice contre les bactéries Staphylococcus epidermidis, S. saprophiticus et S.
aureus [91]. Les concentrations minimales inhibitrices de I'extrait méthanolique des feuilles
de A. campestris étaient de 12,5, 12,5, 250, 500 et 250 pg / ml, respectivement contre Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella
typhi [102].
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Artemisia herba alba est une plante qui posséde aussi des propriétés antibactériennes,
notamment l'extrait aqueux de la plante [103]. En outre, I'huile essentielle extraite des feuilles
d'Artemisia herba alba s'est révélée avoir une activité antimicrobienne [104].

D’aprés la literrature, Artemisia herba-alba a des propriétés antifongiques. Plusieurs études
ont été menées pour déterminer l'activité antifongique de I'Artemisia herba-alba : contre

diverses especes de Fusarium et sur Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici [105].
[11.1.6.3. Activité hypoglycémiante

Sefi et al [90] ont trouvé que I’extrait aqueux des feuilles d’A. campestris diminue le taux
de glucose dans le plasma des rats chez lesquels le diabéte est induit par [’alloxane
monohydrate. Ils ont trouvé également que la diminution de la concentration de glucose
s’accompagne d’une part d’une diminution des taux de triglycérides et des lipoprotéines de
faible densité, et d’autre part d’une augmentation du niveau de ’insuline, ce qui peut prévenir

les complications du diabete [90].

Artemisia herba alba est une plante largement utilisee dans la médecine populaire irakienne
pour le traitement du diabete sucré [106]. Plusieurs études suggérent que I'extrait aqueux et/ou
la décoction des feuilles de cette espéce ont un effet hypoglycémique. L'extrait des parties
aériennes de la plante semble avoir des effets indesirables minimes et une valeur LD50

élevee.
[11.1.6.4. Effets antipoison

Les extraits d’acétate d’éthyle, éthanol, méthanol et de diclorométhane, des feuilles d’A.
campestris ont été testés pour ses capacités de neutralisation du venin de scorpion et de
vipeére. Les résultats obtenus ont montré que I’extrait éthanolique inhibe I’activité de
dégradation des globules rouges contre le venin du scorpion Androctonus australis garzonii.
Des résultats similaires ont été obtenus pour 1’extrait de dichlorométhane sur la neutralisation
du venin de la vipére Macrovipera lebetina [107]. L'extrait aqueux de feuilles d’A. campestris
empéche la phase hypertensive induite par le venin de scorpion, probablement par voie

adrénergique [108].
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Néanmoins, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour déterminer les effets

antipoison potentiels de I'Artemisia herba alba d’aprés plusieurs auteurs.
111.2. Teucrium polium
[11.2.1. Description botanique

Teucrium polium L, de la famille des Lamiacées est une plante de 10 a 35cm de long, vivace,
aux tiges robustes avec des branches couvertes de poils cotonneux. Les feuilles sont serrées
ou ovales-allongeées, les inflorescences d'aspect blanc sont serrées, globuleuses ou ovoides
d'au moins un centimétre de diamétre. Le calice est institué de 5 dents inégales dont la plus
haute est plus grande et émoussée au sommet. La corolle est blanche, rarement purpurine. Les
étamines ne sont pas enroulées sur elles-mémes apres la floraison. Les fruits sont des nucules
brun clair a brun foncé avec une surface en treillis; la période de floraison a lieu d'avril a juin.
Toutes les parties aériennes de la plante ont une odeur aromatique, agréable et un godt amer
[83] (figure 4).

Figure 5 : Teucrium polium

Famille : Lamiaceae

Sous-Famille : Ajugoideae

Genre : Teucrium L.

Espece : Teucrium polium L
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[11.2.2. Origine et distribution

Le genre Teucrium est un genre vaste et polymorphe distribué principalement en Europe, en
Afrique du Nord et dans les parties tempérées de I'Asie [109]. L’espece T. polium se distribue
dans les zones rocheuses et sablonneuses de la Méditerranée, dans différentes parties de
I'Europe, du nord de I'Afrique et du sud-ouest de I'Asie, y compris I'lran. Cette espéce pousse
a l'état sauvage dans des sols bien drainés et se développe généralement dans des régions
ensoleillées appartenant aux bioclimats semi-arides et arides. Largement répandue dans les
endroits secs et rocailleux des collines et des déserts de presque toutes les régions du monde
[110].

I11. 2.3. Utilisation en médecine populaire

L'extrait de Teucrium polium est utilise en médecine traditionnelle comme
antispasmodique et dans le traitement des maladies gastro-intestinales [111]. Cette espece est
aussi utilisée sous forme de décoctions pour le traitement de différents troubles
physiopathologiques tels que les inflammations, les troubles du tractus gastro-intestinal, les
rhumatismes et le diabete. Le thé de T. polium est généralement utilisé comme médecine
traditionnelle iranienne pour traiter de nombreuses maladies telles que l'indigestion, les
douleurs abdominales, le diabéte de type 2 et le rhume [112], alors qu'il est utilisé dans la
médecine populaire palestinienne pour le traitement des inflammations gastro-intestinales,
ainsi que antispasmodique, vermifuge [113]. Cependant, il est important de noter que
Teucrium polium a des effets secondaires sur différents organes, a savoir le foie et les reins, et
qu'a fortes doses, cette plante devient toxique [114]. Cette plante est également utilisée en

cuisine et ses feuilles sont comestibles.
I11.2.4. Activités biologiques

Plusieurs études ont montré que cette plante a des propriétés antimicrobiennes et

antioxydantes.
111.2.4.1. Activité antimicrobienne

L'extrait éthanolique et méthanolique de Teucrium polium a des propriétés antibactériennes

contre Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
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Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium [115]. [116], Staphylococcus aureus
[117]. L'extrait de T. polium a une activité antimicrobienne a la fois sur les Gram positif et sur
les Gram négatif [118]. L huile extraite de T. polium, a un effet inhibiteur sur les bactéries
Bacillus cereus, Enterococcus faecalis et Escherichia coli avec une concentration minimale
de 3 a 5 pl/ml [119]. Raei et al, 2014 ont confirmé l'activité antibactérienne de I'huile
essentielle de T. polium contre Klebsiella pneumoniae isolé dans l'urine [120]. Lograda et al,
[121] ont déterminé [I'activité antimicrobienne et la composition chimique des huiles
essentielles de T. polium provenant de 3 populations Algériennes différentes [121]. Dans une
étude, les huiles essentielles de TP ont eu un effet approprié contre la bactérie Salmonella

typhimurium qui est un facteur important d'intoxication alimentaire [122].
111.2.4.2. Activité antioxydante

Différentes recherches menées ces derniéres années ont déemontré que T. polium
possede des propriétés antioxydantes élevées. De nombreux composés phénoliques a forte
activité antioxydante dans les extraits de ces plantes ont été identifiés [123]. Des recherches in
vitro ont montré que T. polium a une activité antioxydante et une activité de piégeage des
radicaux libres [123, 124]. Dans plusieurs recherches, I'effet de T. polium sur I'oxydation de
divers tissus a été étudieé et les effets inhibiteurs de I'extrait de plante contre la peroxydation, a
été prouvé. A cet égard, I'extrait méthanolique de T. polium protége les globules rouges contre
la peroxydation lipidique induite par le peroxyde d’hydrogene [125]. De méme, Kadifkova et
al. Ont rapporté que différentes fractions de T. polium (éther diéthylique, acétate d'éthyle et n-

butanol) ont un effet inhibiteur contre I'oxydation [124].
111.2.4.3. Activité Antidiabétique

Certaines plantes sont utilisées comme agents hypoglycémiants et leurs extraits ont été
étudiés dans le traitement des patients diabétiques [126]. Plusieurs études animales ont été
menées pour évaluer l'effet de T. polium sur les concentrations de glucose dans le sang. Dans
une étude de Jemal et al. [127], il a été montré que l'injection intraveineuse de T. polium
bouilli provoquait une réduction significative de la glycémie chez un groupe de diabétiques,
par rapport a un groupe témoin ayant recu une solution saline normale [127, 128]. Selon des
études qui ont évalué l'effet de T. polium sur le taux de sucre dans le sang, il semble que

I'extrait de cette plante peut améliorer la fonction de l'insuline dans un modele animal. Mais
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selon les rapports contradictoires et le déficit d'études humaines sur les effets de cette plante
sur le taux de sucre dans le sang, il serait difficile de commenter les effets prouvés de T.
polium en tant qu'agent hypoglycémiant et des recherches cliniques semblent nécessaires
[111].

111.2.4. 4. Effets anticancéreux

Ces dernieres années, les propriétés anticancéreuses de T. polium ont été évaluées dans
plusieurs expériences et des effets cytotoxiques d'extraits totaux et de dérivés de cette plante
contre les cellules cancéreuses ont été rapportés. Les proprietés anticancéreuses de cette
plante concernent plus celles des composés terpénoides et flavonoides. Les effets
anticancéreux et cytotoxiques de T. polium dans différents types de lignées cellulaires
humaines sont testés [111].

Page 29



Chapitre 2. Matériel & Méthodes

Chapitre 2.

Matériel & Méthodes

Page 30



Chapitre 2. Matériel & Méthodes

|. Présentation de la région d’étude
I.1. Situation géographique de la région de Laghouat

La wilaya de Laghouat est située au piémont sud de I’ Atlas Saharien (fig. 6) a 400 km de la
capitale Alger Latitude: 33.8065, Longitude: 2.8821933° 48’ 23" Nord, 2° 52’ 56" Est. Elle
s’étend sur une superficie de 25 052 km?. Elle est limitée au nord par la wilaya de Tiaret, au
sud par la wilaya de Ghardaia, a I’est par la wilaya de Djelfa et a I’ouest, par la wilaya d’El
Bayadh,.

La zone Laghouat-Hassi R’mel s’étend sur une superficie de 18.536,40 Km?soit 70% de la
surface totale de la wilaya. Elle comprend de vastes étendues steppiques pour la plupart
dégradees sous I’effet de longues périodes seches et 1’utilisation irrationnelle des terrains de

parcours [129].
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Figure6 : Localisation géographique de la wilaya de Laghouat (Extrait de la carte
topographique de 1956 feuille de Laghouat E:1/250.0 /250.000)
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1.2. Sols de la wilaya

Les sols de la wilaya proviennent en majeure partie d’un apport alluvial typique sur crodte
calcaire, peu évolué, a texture Iégere, a teneur faible en matiere organique présentant ainsi des

contraintes pour I’agriculture [129].
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On distingue principalement trois grands ensembles de sols : I'un caractérise les piémonts
de I’Atlas saharien, le second la plaine alluviale de I’'Oued M’Zi et I’autre correspond a un
plateau a surface plane avec une charge caillouteuse en surface, ces sols sont généralement
peu profonds, constitués par des formations marneuses et calcaires, ce qui explique leur

richesse en sels solubles et en calcaire [130].

I. 3. Flore de la wilaya

Selon les domaines bioclimatiques et édaphiques, il existe une diversité végétale dans
la wilayat de Laghouat, comprenant divers types de formations végétales a Stipa tenacissima,
Lygeum spartum et a Hamada scoparia [130, 131].

La zone semi aride supérieure est caractérisee par une végétation forestiére et matorral
présente surtout sur les reliefs de I’ Atlas Saharien. Dans les zones semi arides et arides, sur les
formations du Quaternaire, on rencontre une végetation de type steppique. La composition de
la flore au niveau de la limite inférieure de la zone aride se distingue par un accroissement de
20 a 40 %, du taux des especes sahariennes d’origine saharo-arabiques. Inversement, le taux
des espéces méditerrano-steppiques diminue de 76 a 59 % par rapport a la partie méridionale
de la zone aride. La limite sud correspond a I’apparition d’un couvert végétal diffus sur les

regs et les glacis d’érosion ou les sols sont squelettiques [29, 132, 133].
I.4. Etude climatique et bioclimatique de la région de Laghouat

Découlant du relief, le climat est de type continental au Nord-Ouest avec une
pluviométrie variant de 300 a 400 mm, des chutes de neige et des gelées blanches. Dans la
région des Hauts Plateaux, le climat est de type saharien et aride. La pluviométrie varie entre
150 mm au Centre et 50 mm au Sud. Les hivers sont caractérisés par des gelées blanches et
les étés par une forte chaleur accompagnée de vents de sable. Deux stations météorologiques
I’'une a Laghouat et l'autre a Aflou (Tab. 2) permettent de fournir les variations des

parametres climatiques [129,130, 131].

Tableau 2: Caractéristique des stations méteorologiques de Laghouat et Aflou.

Altitude (m) Latitude Longitude
Station
Laghouat 765 33°53'N 02°31'E
Aflou 1425 34° 07N 02° 06" E
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1.4.1. Précipitations moyennes annuelles

La pluviosité est relativement faible. Durant la période annuelle allant de 2009 a 2018,
la quantité moyenne des précipitations varie de 28,94mm a Aflou et de 12,09mm a Laghouat.
Les périodes annuelles les plus pluvieuses sont enregistrées en 2011 et 2018 pour les deux
régions, avec des quantités respectives de pluviométrie moyenne de 40,91/66,45 mm a Aflou
et 27,47/15,18 mm a Laghouat, (Fig. 7) [129,130, 131].
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Figure7: Variations inter annuelles des précipitations a Laghouat et Aflou.

Les steppes algériennes sont marquées par une diminution notable des précipitations
moyennes annuelles de 17 a 27%, avec parfois plusieurs années consécutives de sécheresse,

[134]. La diminution des précipitations a Aflou est comprise entre 5 et 7%.
1.4.2. Précipitations moyennes mensuelles

Le tableau3 présente les moyennes mensuelles des précipitations des régions de

Laghouat et Aflou pour la période annuelle 1996-2018.

Tableau3: Moyennes mensuelles des précipitations des stations d’Aflou et de Laghouat
durant la période (1996-2018).

Régions/Mois | Janv Fév Mars Avr Mai Juin Juil Aolt Sept Oct Nov Déc
Aflou 29,97 28,22 27,94 34,78 28,84 12,63 8,29 17,13 37,91 21,72 33,44 24,51
Laghouat |11,80 6,85 10,36 17,48 10,20 9,26 4,65 14,58 26,48 19,20 9,74 13,05

La moyenne des précipitations mensuelles pour la période de 1996 a 2018 met en

évidence, une période pluvieuse s’étalant de septembre a Mai ou le maximum pluviométrique
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est enregistré a Aflou en Septembre et avril (37,91 et 34,78mm) respectivement et au mois de
septembre a Laghouat (26,48 mm) (Tab.3). Les minimums sont observés durant la période

estivale.

1.4.3. Températures

Les températures revétent un grand intérét pour la végétation. Elles agissent
notamment par les maximums et surtout par les minimums des températures qui peuvent étre
des facteurs limitant. Djellouli (1981) souligne que les maximums et les minimums
thermiques donnent des informations sur les limites de résistance des plantes. Par ailleurs,
selon [135, 136, 137] la valeur des extrémes thermiques est un indicateur pour les seuils

létaux.

Les mois de janvier et Février sont les mois les plus froids a Laghouat et a Aflou
respectivement avec des valeurs de températures minimales comprises entre -3 °C a Aflou
etl,7°C a Laghouat. Le mois de juillet est le mois le plus chaud, avec une température
maximale oscillant entre de 35,33°Ca Aflou et 41°C a Laghouat. Pour la période del996 a
2018, la température moyenne annuelle varie de 14,19°C a Aflou a18,65°C a Laghouat. Le
positionnement geographique de la station de Laghouat (Sahara septentrional) influe sur la

valeur de la température moyenne annuelle qui est plus élevee.

1.4.4 Syntheése climatique

Pour donner une expression synthétique du climat régional, nous nous proposons de
présenter I’évolution de deux indices climatiques qui utilisent principalement les

précipitations et les températures.
1.4.4.1. L’indice de De Martonne (1927)

Cet indice permet de classer les stations selon leurs degrés de xéricité. 11 est d’autant
plus grand que le climat est plus humide. Il se situe dans 4 intervalles correspondant a 4

différents climats. Il est calculé selon la formule suivante :
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. P
A = ——
T + 10

Ou P est le total des pluviosités moyennes annuelles en (mm), et T la Température
moyenne annuelle en (°C), Aa est I’indice de De Martonne : 0< Aa < 5 Climat aride, 5< Aa
<20 Climat semi-aride, 20< Aa < 30 Climat sub-humide, 30< Aa <55 Climat humide.

Pour la méme période annuelle de 1996 a 2018 (22 ans), les valeurs de Aa sont égales

a 1,05 et 0,44 pour les régions d’Aflou et de Laghouat.
1.4.4.2. La saison séche

Pour Bagnouls et Gaussen (1953), un mois sec est celui ou le total mensuel des
précipitations exprimé en millimétre est égal ou inférieur au double de la température
mensuelle exprimée en degré Celsius (P<2T). Cette relation permet de représenter sur un
méme graphique les précipitations et les températures moyennes mensuelles. L’intersection

des deux courbes, ombrique et thermique, determine la durée de la saison seche [138].

La période séche peut s’étendre sur quelques mois, ou bien s’étaler sur toute I’année
(Laghouat) (Fig.8).

Précipitations en mm

Précipitations en mm

Températures moyennes °C

Mois

*-Pmm =f=Tmoy'C

Aflou (2018) Aflou (1996-2018)
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Figure 8. Diagrammes Ombrothermiques de Bagnouls et Gaussen des régions d’Aflou et de

Laghouat de I’année 2018 et pour la période annuelle 1996-2018.

1.4.4.3 Quotient et climagramme pluviothermique d’Emberger

Le quotient pluviothermique d’Emberger a pour but d’identifier et de classer les zones
homo-climatiques de la région méditerranéenne. Il prend en considération la température et la
pluviosité (Emberger, 1955) et renseigne sur le caractere xérique d’un biotope. Ce quotient est

spécifique du climat mediterranéen, il est formulé comme suit [139]:

s

Q; =2000P/ M*- m*

Q2 est le Quotient pluviothermique, P la Pluviosité moyenne annuelle (mm), M la Moyenne
des maxima du mois le plus chaud (°Kelvin), m la Moyenne des minima du mois le plus froid
(°Kelvin).

[ Q=343 P/ M- m]

Avec M et men °C

Le climagramme pluviothermique d’Emberger, est construit en conjuguant le quotient
pluviothermique « Q2 » en ordonnée et la moyenne des températures minimales du mois le
plus froid «m » en abscisse. La variante thermique sera déterminée selon la valeur de « m ».

Les différents étages bioclimatiques des deux stations Aflou et Laghouat, pour la période
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1996-2018, sont présentés dans le Tableau 4 et la figure 9. Le quotient Q3 représente le
quotient Q2 modifié par Stewart (1963).

Tableau 4 : Quotient pluviothermique et étage Bioclimatique des deux régions Aflou et
Laghouat.

‘ Q2 Q3 m | Bioclimat et Variante
Aflou 28,47 25,77 -3,25 Semi-aride a Hiver froid
Laghouat 14,22 13,12 2,5 Saharien a Hiver frais
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Figure 9 : Situation des régions d’Aflou et de Laghouat sur le climagramme
d’Emberger (1955).
1. Matériel végétal

Les huiles essentielles des plantes étudiées Artemisia campestris, Artemisia herba

alba et Teucrium polium ont été utilisées pour évaluer leurs potentialités bioactives.
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11.1. Récolte et identification du matériel végétal

Durant notre année d’étude en 2018, la période, a savoir octobre et décembre ainsi que le
site de récolte du matériel végétal ont été choisis selon la disponibilité en abondance des
plantes et ’accessibilité aux sites de récolte. Les échantillons de la partie aérienne des plantes
étudiées ont été récoltés respectivement en octobre pour les especes Artemisia campestris,
Artemisia herba alba et Teucrium polium dans la zone de climat semi-aride a Aflou e et
A.campestris dans la zone de climat saharien a Laghouat (Fig. 10 et 11). Seules les espéces

Artemisia herba alba et Teucrium polium ont été récoltées au mois de décembre (Fig.10).

Teucrium polium L Artemisia. campestris L. Artemisia herba alba(Asso.)
Sojak)
Figure 10: Plantes aromatiques utilisées pour I’extraction des huiles essentielles

Les identifications floristiques des plantes (fig.10) ont été confirmées avec I’aide du
Professeur Kouidri Mohamed du département des sciences agronomiques de 1’Université de

Laghouat.
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Figure 11. Stations de récolte des plantes étudiees dans la wilaya de Laghouat (1: Gueltat Sidi
Saad , 2 : Aflou, 3 : Oued morra, 4 : Laghouat, 5 : Kasr EIl Hirane).

Les échantillons de chaque espece floristique ont été séchés a la température ambiante et a
I’abri de la lumiére dans un endroit sec et aéré puis ils ont été recupéres et mis dans des sacs

en papier jusqu’au moment de I’extraction des huiles essentielles.

11.2. Procédé d’extraction des huiles essentielles

L’extraction de I'huile essentielle a été effectuée par hydro distillation a I’aide d’un
appareil de type Clevenger. Une quantité de 100 grammes du matériel végétal est mise dans
un ballon a fond rond dans lequel on ajoute1500ml d’cau distillé, puis porté a ébullition
pendant 4 h [140].L’huile essentielle est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite
condensée en passant par le condensateur. Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une
couche d’huile mince a la surface qui sera par la suite séparée, aprés décantation. L’huile

extraite est conservée a 4°C dans ’obscurité.
11.3. Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile

essentielle obtenue et la masse du matériel végétal utilisée pour I’extraction.

Rd % = (m1 x100)/mo
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Mo : masse en gramme de la matiére végétale seche
m; : masse en gramme d’huile essentielle

Rd : Le rendement en huile essentielle.

Il. 4. Analyses par la chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse
(GCMS)

L'analyse GCMS a été réalisée au niveau de la Plateforme Technique d'Analyse
Physico-chimique (PTAPC-CRAPC) de Laghouat, avec un équipement de type Shimadzu
GCMS- QP2020, équipé d'une colonne capillaire Rxi®-5ms fusionnée (Phase : Crossbond®
5% diphenyl/ 95% dimethyl polysiloxane). Les dimensions de la colonne sont : 30 m x 0,25
mm et une épaisseur de film de 0,25 pm. Un volume de 0,5 uL de solution préparé a une
dilution de 10 % en volume de I'échantillon dans du n-hexane a été injecté en mode fractionné
(80:1). La température de l'orifice d'injection était de 250 °C, et celle du détecteur de 310 °C.
La tempeérature de la colonne a été programmée a 60°C fixe pendant 3min, puis augmentée a
310°C avec un incrément croissant de 2°C/min, et enfin laissée a 310°C pendant 10 min. Le
gaz porteur utilise était de I'hélium (pureté 99,995 %) avec un débit de 1 mL/min. Les
conditions du spectrométre de masse étaient les suivantes : tension d'ionisation de 70 eV,
température de la source d'ions de 200°C, et les spectres de masse par ionisation électronique

ont été acquis sur une plage de masse de 45-600 m/z.

1. 5. Identification des composants de I'huile essentielle

Les indices de rétention linéaire (IRL) ont été calculés pour les composés séparés par
rapport a une série de n-alcanes homologues (n-C7-C20). Les indices de rétention linéaire et
les spectres de masse des composants des HE ont été comparés a ceux de la base de données
du CRAPC et ceux enregistrés par les bibliotheques NIST (National Institute of Standards and
Technology) et Wiley "NIST17.lib, W11N17MAI et FFNSC1.2.lib", afin de déterminer les

composants.
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1. Activité antimicrobien des huiles essentielles
111.1 Matériel microbien

Les souches ont été obtenues a partir de la collection de cultures microbiennes du Laboratoire
de recherche sur la biologie des systémes microbiens (LBSM) de I'Ecole normale supérieure
de Kouba (Alger).

Tableau 5 : Matériel microbien utiliser pour ’activité des huiles essentielles

souches microbiennes Référence
Aspergillus carbonarius (M333)
Aspergillus ochraceus (ATCC 3174)
Aspergillus flavus (NRRL 3251)
Aspergillus parasiticus (CBS 100926)
Fongiques Fusarium graminearum (F5883

Aspergillus alliaceus
Fusarium culmorum Isolats de (LBSM)
Penicillium expansum

Penicillium glabrum

Gram’

Escherichia coli ATCC 8739
Bacteriennes Salmonella enterica serovar Typhi ATCC 14028

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10231

Gram*

Bacillus subtilis ATCC 6633

Listeria monocytogenes ATCC 13932

Staphylococcus aureus ATCC 44300

I11.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices, fongicides et bactéricides
I11.2.1. Préparation des dilutions des huiles essentielles

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles d’Artemisia campestris, Aremisia herba
alba et Teucium polium a été évaluée selon la méthode de la macro-dilution en milieu liquide
M38-A (CLSI.Clinical and Laboratory Standards Institute) [141]. Les dilutions deshuiles
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essentielles ont été préparées avec un solvant de type DMSO (Sigma 34943) avec une série de
10 tubes a essai numéroté de 2 a 11, le 1° tube contenant ’huile essentielle brute, et des
volumes appropriés de DMSO sont rajoutés dans chaque tube (Fig.12) jusqu’a ce que chaque
tube contienne 1 ml de solution diluée. Mélanger bien au vortex avant chaque étape de

transfert.
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Figure 12. Etapes des dilutions des huiles essentielles [141].

[11.2.2. Préparations des séries de concentrations

Les tubes contenant un volume de 1 ml des dilutions des huiles essentielles
précédemment réalisées sont disposés par ordre décroissant de concentration la plus élevée
vers la plus basse. Le milieu de culture utilisé pour les souches fongiques est le PDB et celui

utilisé pour les souches bactériennes est le milieu Mueller-Hinton.

Nous préparons une dilution 1:10 en ajoutant 0.9 ml de milieu de culture (PDB ou
MH) a 0.1 ml de chaque dilution d’huile essentielle, le tout est agité au vortex. Une série de
neuf tubes sont préparés avec ces volumes. Enfin, a l'aide d'une pipette, on distribue a
nouveau un volume de 0.1 ml de chaque concentration de I’huile avec le milieu de culture
dans un tube a essai stérile en commencant par la plus faible concentration. Ensuite, chaque
tube est ensemencé avec 0.9 ml de l'inoculum testé (souche fongique ou bactérienne).La
concentration finale des solutions de traitement sera de 20 a 0.04 pl / ml avec une
concentration finale de DMSO de 1% (Fig. 13) [141].

Page 42



Chapitre 2. Matériel & Méthodes

= e
1% DMSO 0.1 mL of 100X drug dilutions* 2% DMSO
I O A
 EEEEEEEEER
J - - - -J -
0.1 mL of 10X drug dilutions
ol bbb bbb
o HEEE = [ [l & Dil.1:10

I Add 0.9mL of inoculated ( PDB or MH) to each tube |

|

Concentrations finales apreés inoculation 20 a 0.04 pl / ml

Figure 13. Préparation des tubes CMI de des huiles essentielles [141].

[11.2.3. Préparation des suspensions fongiques et bactériennes testées

L’inoculum de chaque souche fongique doit étre préparé a partir d'une culture de 7
jours, en milieu PDA a 25°C. Les spores sont recupérées en imbibant un écouvillon stérile
avec du Tween 20 puis sont transférées dans 3 ml de solution saline stérile a 8.5%. Cette
suspension est vortexée pendant 15-20 secondes afin d’empécher l'agglutination des spores,
puis le surnageant est transféré dans un tube a essai stérile (Fig.14) et ajusté a une densité
optique (DO) de 530 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV/VIS de type Jenway, 6405 pour
obtenir une suspension initiale de 0.4-5x10° spores/ml. La DO a laquelle I'inoculum doit étre
réglé varie en fonction de la taille des spores (Annexe 1). Enfin, une suspension pour les
essais a réaliser, est préparée en diluant la suspension mere a 1:100 spores dans le milieu de
culture liquide (PDB) [141].
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allow to settle
3-5 min

Macrodilution
1:100
Working suspension

(0.4-5 x 104 CFU/mL)

SS: Solution saline 8.5%

Figure 14. Préparation des suspensions fongiques (inoculum) selon la méthode de macro-

dilution en milieu liquide [141]

Pour chaque bactérie, I’inoculum doit étre préparé a partir d'une culture de 24 heures en
milieu GN a 25°C. On récupere des colonies en imbibant un écouvillon stérile avec du Tween
20 puis on les transfere dans 3 ml de solution saline stérile 8.5%.0n mélange vigoureusement
a I’aide d’un vortex la suspension pendant 15 a 20 secondes, et on transfere le surnageant dans
un tube stérile et on ajuste la densité optique a 626 nm pour obtenir une suspension mere de
0.4-5x108 bacterie/ml. Enfin, on prépare une seconde suspension en diluant la suspension
meére 1:100 bacteries dans le milieu Mueller-Hinton (Fig.15) [141].
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Figure 15 Preparation des suspensions bactériennes (inoculum) pour la méthode de macro-

dilution en milieu liquide [141].
111.2.4. Inoculation des tubes

Les tubes de la solution d’huile essenticlle sont organisés avant la préparation de
I'inoculum dans l'ordre croissant, comprenant deux témoins, un témoin positif (contrdle de la
croissance) et un témoin négatif (contrdle de la stérilité) pour chaque souche étudiée. On
commence par inoculer les tubes avec la plus faible concentration de I’huile essentielle pour
arriver a la plus forte concentration, y compris les témoins positifs. On ajoute 0,9 ml de la
suspension microbienne préalablement préparée dans les tubes de la solution d’huile
essentielle puis on mélange cette suspension a 1’aide d’un vortex avant I'étape d'inoculation.

Notons que, chaque essai est répété 3 fois [141].

11.2.5. Incubation et lecture

Les tubes CMI sont incubés a 35°C (sans agitation) dans des conditions d’aérobiose pendant
72 heures pour les souches fongiques et pendant 24 pour les souches bactériennes. Le témoin
de croissance doit avoir une croissance suffisante, qui dépendra de l'espéce fongique et
bactérienne testée. Enfin, on détermine la CMI finale par une lecture visuelle, en comparant

la croissance microbienne a celle du témoin. La CMI est définie comme la plus faible
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concentration de [1’huile essentielle pour laquelle aucune croissance n'est visible

comparativement au témoin de croissance [141]
111.3. Détermination de la CMF et CMB

Pour déterminer la CMF (Concentration minimale fongicide) et CMB (Concentration
minimale bactéricide), on inocule en surface 20 ul de chaque tube sans aucune croissance
microbienne (sans agitation) sur le milieu Sabouraud Dextrose Agar (SAB) (Eur-Pharm,
1024.00) pour les souches fongiques et sur le milieu Muller Huinton agar pour les souches
bactériennes, y compris tous les tubes qui ont montré une inhibition visuelle compléte. Aprés
incubation des boites de Pétri a 35°C pendant 72 heures pour les souches fongiques et a 35°C
pendant 24 heures pour les bactéries, la CMF et la CMB est considérée comme la
concentration la plus faible d’huiles essentielles qui indique soit une croissance nulle, soit une
croissance de moins de trois colonies pour obtenir une activité fongicide ou bactéricide
d’environ 99 a 99.5% [141].

IV. Activité insecticide des huiles essentielles des plantes aromatiques étudiées sur la

bruche du pois chiche

L’objectif de cette partie consiste a mettre en évidence 1’effet biocide de I’huile essenticlle
(par inhalation et répulsif) des trois plantes aromatiques étudiées A.campestris, A. herba alba
et T.polium vis-a-vis d’un ravageur des denrées stockées la bruche du pois chiche

(Callosobruchus maculatus).
IV. 1. Présentation de la bruche du pois chiche

Les individus adultes de Callosobruchus maculatus utilisés pour [I’infestation
artificielle, ont été récoltés a partir d’un échantillon de grains de pois chiche contenus dans
des sacs infestés obtenus au niveau de la Coopérative de ceréales et de légumes secs de

Laghouat.

Ces mémes bruches ont fait 1’objet d’un élevage de masse au laboratoire a température
ambiante et a ’obscurité pendant une période d’environ un mois en mettant en contact les
bruches adultes avec des graines de pois chiche achetées dans le commerce, a I’intérieur des
bocaux en verre. Cet élevage a permis de fournir un nombre suffisant de C. maculatus aultes

destinés aux différents essais biologiques.
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IV.2. Tests biologiques
IV.2.1.Test par inhalation

Ce test consiste a étudier D’effet des huiles essentielles d’Artemisia campestris,
Aremisia herba alba et Teucium polium sur le taux de mortalité des adultes du bruche du pois
chiche. Pour tester la toxicité des huiles essentielles, la fumigation a été effectuée dans des
flacons hermétiques et transparents, de capacité de 50ml. Les tests ont été realisés a
température ambiante. Cing (5) doses de (2, 4, 6, 8, 12) ul correspondant a (40, 80, 120, 160,
240) pl/L d’air ont été appliquées sur des disques de papier filtre de type Wattman de 2cm de
diamétre. Chaque disque est suspendu a I’aide d’un fil a la face interne du couvercle fermant

le flacon utilisé.

Un nombre de 10 adultes de C.maculatus sont introduits dans chaque flacon fermé
hermétiquement pour I’ensemble des essais. Cing répétitions ont été realisées pour chaque
dose et chaque temps d’exposition (24, 48heures).Parallelement, un lot de 10 individus témoin
a été considéré (lots non traité). Nous procédons ensuite a une observation sous une loupe

binoculaire au grossissement 40 pour le denombrement des bruches mortes.
IV.2.2. Calcul des doses létales 50 et 90

L’efficacité d’un toxique se mesure par la DL50 et DL90 qui représente la quantité de
substance toxique entrainant la mort de 50% et 90% d’individus d’un méme lot. Elle est
déduite a partir du tracage de la droite de régressions des probits des mortalités corrigées en

fonction des doses testées.
IV.2. 3. Test de répulsion

Ce test est utilisé pour calculer le pourcentage de répulsion d’une huile a I’égard de C.
maculatus par la méthode de la zone préférentielle sur papier filtre décrite par Jilani et Saxena
(1990) [142]. Des disques de papier filtre de 11cm de diametre, sont coupés en deux parties
égales, une moitié du papier est traitée avec I'huile essentielle additionnée d’un twin 20 et
l'autre moitié est traitée avec du twin 20 uniquement. Apres évaporation du solvant, nous
rassemblons les deux parties traitée et non traitée par une bande adhésive et nous les plagons
dans une boite de Pétri (Fig. 16). Dix (10) individus de Callosobruchus maculatus adultes

(agées de moins de 24 h) sont ensuite déposés au centre de la boite.
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Au bout d’une demi-heure, on compte le nombre des individus présents sur la partie du disque
traité avec I’huile essentielle et le nombre d’individus présents sur la partie traitée uniquement

avec le twin 20.

Le pourcentage de répulsion (PR) est calculé comme suit : PR (%) = [(Nc-Nt) / (Nc+Nt)]
%100 ; avec NC: le nombre d’insectes présents sur la partie du disque traitée uniquement avec

le twin 20, NT: le nombre d’insectes présents sur la partie traitée avec la solution (huile- twin
20).

Le pourcentage de répulsion moyen pour chaque huile est calculé et attribué¢ a I'une
des différentes classes répulsives, selon le classement de MC DONALD et al. (1970) [143],
(Tab.6).

Tableau 6: Pourcentage de répulsivité selon MC DONALD et al. (1970).

Classe Intervalle de répulsion | Propriétés de la substance testée
Classe 0 PR<0,1% Non repulsive

Classe 1 10-20 % Tres faiblement répulsive
Classe 2 20-40 % Faiblement répulsive

Classe 3 40-60 % Modérement répulsive

Classe 4 60-80 % répulsive

Classe 5 80-100 % Tres répulsive

IV.2.4. Analyse statistique des résultats

Les différents paramétres étudiés pour 1’activité insecticide des huiles essentielles sont
soumis a une analyse de la variance a un ou deux critéres de classification en utilisant le
logiciel Minitab version 18. Dans le cas ou les différences s’averent significatives, un test
complémentaire de Tukey au seuil de 5% est effectué afin de comparer les moyennes et

déterminer les groupes homogeénes.
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Chapitre 3 : RESULTATS

I. Rendement et composition chimique en huiles essentielles

Les extractions par hydrodistillation de la partie aérienne d’A.campestris, A. herba
alba et T.polium, ont produit des huiles essentielles avec des colorations variables allant du
jaune claire au jaune relativement fonce avec de fortes et persistantes odeurs. Le tableau 7
montre les résultats de rendement en huiles essentielles des différentes plantes étudiées selon
la localité et la période de récolte.

Tableau 7. Variation des rendements en huiles essentielles des plantes étudiées.

. Période de o Rendement %
Espece ) Localité/région
récolte (v/m
] (Aflou) 0,6
A. campestris Octobre
(Laghouat) 0,65
Octobre (Aflou) 0,60
A. herba alba
Décembre (Aflou) 1,24
] Octobre (Aflou) 0,2
T. polium )
Décembre (Aflou) 0,42

Le rendement de A. Campestris récoltée dans les zones d’Aflou et Laghouat semble
similaire (0.6 et 0.65% respectivement). Nos résultats montrent une différence en huiles
essentielles de T. polium entre les deux périodes de récolte de 0.2 % en octobre et 0.42% en
décembre dans la méme zone d’étude a Aflou. Concernant A. herba alba, on observe une
variabilité importante de la teneur en huiles essentielle de cette plante entre les deux mois de
récolte avec respectivement un pourcentage de 0.6% en octobre et 1.24% pour le mois de
décembre (tab. 7).

L’analyse CG/MS a révélé que I’huile essentielle d’A. campestris comprend
respectivement 42 et 44 composés dans les échantillons de la plante prélevée a Kasr Elhirane
et a Gueltat Sidi Saad.

Le tableau 8 indique la distribution des différents composés chimiques identifiés dans
I’huile essentielle d’A. campestris récoltée respectivement des régions d’Aflou (Gueltat Sidi
Saad) et Laghouat (Kasr Elhirane). Nous pouvons distinguer les composés majoritaires,
caracterisant le chémotype des deux régions (tab. 8). L’huile essenticlle issue de la plante

récoltée de la localité de ‘Kasr Elhiarane‘ est de chemotype composé majoritairement du f-
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Pinene (23.75%), o0-Cymene (18.54%), o-Pinene (10.09%), Limonene (8.69%), (-)-
Spathulenol (7.85%), Agarospirol (4.75%), et le Geranylisovalerate (3.65%) et L’huile
essentielle issue du A. campestris (gelata) est de chemotype B-Pinene (21.52 %) 0-Cymene
(19.08%) o —Pinene (13.39%) Myrcene (8.96%) Limonene (8.01%) Capillene "gamma"
(7.48%) trans-.beta.-Ocimene ( 3.13%) (-)-Spathulenol (2.64%) Gurjunene (2.10%).

Tableau 8. Caractérisation chimique par GC/MS de I'huile essentielle d’A.campestris

Composé chimique Nom du composé Irr;?elr:;gﬁ Pourcentage%
No. (IR)
KasrEIHirane Gueltat Sidi
Saad
1 Hexanal 797 0.04 0
2 4-Heptenal, (2)- 889 0.21 0
3 Santolinatriene 906 0 0.05
4 Tricyclene 920 0 0.05
5 Thujene<alpha-> 923 0.42 0.09
6 alpha-Pinene 930 10.09 13.39
7 Camphene 944 0.24 0.62
8 Verbenene 949 0.17 0
9 Sabinene 970 0.59 1.39
10 Pinene<beta-> 974 23.75 21.52
11 Myrcene 989 0.95 8.96
12 (42)-4-Decenal 992 0.83 0
13 Terpinene<alpha-> 1014 0.46 0
14 0-Cymene 1022 18.54 19.08
15 Limonene 1026 8.69 8.01
16 Eucalyptol 1028 0,59 0
18 trans-.beta.-Ocimene 1035 0.38 3.13
19 Ocimene<(E)-, beta-> 1045 0.34 1.46
20 .gamma.-Terpinene 1055 1.86 0.83
21 Terpinolene 1086 0 0.18
22 beta.-Pineneepoxide 1091 0 0.16
23 Linalool 1098 0 0.06
24 Thujone 1103 0 0.35
25 .alpha.-Campholenal 1122 0.31 0
26 Nopinone 1132 0.53 0
27 Pinocarveol<trans-> 1134 1.58 0
28 Isopinocarveol 1134 0 0,13
29 Camphor 1139 0.19 0.79
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30 Pinocarvone 1157 0.73 0
31 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1163 0.30
32 Terpinen-4-ol 1173 1.54 0.40
33 p-(1-Propenyl)-toluene 1181 0.78
34 .alpha.-Terpineol 1187 0.86 0.31
35 Myrtenal 1192 1.24 0
36 (-)-Myrtenol 1193 1.11 0
37 Carveol 1215 0.35 0
38 Isovalerate<3-hexenyl-> 1235 0.43 0
39 (32)-3-Hexenyl 3- 1235 0 0.06

methylbutanoate
40 D-Carvone 1239 0.13 0
41 Bornylacetate 1283 0 0.19
42 Carvacrol 1300 0.14 0
43 Copaene<alpha-> 1372 0.34 0
44 Copaene 1372 0 0.27
45 1,4-Dimethylazulene 1385 0 2.10
SynonymGurjunene
46 Caryophyllene 1414 0 0.05
47 (E)-.beta.-Famesene 1456 0 0.20
48 gamma.-Muurolene 1473 0 0.16
49 (+)-a-ar-curcumene 1480 1.40 0
50 Curcumene<alpha-> 1480 0 0.74
51 Capillene "gamma" 1493 0 7.48
52 alpha.-Muurolene 1497 0 0.10
53 gamma.-Cadinene 1510 0 0.14
54 .delta.-Cadinene 1520 0.34 0.30
55 Nerolidol 1549 0.45 0
56 7-epi-cis-sesquisabinene 1562 0 0.15
hydrate
57 Nerolidylacetate 1562 0.37 0
58 (-)-Spathulenol 1573 7.85 2.64
59 Isocaryophyllene 1577 0 0.65
60 Caryophylla-4(12),8(13)- 1582 0.33 0
dien-5.alpha.-ol
61 Davanone 1584 0 0.68
62 Salvial-4(14)-en-1-one 1588 1.30 0
63 Geranylisovalerate 1607 3.65 0.38
64 Agarospirol 1645 4.75 0
Total 100%
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On peut remarquer que certains composes sont présents dans 1’huile de la plante dans
une localité mais n’existent pas dans I’huile essenticlle de la plante récoltée dans 1’autre
localité. C’est le cas des composés Myrcene (8.96%) et Capillene "gamma" (7.48%) qui sont
présents dans les échantillons prélevés a Gueltat Sidi Saad et sont presque absents dans les
échantillons de Kasr Elhirane (Tab. 7). Cependant, I’huile essentielle issue d’A.campestris de
Kasr Elhirane est caractérisee par la présence de 1’Agarospirol (4.75%) et du
Geranylisovalerate (3.65%) retrouvés a 1’état de traces dans I’huile de la plante de Gueltat
Sidi Saad.

Concernant la seconde espece d’Astéracée A. herba alba,l’analyse CG/MS a révélé
une richesse de I’huile essentielle en 60 et 51 composés dans les échantillons respectifs de la
plante prélevée en octobre et décembre au niveau de la méme zone d’étude a Aflou (Tab. 9).
Nous pouvons distinguer la compossition de I’huile essentielle des deux périodes de collecte.
L’huile essentielle A. herba alba (octobre) se caractérise par les composés suivants :
davanone (38.96%) ; Camphor (14.40%) ; Thujone (7.34%) ;10-Methyl-8-tetradecen-1-ol
acetate (3.73%); B Pinene (1.56%); Myrcene (2.6%); o-Cymene (1.53%) ; Eucalyptol
(2.96% ;) B Thujone (2.05%) ; Borneol (1.64%) ; Linalool (1.27%).L’huile essentielle issue
de cette méme espece récoltée en décembre contient majoritairement du Camphor (34.55%) ;
Eucalyptol (11.39%); Davanone (10.69%); Thujone (7.76%); 2-Pinen-7-one (6.33%)
Camphene (4.95%) tandis que les autres composés mineurs sont le Borneol (3.64%) ;P
Thujone (3.61%) ; Pinocarvone (1.52%) ; 0-Cymene (1.43%) ; (-)-Spathulenol (1.37%) ainsi
que I’a Pinene (1.08%) (Tab.9).Par ailleurs, on note que le Camphene n’est présent avec une

teneur (4.95 %) que dans les échantillons de la plante récoltée en décembre (Tab. 9).

Tableau 9. Caractérisation chimique par GC/MS de I'huile essentielle d’A.herba alba.

Composé
chimique Indice de Pourcentage%
No. Nom du composé rétention (IR)
Décembre Octobre

1 Butanoicacid, 2-methyl-, ethyl ester 841 0.03 0
2 5-Hexenal, 4-methylene- 891 0 0.07
3 Santolinatriene 906 0.15 0.23
4 2-Methyl-2,5-divinyltetrahydrofuran 912 0.09 0.23
5 Tricyclene 919 0.35 0.10
6 alpha.-Pinene 930 1.08 1.06
7 6-Methyl-5-octen-2-one 940 0 0.77
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8 Camphene 944 4.95 0
9 Verbenene 950 0.19 0.06
10 Benzaldehyde 954 0 0.05
11 Sabinene 969 0.08 0.10
12 Pinene<beta-> 973 0.39 1.56
13 1-Octen-3-ol 975 0.08 0
14 Myrcene 989 0.82 2.60
15 Mesitylene 991 0.73 0
16 alpha.-Phellandrene 1003 0.13 0
17 2-Carene 1014 0 0.06
18 Terpinene<alpha-> 1014 0.32 0
19 Benzene, 1-ethyl-3-methyl- 1019 0.66 0
20 Phenacyl 11-octadecenoate 1019 0 0.58
21 0-Cymene 1021 1.43 1.53
22 Limonene 1025 0 0.41
23 Eucalyptol 1027 11.39 2.96
24 Santolinaalcohol 1033 0.13 0
25 Lavander lactone 1034 0 0.29
27 cis-Arbusculone 1047 0 0.88
28 . cis-Arbusculone 1047 0.11 0
29 gamma.-Terpinene 1055 0.24 0
30 .beta.-Ocimene 1055 0 0.08
31 trans-Arbusculone 1066 0 0.58
32 Linalool 1100 0 1.27
33 (3E)-2-methyl-6-methylene-2-octa-3,7-dienol 1101 0 1.07
34 Thujone 1104 7.76 7.34
35 Thujone<beta-> 1113 3.61 2.05
36 Isophorone 1116 0.52 0.23
37 p-Menth-2-en-1-ol 1118 0 0.30
38 Chrysanthenone 1121 6.33 2.15
39 Camphore 1141 34.55 14.40
40 p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 1154 0.18 0.48
41 Pinocarvone 1158 1.52 0.24
42 cis-Chrysanthenol 1160 0 0.85
43 Borneol 1161 3.64 1.64
44 Terpinen-4-ol 1173 0.69 0.34
45 .alpha.-Terpineol 1187 0.14 0.10
46 Verbenone 1204 0.66 0.31
47 Nordavanone 1227 0.25 0.75
48 Pulegone 1235 0.25 0
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49 Carvone 1239 0.22 0

50 Chrysanthenylacetate 1258 0.27 0.48
51 Lepalol 1273 0 0.38
53 Bornylacetate 1282 0.52 0.21
54 2-Undecanone 1292 0.24 0

55 Carvacrol 1300 0.23 0

56 Filifolide a 1314 0.85 0.35
57 Eugenol 1354 0 0.09
58 Capaene 1372 0.12 0.16
59 Jasmone<(2)> 1395 0.36 0.94
60 Davanafuran 1414 0.13 0.29
61 (-)-Germacrene D 1476 0.27 0.29
62 Chrysantenyl 2-methuylbutanoate 1482 0.11 0

63 Viridiflorol 1491 0 0.43
64 Davanaether 2 1511 0 1.10
65 Artedouglasiaoxide C 1519 0 0.29
66 Artedouglasiaoxide A 1530 0 0.92
67 Laciniatafuranone E 1545 0 0.50
68 Sesquisabinene hydrate 1561 0.11 0.40
69 (-)-Spathulenol 1572 1.37 0.99
70 .beta.-copaen-4 .alpha.-ol 1582 0 0.15
71 Davanone 1586 10.29 38.96
72 Longiborneol 1600 0 0.41
73 Isocitronellol 1614 0 0.40
74 Cubenol 1624 0.18 0.21
75 Caryophyllane, 4,8-.beta.-epoxy 1647 0 0.49
76 beta.-Nootkatol 1680 0.13 0

77 Eudesma-4(15),7-dien-1.beta. -ol 1680 0 0.12
78 10-Methyl-8-tetradecen-1-ol acetate 1719 0 3.73

Total 100%

L’analyse de la composition chimique des HEs de T. polium récoltée aux mois
d’Octobre et décembre montre une variation quantitative et qualitative du profil chimique.
L'analyse par GC-MS de I'échantillon de T. polium d’octobre a permis d'identifier 39
constituants (Tab.10) avec une prédominance de 6 composés :p Pinene(23.97%) ;.gamma.-
Muurolene (17.77%) Carvacrol (11.59%) alpha.-Pinene (8.13%) Bicyclogermacrene
(7.21%) Limonene( 6.38 %). D’autres composés moins fréquents ont été également identifiés

comme (-)-Spathulenol, Myrcene, Cadinene<delta- et tau-Cadinol sont présents avec des
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concentrations (3.45 %), (3%), (2.21%), (2.08%) respectivement. Le profil
chromatographique de I’analyse quantitative et qualitative de 1’huile essentielle de T. polium
du mois de décembre a permis d’identifier 49 composants (Tab.9) dont huit (08) sont
majoritaires. Il s’agit du camphor (22.09 %) Eucalyptol (13.70%).alpha.-Pinene (10.90%)
Borneol (8.24%) Camphene (7.76%) Pinene<beta-> (7.47%) Terpineol<alpha-> (6.53%)
limonene (5.13%). D’autres composés moins fréquents ont été également identifiés : Sabinene
hydrate <cis-> (4.15%) Myrcene (3.15%) Terpinen-4-ol (2.53%).

Tableau 10. Caractérisation chimique par GC/MS de I'huile essentielle de Teucrium polium.

Ngh?;?;%zse Nom du composé ré'::ndtli(c:; d(fR) Pourcentage%
Décembre Octobre
1 Hex-2(E)-enal 844 0.05 0.08
2 Tricyclene 920 0.40 0
3 Thujene<alpha-> 923 0 0.08
4 3-Thujene 924 0.25 0
5 .alpha.-Pinene 934 10.90 8.13
6 Camphene 944 7.76 0.24
7 Verbenene 951 0.02 0
8 Sabinene 969 0 0.17
9 Pinene<beta-> 974 7.47 23.97
10 1-Octen-3-ol 985 0.41 0
11 Myrcene 988 3.15 3
12 .alpha.-Phellandrene 1004 0.26 0
13 Terpinene<alpha-> 1014 0.20 0.19
14 2-Carene 1018 0.17 0
15 0-Cymene 1021 0 1.58
16 Limonene 1025 5.13 6.38
17 Eucalyptol 1027 13.70 0.28
18 Sabinene hydrate <cis-> 1040 4.15 0
19 Benzeneacetaldehyde 1043 0.03 0
20 Ocimene<(E)-, beta-> 1048 0.07 0.32
21 .gamma.-Terpinene 1058 1.15 1.22
22 cis-sabinene hydrate acetate 1064 0.10 0
23 Linalooloxide<cis-> 1070 0.02 0
24 Terpinolene 1087 0.54 0.12
25 Linalool 1099 0.47 0.48
26 Thujone 1114 0.06 0
27 Fenchol, exo- 1117 0.12 0
28 Camphenol, 6- 1124 0.17 0
29 Nopinone 1131 0 0.74
30 Pinocarveol<trans-> 1134 0 1.77
31 Camphor 1139 22.09 0.11
32 (+)-cis-Verbenol, acetate 1140 0 0.55
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33 Pinocarvone 1157 0.05 1.03
34 Borneol 1161 8.24 0.25
35 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1162 0 0.28
36 Terpinen-4-ol 1173 2.53 0.15
37 .alpha.-Terpineol 1187 6.53 0.27
38 Carveol 1215 0 0.18
39 Citronellol 1227 0.02 0

40 Pulegone 1234 0 0.99
41 Carvone 1239 0 0.20
42 1-Decanol 1271 0.02 0

43 Bornylacetate 1284 1.24 0

44 Thymol 1291 0 0.30
45 Carvacrol 1301 0.06 11.59
46 Copaene 1372 0.06 0

47 (-)-.beta.-Bourbonene 1380 0 0.45
48 Methyleugenol 1402 0.06 0

49 Caryophyllene 1414 1.18 0.25
50 .alpha.-Humulene 1448 0.14 0

51 .gamma.-Muurolene 1478 0.06 17.77
52 Bicyclogermacrene 1492 0 7.21
53 Cadinene<delta-> 1519 0.10 2.21
54 (-)-Spathulenol 1577 0.47 3.45
55 .tau.-Cadinol 1636 0 2.08
56 Muurolol<alpha-,epi-> 1649 0 1.23

Total 100%

Les huiles essentielles des plantes étudiees A. campestris, A. herba alba et T. polium,
présentent pour la méme plante, une diversification en composés chimiques non seulement
selon le mois de récolte mais aussi selon 1’étage bioclimatique de la localité de récolte. Ces
différences dans la composition de I'huile essentielle de la partie aérienne des trois plantes
semblent révéler I'existence de plusieurs chemotypes au sein de I'espéce qui peuvent étre liées

aux conditions environnementales.

Tableau 11. Répartition des groupes terpéniques dans les huiles essentielles des plantes

étudiees.
Ah Ah Tp Tp
Groupes terpéniques/Chemotypes | Ack  Acg  dec oct dec oct
Monoterpénes Hydrocarbonés 66,48 78,66 9,89 7,71 36,65 45,04
Monoterpenes Oxygenés 9,07 204 72,36 36,67 59,08 15,68
Sesquiterpenes hydrocarboneés 993 735 039 045 1,48 27,44
Sesquiterpenes oxygénés 6,83 0,15 119 39,95 047 6,76

(Ac : A. campestris, Ah : A. herba alba, Tp: T. polium, k :Kasr EIHirane, g : Gueltat Sidi Saad, dec : décembre, oct : octobre).
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Le tableau 11 présente respectivement la distribution des différents groupes des
terpénes dans les huiles essentielles d’A.campestris, A. herba alba et T.polium pour les
différents échantillons, les résultats montre une variation quantitative et qualitative de la

distribution des différents groupes terpéniques dans les huiles essentielles étudiés.

Les teneurs des groupes terpéniques des huiles essentielles des plantes étudiées sont
différentes. Nous remarquons que dans les huiles essentielles d’A .campestris et T. polium,le
taux des Monoterpénes Hydrocarbonés représentent (66,48% et 78,66%) et (36,65% et
45,04%) pour les 2 échantillons de récolte de chague espéce respectivement. En revanche, ces
taux sont faibles dans I’huile essentielle d’A.herba alba, (9,89% et 7,71%).

Cependant, les taux des Monoterpénes oxygénés sont plus importants (72,36% et
36,67%) dans I’huile essentielle d’A.herba alba et (59,08% et 15,68%) dans celle de
T.polium. Par ailleurs, les teneurs des Monoterpenes oxygéenes sont trés faibles dans I’huile
essentielle d’A.campestris et celles des sesquiterpenes oxygénés sont trés importantes dans
I’huile essentielle d’A.herba alba en comparaison avec les autres plantes. D’autre part, les
teneurs en Sesquiterpenes hydrocarbonés sont toujours tres faibles par rapport a celles des
autres groupes des terpenes a I’exception de 1’huile essentielle de T.polium récoltée en octobre

et qui présente avec un pourcentage de 27,44%.

Il.  Activité antifongique des huiles essentielles étudiées

Le tableau 12 montre les résultats de I’activité antifongique des huiles essenticlles
d’A.campestris, A. herba alba, T.polium contre les champignons testés. Il apparait que les
réponses varient en fonction de la souche testée, de la concentration utilisée et de la

composition chimique des huiles essentielles.

Tableau 12. Résultats de I’activité antifongique (CMI, CMF) sous I’effet des concentrations (ul/ml)

des huiles essentielles des plantes étudiées.

Artemisia herba alba Artemisia campestris Teucrium polium
Parametres octobre décembre Aflou Laghouat octobre décembre
CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF
P.expansum 5 5 5 5 5 20 5 20 10 >20 5 20
P.glabrum 5 5 5 5 5 >20 10 10 20 20 10 20
F.graminearum(F5883) 5 >20 5 >20 20 >20 10 20 10 >20 10 20
F.culmorum 5 5 5 5 125 | 125 | 125 | 125 20 >20 10 20
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A flavus(NRRL 3251) 10 >20 10 10 5 20 5 20 10 20 10 20
A.ochraceus(ATCC 3174) 5 20 5 5 10 20 10 10 20 >20 10 20
A. alliaceus 10 >20 5 5 20 >20 2.5 10 20 >20 10 >20
A.carbonarius(M333) 10 >20 20 20 5 >20 5 20 20 >20 10 >20
A. parasiticus(CBS

5 10 5 5 10 20 20 20 10 >20 5 >20
00926)

*CMI (concentration minimale inhibitrice), CMF (concentration minimale fongicide) sont déterminées par la méthode de macro-dilution en
milieu liquide et exprimées en pl/ml (v/v).

Les concentrations (CMI) et (CMF) ont été déterminées aprés une lecture visuelle et

un comptage du nombre de colonies (fig. 16).

a : Lecture de la CMI

b- Lecture de la CMF

Figure 16. Détermination des CMI et CMF.

- Effet de I’huile essentielle d’A. herba alba

L’huile essentielle (He) d’A. herba alba récoltée en octobre et décembre exerce une
forte activité antifongique qui a été observée de maniére similaire contre certaines souches
fongiques. La concentration en He de5 pl/ml (v/v) était suffisante pour inhiber la croissance
d’Aspergillus parasiticus, d’A. ochraceus, de Fusarium culmorum, de F. graminearum, de
Penicillium expansum, et de P. glabrum. Néanmoins la souche d’A. flavus a été inhibée a

partir d’une concentration de 10 pl/ml (v/v).
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La concentration de 20 pul/ml de I’huile d’A. herba alba des deux mois de collecte de
la plante a exercé un effet fongicide sur A. ochraceus. Cet effet a été observé sur les trois
souches F. culmorum , P. expansum et P. glabrum avec seulement une concentration de 5
pl/ml. Nous notons par contre une résistance de F. graminearum et A. carbonarius(CMF> 20

pl/ml) quelque soit la période de récolte de la plante.

L’activité antifongique des huiles essentielles des plantes étudiées durant les deux

périodes était différente en revanche, contre d’autres souches fongiques.

Ainsi, I’huile essentielle d’A.herba alba d’automne (octobre) a présenté la plus faible
activité antifongique contre A. parasiticus, A. alliaceus et A. flavus en comparaison avec celle
d’A. herba alba d’hiver (décembre). Cet effet fongicide est détecté sur A. parasiticus avec
I’huile d’A. herba alba de I’hiver a la concentration de 5 ul/ml (v/v), et également contre A.
flavus a la concentration de 10 pl/ml ainsi que chez A. alliaceus a 20 pl/ml. Pour la période de
récolte automnale, I’huile essentielle d’A. herba alba n’a montré aucun effet fongicide sur A.

flavus et A. alliaceus (CMF> 20 ul/ml), et sur A. parasiticus a la concentration de 10 pl/ml.

- Effet de ['huile essentielle d’A. campestris

Le pouvoir antifongique de 1’huile essentielle d ’A. campestris des deux localités de récolte a
été variable d’une souche fongique a une autre en fonction de leur résistance. La souche F.
culmorum semble la plus sensible a la concentration inhibitrice et fongicide de 1.25 pl/ml
(v/v).Les concentrations respectives de 5 pl/ml (v/v) et de 10 pl/mlont été suffisantes pour
inhiber la croissance de A .carbonarius, A. flavus, et P. expansum d’une part, et la croissance
de A. ochraceus, d’autre part. A la concentration de 20 pl/ml (v/v), certaines souches sont
résistantes comme A. parasiticus et d’autres se sont montrées sensibles telles que A. flavus, A.
parasiticus et P. expansum.

L’activité d’une méme huile essentielle varie également d’une région a une autre pour
certaines souches. L’huile essentielle d’4. campestris récoltée de la région de Laghouat a
révélé une activité antifongique d’une part contre A. ochraceus, A. alliaceus et P. expansum
pour une concentration fongicide de 10 pl/ml (v/v), et pour une CMF de 20 pl/ml (v/v) contre
A. carbonarius, et F. graminearum. On note cependant que cette méme huile n’a pas
manifesté d’effet fongicide sur P.expansum, F. graminearum, F.culmorum, et A. alliaceus(>
20 pl/ml).

- Effet de l'huile essentielle de T. polium
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L’huile essentielle de T.polium a présenté la plus faible activité antifongique contre les
souches fongiques étudiées, comparée a celle d’A.campestris et celle d’A. herba alba. L’effet
fongicide de cette huile est détecté a la concentration de 20 pl/ml pour certains souches, alors
que sur les autres souches aucun effet fongicide n’est observé (> 20 pl/ml).

Les souches A .flavus et F. graminearum ont été inhibées a partir d’une concentration de 10
pl/ml (v/v). La concentration de 20 pl/ml de I’huile essentielle de T.polium des deux périodes
de récolte a un effet fongicide pour A.flavus et P.glabrum tandis que sur A.alliaceus,

A.carbonarius; A. parasiticus aucun effet fongicide n’est montré (> 20 pl/ml).

T.polium de I’hiver (décembre) a été plus active comparée a celle de T.polium de I’automne
(octobre). La concentration de 5 pl/ml (v/v) était suffisante pour inhiber la croissance d’A.
parasiticus, et P. expansum alors qu’une concentration plus élevée, del0 pl/ml a été
nécessaire pour inhiber la croissance de P. glabrum, A. carbonarius, A. ochraceus, A.
alliaceus et F.culmorum. L’effet fongicide de cette huile est détecté a la concentration de 20
pl/ml pour P.expansum, F.graminearum, F.culmorum, A. ochraceus. Par contre les souches A.
parasiticus, et P. expansum ont été inhibées a partir d’une concentration de 10 pl/ml (v/v) de
I’huile essenticlle de T.polium de I’automne. Une concentration de 20 ul/ml a inhibé les
champignons, P. glabrum, A. carbonarius A. ochraceus, A. alliaceus et F. culmorum.
Cependant, il n’a pas été observé un effet fongicide sur P. expansum, F. graminearum, F.

culmorum et A. ochraceus (> 20 pl/ml).

Les résultats de D’activité antifongique des huiles essenticlles en milieu liquide
montrent bien que F. graminearum et A. carbonarius, sont les champignons les plus résistants
a toutes les essences utilisées dans cette étude. F. culmorum est néanmoins 1’espéce la plus
sensible aux huiles essentielles. L’huile essentielle d’A.campestris a exercé une forte activité
antifongique contre F. culmorum, suivi par celle de la plante A. herba alba, et celle de T.

polium, a des concentrations fongicides respectives de 1.25, 5 et 20 pl/ml (v/v).
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A. parasiticus
Figure 17. CMI (a gauche) et CMF (a droite) d’une huile essentielle testée des plantes

étudiees sur les souches fongiques sélectionnées.

I11. Activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées

Les résultats de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de A.campestris, A.
herba alba et T. polium contre les souches bactériennes testées sont présentés dans le tableau

13, conformément a la lecture des CMI et CMB (fig. 18).
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Lecture de concentration CMI par rapport aux témoins de
croissance.

Lecture de concentration
CML.

Figure 18. Détermination des CMI et CMB.

CMB a partir des tubes de

Tableau 13. Résultats de I’activité antibactérienne (CMI, CMB) sous I’effet des différentes

concentrations (ulI/ml) en huiles essentielles des plantes étudiées. (G : Gueltat Sidi saad, K : Ksar El Hirane, oct :

octobre, dec : décembre).

Parameétres Artemisia herba alba Artemisia campestris Teucrium polium
oct dec G Aflou K Laghouat oct dec
CMI | CMB | CMI | CMB | CMI | CMB | CMI | CMB | CMI | CMB | CMI | CMB
Bacillus subtilis ATCC 6633 10 20 10 20 10 10 5 5 10 >20 10 >20
Staphylococcus aureus ATCC 44300 10 20 10 10 5 10 10 10 10 >20 10 >20
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10231 10 >20 10 >20 5 10 5 10 10 >20 10 >20
Listeriamonocytogenes ATCC 13932 20 >20 10 20 20 >20 5 10 20 >20 20 >20
Escherichia coli ATCC 8739 5 >20 5 10 2.5 10 2.5 10 10 >20 5 >20
Salmonella enterica serovarTyphiATCC14028 5 >20 5 10 20 20 5 20 10 >20 5 >20

* La CMI (concentration minimale inhibitrice) et la CMB (concentration minimale bactéricide) sont déterminées par la
méthode de macro-dilution en milieu liquide et exprimées en pl/ml (v/v).

- Effet de [’huile essentielle d’A. campestris

A la lecture des résultats obtenus, on remarque que I’huile essenticlle (He)
d’A.campestris récoltée des régions de Ksar EIl Hirane (Laghouat) et de Gueltat Sidi Saad
(Aflou) a présenté une bonne activité sur I’ensemble des souches bactériennes testées dont les
CMI varient respectivement de 2.5 a 10 pL/ml, et de 2.5 a 20puL/mL. Les CMI les plus basses
de I’He d’A.campestris récoltée des deux régions ont été obtenues sur les souches E.coli et
Pseudomonas aeruginosa avec des concentrations de 2.5 et 5 pL/ml respectivement. Par
ailleurs, I’activité inhibitrice de I’huile essentielle d’A.campestris de la région de Laghouat
semple plus prononcée sur les autres souches testées que celle de I’huile essentielle de la

méme plante récoltée a Aflou.

A une concentration de 20 pl/ml, ’huile d’A.campestris d’Aflou et de Laghouat a un

effet bactéricide sur S.enterica serovar Typhi; et a la concentration del0 pl/ml, Deffet
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bactéricide est observé sur E.coli, P.aeruginosa, et Staphylococcus aureus. L’effet région se
manifeste avec des CMB respectives de 5 pl/ml (v/v) et de 10 pl/ml contre B.subtilis et une
CMB de 10 pl/ml (v/v) a nulle contre Listeria monocytogenes (> 20 pl/ml), pour I'huile
essentielle de la méme plante récoltée de la région de Laghouat et celle d’Aflou,

respectivement.
- Effet de I’huile essentielle d’A. herba alba

L’huile essentielle d’A.herba alba récoltée aux mois d’octobre et décembre a
manifesté également une activité inhibitrice presque similaire contre les différentes souches
testées. Le seul effet bactéricide de I’huile essentielle de la plante, est constaté pour Bacillus
subtilis a la concentration de 20 pl/ml. Pour les deux périodes. La concentration de 5 pl/ml
(v/v) était suffisante pour inhiber la croissance d’E.coli et celle de Salmonella enterica
serovar Typhi, alors que les bactéries P.aeruginosa, Staphylococcus aureus et B.subtili sont
été inhibées a partir d’une concentration de 10 pl/ml (v/v). Tandis que I’huile essenticlle d’A.
herba alba d’hiver (décembre) exerce une activité antibactérienne plus prononcée sur

L.monocytogenes que I’huile essentielle d’A.herba alba de la saison d’automne (octobre).

Enfin, I’huile essenticlle d’A.herba alba de la saison de automne (octobre) a présenté
la  plus faible activit¢  antibactérienne  contre  Staphylococcus  aureus,
Listeria monocytogenes ,E.coli , Salmonella enterica serovar Typhi. comparée a I’essence
d’A.herba alba de I’hiver (décembre). L’effet bactéricide d’essence d’A.herba alba de I’hiver
est détecté a la concentration de 10ul/ml (v/v) pour Staphylococcus aureus, E.coli, Salmonella
enterica serovar Typhi. et de concentration de 20 pl/ml pour Listeria monocytogenes , alors
que l’huile d’A.herba alba de Pl'automne n’est montrée aucun effet Bacteriecide sur
Pseudomonas aeruginosa , Listeria monocytogenes, E.coli , Salmonella enterica serovar
Typhi. (CMB> 20 ul/ml) et Staphylococcus aureus montre une résistance considérable a
I’égard de cette huile (CMB=10 pl/ml).

- Effet de [’huile essentielle de T. polium

I’huile essentielle de T.polium a présenté la plus faible activité antibactérien contre les
souches bactériennes comparée a I’essence de A.campestris ,A.herba alba, pour tout les
souches n’est montrée aucun effet bacteriocide (CMB> 20 ul/ml). Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa, E.coli, Salmonella enterica serovar Typhi.

ont été inhibées a partir d’'une concentration de 10 pl/ml (v/v). La concentration de (CMB=20
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pl/ml) de I’huile de T.polium de 2 période a un effet bactéricide pour

Listeria monocytogenes.

Salmonella enterica serovar

Listeria monocytogenes
Figure 19. CMI (a gauche) et CMB (a droite) d’une huile essentielle testée des plantes

étudiées sur les souches bactériennes sélectionnées.

IV. Etude de P’effet biocide des huiles essentielles des plantes étudiées sur la bruche du

pois chiche par répulsion

Les résultats du test de répulsion sont consignés dans le tableau 14. Globalement les
huiles se sont montrées tres répulsives a 1’égard des adultes de C. maculatus méme a la plus
faible dose (2ul). Le calcul du pourcentage de répulsion par la méthode de Mc Donald et al

[143] a mis en évidence une répulsivité moyenne globale variant entre 88.8% et 97.2 %.

L’effet répulsif des huiles étudiées, augmente au fur et a mesure que les concentrations de
I’HE augmentent variant entre 74% a la dose de 2 pl et 100% a la dose de 12ul, aprés une

durée d’exposition de 30 minutes.
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Tableau 14. Taux moyens de répulsion des huiles essentielles des plantes étudiées sur les

adultes du bruche du pois chiche (C. maculatus).

: neentration Repulsivite]
H-CQH__H“"--H,,_ m.PE;}-'EIIIIE Tm:mm '_:L“S_f Effet
Plantes studises Cl c2 C3i | C4 C5 %) (%a) répulsive

|A. herba alba 51 (octobre) &4 88 96 | 98 100 93.2
| A. herba alba 52 (décembre) 90 92 92 | 100 100 04.8
[.4. campestris S1 (Aflou) 86 86 | 88 | 100 | 100 52 q 5 Tris
I A. campesiris 52 (Lghouat) 74 80 | 90 | 100 | 100 558 répulsive
| T. palium 51 (octobre) 86 88 100 | 100 100 94.8
| T. polium S (décembre) 86 100 | 100 | 100 100 97.2

Les résultats de I’analyse comparative des moyennes des taux de répulsion des huiles

essentielles des trois plantes est donnée dans les figures 20, 21 et 22.

Les taux moyens de répulsion due aux huiles essentielles d’A. herba alba de la saison

automnale montrent des valeurs similaires aux doses C3, C4 et C5 (groupe a et ab) (6, 8, 12)

pl avoisinant un taux de 100% de répulsion comparativement au témoin non traité. On peut

remarquer que 1’effet répulsif est significativement différent entre les doses C5, C2 et C1 (12,

4 et 2) pl (groupe a, bc et c) (fig. 23). Le groupe (d) correspond a la moyenne du taux de

répulsion obtenu chez les témoins (fig. 20). L’huile essentielle de la plante récoltée pendant

I’hiver a induit un taux de répulsion similaire pour toutes les doses (fig. 23). Le test de Tukey,

classe les cing doses dans un seul groupe homogene (groupe a), le groupe (b) correspond au

témoin (fig. 20).
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Figure 20 : Taux moyens de répulsion de I’huile essentielle d’A. herba alba sur la bruche du

pois chiche C. maculatus. (Test post Hoc de Tukey facteur saison et effet de I’interaction concentration x

saison).

La figure 21 montre la variation du pourcentage de répulsion de I’huile essentielle de la plante

A. campestris selon les doses utilisées et le site de récolte.

L’effet répulsif exprimé en pourcentage, de ’huile essentielle d’A. campestris aux 5
doses testées, a été comparé selon le facteur localité (Aflou Site 1-S1 et Laghouat Site 2-S2)
et selon I’interaction site * concentration. D’aprés le test post Hoc de Tukey, les 5 doses de
I’huile essentielle de la plante d’Aflou sont classées dans trois groupes homogeénes différents
ou le pourcentage de répulsion est supérieur a 80%.Le premier groupe (a) comprend les
moyennes de répulsivité les plus élevées dues aux doses C5 et C4, le second groupe (ab)
caractérise I’effet répulsif aux doses C3 C2 et C1 dans le groupe (b) et le groupe (c)
correspond au témoin (fig. 21). Les effets répulsifs des doses C5 et C4 de I'huile essentielle
de la plante de la région d’Aflou différent significativement de ceux des doses C1 et C2 et du
témoin. De manicre similaire, les doses C5 et C4 de I’huile essentielle de la méme espéce,
mais récoltée a Laghouat (groupe a) ont exercé un effet répulsif significativement différent de
celui de I’He a la dose C3 (groupe b), et celui des doses C1 et C2 dans le groupe (c), en

comparaison avec le témoin non traité (groupe d), (fig. 21).

L’effet de l’interaction dose * site de recolte de A. campestris, est différent et
significatif entre les taux moyens de répulsion des doses C5 et C4 quelque soit le site de
récolte et les taux moyens de répulsion due aux doses C1, C2 et C3 des deux localités Aflou et
Laghouat (fig. 21).
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Figure 21.Taux moyens de répulsion de I’huile essentielle d’A. campestris sur la bruche du

pois chiche C. maculatus. (Test post Hoc de Tukey facteur site et effet de I’interaction concentration x site

de récolte).

La figure 22 présente les effets répulsifs % comparés de I’huile essentielle de la plante T.

polium sur les adultes du bruche du pois chiche.

Les 5 doses de I’huile essentielle de T. polium d’octobre sont classées selon le test de Tukey
dans deux groupes différents des taux de répulsion ou les doses testées C5, C4 et C3 sont
rassemblées dans le groupe (a) et les doses C2 et C1 dans le groupes (b), le groupe (c)

correspond au témoin (fig. 22).

Les mémes doses de I’huile essentielle de la plante récoltée en décembre sont classées d’apres
le test de Tukey dans deux groupes homogenes différents: le groupe (a) correspond aux
moyennes de répulsion aux doses C2, C3, C4 et C5, le groupe (b) correspond au taux de

répulsivité de la concentration C1 et le groupe (c) correspond au témoin (fig. 22).
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Figure 22: Taux moyens de répulsion de I’huile essenticlle de T. polium sur la bruche du pois

chiche C. maculatus. (Test post Hoc de Tukey facteur saison et effet de I’interaction concentration x saison

de récolte).

Le test de comparaison multiples de Tukey a mis en évidence deux groupes homogenes
relatifs a ’effet de I’interaction saison * dose. On distingue les pourcentages de répulsion les
plus élevées dus aux doses C5, C4, C3 de I'huile essentielle de T. polium des deux saisons de
récolte automnale et hivernale ainsi que la dose C2 de la saison hivernale seulement dans le
groupe (a),les plus faibles doses avec des moyennes de taux de répulsion moins élevées dans

le groupe (b), le groupe (c) correspond au témoin,(fig. 22).

V. Etude de I’effet biocide des huiles essentielles des plantes étudiées sur la bruche du

pois chiche par inhalation

D’apres les résultats présentés dans le tableau 15, les taux de mortalité des adultes de
C. maculatus augmentent en fonction des doses des huiles essentielles utilisées (D1 : 40, D2 :
80, D3: 120, D4: 160 et D5: 240) ul/L de volume d’air respectivement. Les taux de
mortalité les plus élevés sont observés avec 1’huile essentielle d’A. herba alba et de T.polium

quelque soit la saison de récolte ainsi que celle d’A. campestris récoltée a Aflou; ou la
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mortalité a atteint 100% aprés une durée d’exposition de 24 heures a la dose (D4) et un taux
de mortalité maximal d’environ 90% obtenu apres 24 heures d’exposition a la dose (D5) de

I’huile essentielle des échantillons de Laghouat.

Tableau 15.Variation des taux de mortalité des adultes de C. maculatus aux 5 doses testées et
DL50/DL90 obtenues.

. Mortalite
entration
moyenne | DL30 DL20
Plantes étudiées D1 D2 D3 D4 D5
(%)
A, herba alba S1 (octobre) 82 84 o8 100 100 92.8 1,30 3.20
A. herba alba 82 (décembre) 80 80 100 100 100 92 132 3,02
A campestris 81 (Aflou) 54 72 26 100 100 844 2,19 429
A campestris 52 (Laghouat) 32 52 58 90 a0 64 4 322 10,78
T. polium S1 (octobre) 72 76 76 Q0 100 84 1,88 5,06
T. polium S2 (décembre) 60 76 100 100 100 872 1.82 3,60

- Effet de I’huile essentielle d’A. herba alba et d’A. campestris

Le test de Tukey a un niveau de confiance de 95 %, classe les 5 doses huiles
essentielles d’A. herba alba des deux saisons de récolte (octobre et décembre), dans deux
groupes homogenes de pourcentages de mortalité différents, les doses D5, D4 et D3 dans le

groupe (a) et les doses D1 et D2 dans le groupe (b), (fig. 23).

L’effet de I’interaction dose * saison de récolte d’A. herba alba, montre une différence
significative entre les taux de mortalité de I’huile de la plante aux doses D5, D4 et D3quelque
soit la saison (groupe a), et les taux de répulsion de I’huile de la plante aux dosesD1-et D2des

deux saisons de récoltedans le groupe (b), (fig. 23).

Les informations de groupement avec la méthode de Tukey et un niveau de confiance de 95
%, classe les 5 doses huiles essentielles de A. campestris S1 dans deux groupes différents : les
doses D5, D3 et D4 dans le groupe (a) et les D2 et D1 dans le groupe (b) (fig 24), alors que
pour les 5 doses huiles essentielles de A. campestris S2,le test de Tukey, classe les cing doses
dans trois groupes différents le groupe (a) correspond les doses D4 et D5, le groupe (ab)

correspond au concentration D3, alors les doses D1 et D2 dans le groupe (b), (fig 24).
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Figure 23: Mortalités% des bruches C. maculatus par inhalation de 1’huile essentielle d” A.

herba alba (effet saison et interaction).

Concernant ’effet de I’interaction dose et la station de récolte de A. campestris, les
groupes homogeénes avec la méthode de Tukey et un niveau de confiance de 95 %, se
distinguent dans quatre groupes différents, (D5-S1/S2), (D4-S1/S2), (D4-S2) et (D3-S1) dans
le groupe (a),les pourcentages de mortalité moyenne des bruches due a la dose (D2-S1) dans

le groupe (ab),les mortalités moyennes (D1-S1) (D2-S2) et (D3-S2) dans le groupe (bc) et le
traitement (D1-S2) dans le groupe (c) (fig. 24).
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Figure 24. Mortalités % des bruches C. maculatus par inhalation de I’huile essentielle d” A.

campestris (effet site de récolte et interaction).

- Effet de ['huile essentielle de T. polium

La figure 25 montre des taux de mortalité dues a I’huile essentielle de T. polium d’automne
trés élevés (a D4 et D5) qui constituent un groupe homogene (groupe a) différent de celui qui
regroupe des taux de mortalité sous ’effet de D1 D2 et D3 (groupe b).De maniere similaire,
I’effet des doses D4 et D5 de I’huile de la plante récoltée en hiver (groupe a) se différencie
nettement des groupes b et c, relatifs a des taux de mortalités significativement moins

importants sous I’effet des doses D1 et D2 de I’huile essentielle de la plante (fig. 25).

Pour le facteur interaction entre dose et la saison de récolte de T.polium, les
informations des groupements homogénes obtenus avec la méthode de Tukey et a un niveau
de confiance de 95 %, classent les moyennes de mortalité (D-S) dans quatre groupes
différents, (D5-S1) (D5-S2) (D4-S1) (D4-S2) (D3-S2) dans le groupe (a),les moyennes de
mortalité (D2-S1) (D2-S2) (D3-S1) dans le groupe (b) celles obtenues pour (D1-S1) dans le
groupe (bc) et celles observées avec la (D1-S2) dans le groupe (c) (fig. 25).
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Figure 25. Mortalités % des bruches C. maculatus par inhalation de I’huile essentielle de T.

- DL50 et DL90

polium (effet saison de récolte et interaction).

Le calcul des DL50 et DL90 des populations de C. macultus montre que les plus faibles

doses sont celles trouvées pour 1’espeéce Artemisia herba alba pour les deux périodes de

récolte (1,30 et 1,32 pl/L air) suivis par celles mises en évidence pour T. polium (1,82 et

1,88 pl/L air) puis celles attribuées a A. campestris D’Aflou et A. campestris de Laghouat

(tab. 15). Ces doses sont tres faibles devant celles que nous avons testées dans cette étude
et qui expliquent la mortalité importante observée.
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Chapitre 4. Discussion

l. Rendement

Les rendements en huiles essentielles des plantes étudiées sont trés variables d’aprés la
littérature. Différents cas se présentent selon la localité, la saison de récolte de la plante et
selon le stade phénologique ainsi que d’autres paramétres tels que 1’état sec ou frais de la

plante et la durée de I’extraction de I’huile.

Le rendement de I’huile essentielle d’A. campestris récolté en juin a Djelfa est de 0.1
%)[89], il peut varier selon Souhila et al, [144] entre 0.37 a 0.41 % tout dépend de la saison
de la récolte (printemps et été),et entre 0.12 & 0.29 % non seulement selon la région de récolte
mais aussi selon I’état de la plante (fraiche ou séche) et la durée de I’extraction [145]. Les
stades phénologiques de la plante (végétatif, floraison, fructification) influe également sur le
rendement de A. campestris, variant entre 0.5 a 1.4% [146]. Le rendement en huile essentielle
de cette espece obtenu par Belhattab et al [147]est similaire a celui obtenu dans le présent
travail, ou il est d’environ 0.66 %.Différents travaux mentionnent des rendements plus faibles
de la plante (0.1 %) a Djelfa [89], de méme qu’a Batna pendant la floraison [148], et des
rendements de 0.4 % au Maroc et en Tunisie [84, 149, 150] pendant la floraison également.
D’autres rendements de la méme huile sont par contre plus élevés que ceux que nous avons

obtenu :1% en Algérie [151], 1.7% au Maroc [152] et de I'ordre de 2.6% en Tunisie [153].

Les rendements en huiles essentielles varient également pour A. herba alba selon les
mémes facteurs influents que pour A. campestris. On retrouve des valeurs comprises entre
0.84 et 2.03 % et des rendements de I’huile de la plante de 0.2, 1.19, 0,6 et 0,74 % dans
différents régions au Maroc selon la saison de récolte (mars, juin, septembre et décembre)
dans une méme région [154, 155]. Les travaux de Belhattab, et ses collaborateurs, [157]
montrent par ailleurs une variation du rendement en huile essentielle de la plante de 0.16 a
0.94 % selon la localité en Algérie et la période de récolte (juillet octobre et novembre)
[156].Comme pour A. campestris, les rendements en huile essentielle d’A. herba alba se
différent selon 1’organe de la plante (tige, feuilles, racine), et selon la technique d’extraction

pour un méme échantillon [158].

Le rendement en huile essentielle de la Lamiacée étudiée T. polium récoltée d’une part
en octobre (0.2 %) est similaire a celui obtenu par différents auteurs [119, 159, 160] qui ont
enregistré des rendements variant entre 0.21, et 0.29, 0.27% respectivement. D’autre part, la
valeur du rendement en huile essentielle de la méme plante récoltée au mois de décembre de

0.42 %est presque identique a celle de travaux de Sayyad et al.[160], qui ont enregistré un
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rendement de 0.45%. En Serbie et en Bulgarie, ainsi que dans la région de Sétif, les teneurs en
huile essentielle de T. polium étaient supérieures de l'ordre de 0.08%, 0.14% et 0.11%
respectivement [118, 162]. Par ailleurs, quelque soit la période de récolte a Aflou, le
rendement en huile obtenu de la plante de 1.2 %reste inférieur en comparaison avec celui
d’autres échantillons des fruits [163]et la partie aérienne de la méme espece récoltée au
printemps (pendant la floraison) dans la région de Tessala et Ain Mlila avec des valeurs de
rendements de 1,66% et 1,7 % respectivement [122, 164].

Les travaux de Lianopoulou, et al.,[165] ont rapporté que les feuilles de T. polium en
hiver présentent une série de traits morphologiques et anatomiques qui sont absents dans les
feuilles en période estivale, ce qui peut expliquer la production plus élevée d'huile essentielle
en hiver comme l'une des stratégies défensives contre le stress dd a de basses températures.
Ainsi, McCaskill et al.,[166]ont indiqué que le rendement élevé en huile essentielle dans les
feuilles correspond a un nombre plus élevé de poils glandulaires, car ces derniers sont
responsables de la biosynthése de produits naturels tels que I’huile essentielle, les esters de
saccharose et les composés phénoliques. Les feuilles de T. polium en hiver ont un taux de
photosynthése plus élevé que celui des feuilles de la plante en été. De plus, les cellules du
mésophylle sont denses avec des chloroplastes plus grands et plus nombreux, ce qui refléete
une plus grande zone d'absorption de CO2 et induit par conséquent une augmentation du taux
de photosynthése. De ce fait, les cellules produisent de plus grandes quantités de carbone
photosynthétique qui sont investies dans la biosynthése des métabolites secondaires
nécessaires a la protection contre le stress aux basses températures [165]. La diminution du
rendement en huile essentielle du stade végétatif a la floraison a éte expliquée par I'adaptation
de T. polium aux variations climatiques. Ainsi, les métabolites de la voie des terpénoides

(monoterpénes, sesquiterpénes) sont impliqués dans 1’écophysiologie de la plante [167].
1. Composition phytochimique

Le concept de chémotype explique la grande variabilité quantitative et qualitative de la
composition en huiles essentielles des plantes aromatiques, ce qui confirme la divergence des
résultats rapportés pour une plante donnée [115,164]. L'identification des chémotypes est

basée sur les composés prédominants [168].

Dans la présente étude, il y a lieu de signaler la variabilité des chémotypes des huiles
essentielles des espéces de plantes spontanées étudiées tant en nombre de composés

majoritaires qu’en leur teneurs respectives. D’aprés nos résultats chez A. campestris, I’o-
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Pinene (10.09% et 13.39 %) et B-Pinene (23.75% et 21.52%) sont les terpenes représentés
parles pourcentages les plus élevés. Pour d’autres auteurs, d’autres composés majoritaires
différents de ceux de nos résultats, ont été également identifiés en Algérie comme le
germacrene D (10.34%), capllin (12.03% et 46.93%),le Sabinene (17%) et B-Myrcene (4.12 et
17.34%), [169, 170, 171]. Pour certains composés majoritaires caractérisés dans notre étude,
Ghanai, et al.,(2018) [172] ont mentionné d’autres teneurs pour le B-Pinene (28.94%),0-
cymene (13.35%), a-Pinene (8.83%) et Limonene (8.51%).

L’analyse par CPG-MS de I’huile essentielle de la méme plante de la région de
Boussaada, a permis d'identifier d’autres constituants qui sont le Terpenyl acetate (18.8%), le
Camphor (9.2%),Camphene (7.7%) et Borneol (5.2%) avec d’autres composés mineurs
identifiés comme le Terpinen-4-ol (2.2%),a-Terpineol (3.6%) et Bornyl acetate(2.7%), [147].
La variation du chemotype de cette plante recoltée en période estivale a Boussaada, est
caractérisee par la présence de 1’a-Pinene (39.71%), le a-Eudesmol (10.94%), o-Cymene
(10.2%),Santolinatriene (7.36%), (-)-Spathulenol(6.98%) et cis-Lanceol (3.69%), [144].Le
profil phytochimique de I’huile essentielle de la méme espece récoltée en période hivernale
était constitué par o-Pinene (29.55%),t-Terpinen(9.54%),Santolinatriene  (9.26%),a-
Muurolene(8.64%), 0-Cymene(8.38%) (-)-Spathulenol(5.94%), (-)-1soledene(4.1%), 3-Carene
(3.93%), cis-Lanceol (2.65%) a-Eudesmol (3.31%).Les mémes auteurs[144] ont trouvé
cependant, en saison printaniere d’autres composés et d’autres teneurs dans I’huile essentielle
différents que ceux de certains composés caractérisés en saison hivernale comme pourt-
Muurolene (37.12%),a-Pinene(23.95%), 3-Carene (8.8%),Santolinatriene(8.55%),t-Terpinen
(4%),t-Gurjunene(3.23%) et Farnesene(2.61%).

Des recherches réalisées sur la composition phytochimique de I’huile essentielle
d’A.campestris en Tunisie ont montré que le germacrene D, 8 -Pinene et B -eudesmol ont été
les principaux éléments trouvés[82, 173]. D’autres recherches réalisées au Maroc [84, 149],

indiquent des composes plus dominants dont le spathulenol et R-eudesmol

Concernant la seconde espece d’Artemisia étudiée, différents constituants de I’huile
essentielle de la plante ont été caractérisés. Dans la région de Djelfa au mois d’avril, I'analyse
de I'huile essentielle d’A. herba alba par CPG-MS a montré la présence du Camphre
(37.5%),Chrysanthenone (10.38%), 1,8-cineole (8.6%),a-thujone (7.03%),Camphene (6%)et
d’autres composés mineurs comme le Borneol (3.53%), Bornylacetate (2.52%) et a-pinene

(1.16%)[174]. De maniére similaire, la méme espéce provenant de la région de Batna a été
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généralement caractérisée par le Camphor (50.47%),a-Thujone (12.71%) b-Thujone (9.97%),
Chrysanthenone (8.19%),Eucalyptol (8.19%),Camphene (2.42%) et Pinocarvone (2.32%)
[175]. D’autres teneurs et constituants chimiques de I’huile essentielle de cette plante ont été
caracterisés chez A. herba alba de la région de Souk Ahrass en octobre. Il s’agit de composés
majoritaires comme le Camphor (50.47%), a-Thujone (12.71%), b-Thujone (9.97%),
Chrysanthenone (8.19%), Eucalyptol (8.19%) avec la présence d’autres composés mineurs
comme le Camphene (2.42%) et Pinocarvone (2.32%) [176]. Dans les travaux de Dob et
Benabdelkader, [177], il est signalé d’autres chemotypes d’A. herb alba de la région de Msila
tels le camphor (19.4%), trans-pinocarveol (16.9%), chrysanthenone (15.8%), B-thujone
(15%), y-terpinene (2.8%),ethyl (E)-cinnamatede (2.8%), terpinen-4-ol (2.7%) et a-ylangene
(2.6%).

Au Maroc (Région d’Imouzzer Marmoucha), 1’huile essentielle de la partie aérienne
d’A.herba alba est caractérisee par la présence d’autres composéS principaux comme
Artemisia alcohol et Trans-pinene hydrate[154, 155]. Des travaux effectués en Jordanie ont
montré que les monoterpenes réguliers sont des composés prédominants (39,3%), dont le o et
B thujones (27,7%), I’acétate de sabinyl (5,4%), germacene D (4,6%), a-Eudesmol (4,2%) et
le carophyllene acétate (5,7%),[178]. Celle provenant du Tunisie a été generalement
caractérisee par des substances cétoniques élevées comme 1’ o et B thujone[179], ainsi quel
Camphor (39.1%) et la Chrysanthenone (15%), [180].

Pour T.polium, plusieurs travaux confirment le polymorphisme chimique de I’huile
essentielle de cette plante récoltée de différentes régions et saisons. D’aprés Maizi, et
al.,[167],I’huile essentielle de la partie végétative de T. polium de la région de Mascara
présente un chémotype de type Limonene (29.87%),Spathulenol (17.24%), Camphor (8.2%),
Pinocarvone (7.76%), Pineneoxide (4.78%) et tau.-Cadinol (4.22%). Par contre, I’huile
essentielle de T. polium d’Oman est constituée majoritairement du Ledeneoxide (II)
(20.47%),B-Eudesmol(11.59%), Linalylacetate (11.16%) et 1’a-trans-Bergamatene(6.81%)
[181]. L’huile essentielle de la méme plante d’Iran est prédominée par le 8 Piperitenoneoxide
(21.72%), o-pinene(11.33%), Carvone(11.29%), Spathulenol(6.23%), B-pinene (5.77%),
Limonene(5.03%), Myrcene(4.34%) et B-eudesmol(4.28%),[182].

Les travaux de Lianopoulou, et al.,[165]signalent une diversification chimique par
rapport a la saison de récolte de cette espece. En hiver, I’huile essentielle de cette derniére est

majoritairement constituée de Germacrene D (19.5%), Linalool(7.8%), Terpinen-4-ol (6.1%),

Page 79



Chapitre 4. Discussion

a-Ylangene (5%), B-Bourbonene(4.6%), delta-Cadinene(4.1%), et letrans-Pinocarveol(3.9%).
Par contre en éte, les composés majoritaires comprennent le Germacrene D (8.7%), B-Pinene
(8.2%), Terpinen-4-ol (5.3%), p-Cymene(4.5%), 1,8-Cineole (4.4%),Spathulenol(4.1%) eta-
Pinene(3.9%).

La diversification chimique de I’huile essentielle de T. polium dépend par ailleurs du
stade phénologique de la plante et de son origine. On retrouve principalement le Germacrene
D (25.0%), B-Pinene(11.3%),Bicyclogermacrene(10.4%), Spathulenol(5.8%) et le Limonene
(4%) dans I’huile de la plante récoltée a Bouira [159]. La méme plante récoltée a Tlemcen,
présente une huile essentielle composée essentiellement de Germacrene D (25.81%),
Bicyclogermacrene (13%), B-pinene (11.69%), Carvacrol(8.93%), Spathulenol(6.53%),6-
cadinene (4.31%),a-pinene (3.96%) et Citronnelle(3.64%) [119]. Dans la région de Sétif,
I’huile essentielle de la partie aérienne de T. polium est caractérisee par des composés
majoritaires dont le B-pinene (30.61%),carvacrol(13.09%),a-pinene(10.40%),le Germacrene
D (9.30%), la nopinone (6.20%), le myrtenal(5.76%)et le limonene (3.04%), [162].

La différence de composition et de rendement des huiles essentielles des plantes
étudiees résulte probablement de I’effet de diverses conditions environnementales telles le
type de sol, la disponibilité des eaux souterraines, la tempeérature, la durée d'ensoleillement le
génotype, l'origine géographique, la période de récolte [18, 183,184,185] ainsi que la
disponibilité des nutriments qui connus pour affecter la présence et/ou les concentrations des
principes actifs, dont les huiles volatiles de diverses herbes médicinales. Le site
d'échantillonnage et le moment de la collecte du matériel végétal sont des facteurs
supplémentaires qui peuvent influencer la composition phytochimique des huiles essentielles,
[160].

Les différences et variabilité des résultats en ces composés peuvent étre attribuées a la
diversité des parametres morphologiques (largeur et longueur des feuilles, ainsi que la hauteur
de la plante), physiologiques (stade phénologique de la plante) et génétiques tels que
I'écotype, le chemotype, et la sous-espece récoltée [186].Les différences de rendement et de
composition en huile essentielle entre les plantes sont interprétées comme étant liées a des
facteurs de stress environnementaux [187] induisant la production de composeés bioactifs qui
interviennent dans des voies de biosynthese terpéniques spécifiques [188]. Dans des
conditions de stress, l'activité des enzymes biosynthétiques terpéniques augmente [189] ainsi

que le taux de photosynthese et de production de glucides [167]. Sur ce point, il est considéré
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qu’un rendement et une composition plus élevés en huile essentielle sous stress peuvent étre
dus au fait que le carbone photosynthétique est affecté a la biosynthese des terpénes plutot

qu'a la croissance, [165].

Les facteurs de gestion comme la méthode et la durée du séchage, la méthode
d'extraction et la détection par CPG et/ou CG-MS ont un effet sur la composition en
constituants des huiles essentielles pouvant affecter difféeremment la diversité phyto-chimique
des plantes médicinales et aromatiques,[190].

Les résultats rapportés dans ce travail en comparaison avec ceux de travaux publiés
cités précédemment, ont montré une grande variabilit¢ dans la composition des huiles
essentielles des échantillons des plantes étudiées, prélevés dans des environnements
différents, non seulement en relation avec les teneurs et nombre de composants majeurs, mais

aussi en relation avec la représentation des groupes de terpénes.
Il Activité antifongique

La détermination des CMF et CMB des huiles essentielles testées sur les souches
fongiques et bactériennes a travers I’inoculation sur un milieu solide confirme les résultats des

CMI obtenus en milieu liquide.

Le mécanisme d’action des huiles essentielles contre les micro-organismes, n’est pas
totalement élucidé, mais quelques auteurs ont donné plusieurs suppositions selon leurs
observations [191].La diminution de la croissance des microorganismes pourrait s’expliquer
par la présence dans ces huiles, de composeés terpéniques ayant une activité antimicrobienne.
L'activité antifongique des terpenes, est directement liée a l'incorporation de ces composés
dans les membranes cellulaires. Ainsi, les différences de composition lipidique des différentes
membranes pathogenes peuvent étre le facteur déterminant de I'activité de ces molécules,[192,
193].

Plusieurs études ont démontré 1’activité des huiles essentielles d’A herba-alba de
Tunisie, contre différentes souches fongiques. Zouari et al.,[194]Jont mentionné des diametres
d’inhibition du développement de Fusariumsp, Fusarium solani, et Aspergillus oxysporum de
27.0£1.6mm, 27.742.5 mm et 51.0£5.0mm respectivement, a une concentration de 10
pl/disque. Kolai et al.,[195] ont également constaté cette activité anti fongique efficace a une
dose de 200ul/ml contre Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. Les souches de

Fusarium sp (isolats de la couronne moyenne des palmiers infectés et isolats de la rhizosphére
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de ces palmiers) des régions d’Adrar, Ghardaia et Bechar, ont manifesté une sensibilité aux
concentrations de I’huile essenticlle d’A. herba alba. La croissance de ces isolats est inhibée a
partir d’une concentration minimale de 2.5ul/ml tandis que la doses de 80uL/ml de I’huile
essentielle de cette plante a induit un effet fongicide contre tous les isolats de Fusarium sp,
[196].

Additionnellement, I’huile essentielle de la plante récoltée dans cinq régions de I'est du Maroc
a montré d’aprés Btisam et al,[154, 155], une efficacité contre les moisissures Aspergillus

niger, Penicillium digitatumet P. expansum.

Peu d'études ont abordé l'effet antifongique des huiles essentielles d’Artemisia
campestris contre des espéces fongiques phytopathogenes. Dans une étude de Houicher et
al.,[169], les doses de 1.25 a 20 pL/ml des huiles essentielles de cette plante se sont avérées
fongicides contre 10 especes phytopathogénes et de post-récolte. La valeur de la CMI de I'He
d'A. campestris contre la croissance de Fusarium graminearum F5883 est similaire a celle
rapportée par Houicher et al.,[169] et El Houiti et al., [197]avec une valeur de 1,25 pl/ml
contre les souches INRA 349 et MUCL 53452 de cette espece fongique. Erel et al.,[198]ont
signalé que l'huile essentielle de l'inflorescence d'A.campestris présentait une activité

antifongique contre Candida albicans (ATTC10239) avec une zone inhibition de 18 mm.

Dans la littérature, a notre opinion seules deux études [119, 199] ont étudié I'effet
antifongique de I'huile essentielle de T.polium sur des espéces fongiques phytopathogénes
(Aspergillus flavus et Fusarium oxysporum).Les travaux de Belmekki, et al.,[119]ont
mentionné des résultats similaires a ceux que nous avons obtenu dans cette étude a savoir une
CMI égale a 10ul/ml. Touaibia,[199] a mis en évidence une activité antifongique de I’huile
essentielle de cette plante a une CMI de 15ul contre Aspergillus flavus avec une zone
d’inhibition de 23mm. Néanmoins, les travaux de Saleh, et al.,[200]signalent que la méme
huile a un volume de 10ul/disque, ne présente aucun effet antifongique contre Aspergillus

niger, Fusarium solani et Candida albicans.

Trés peu d’études ont examiné 1’activité antifongique (effet fongistatique) de I'huile
essentielle de T.polium contre différentes maladies fongiques mais aucun rapport n'existe sur

leur effet fongicide.

Des degrés variables d'activités antimicrobiennes contre différentes especes de

champignons de maladies cliniques ont été cependant trouvés sur Candida krusei, Candida
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albicans, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Trichophyton rubrum, T.
soudanense, Aspergillus fumigatus et Scopulariopsis brevicaulis [121, 160, 199, 201]

La différence de concentration minimale inhibitrice (CMI) de T. polium (Tp) sur les
souches fongiques peut étre due a une différence de la composition chimique de I’huile
essentielle. Nous avons montré que I’huile de Tp d’hiver est riche en certains composés qui
sont absents dans huile essentielle de Tp d’autonme comme le camphre et I'eucalyptol, le
camphene, berneol, l'a-terpinéol et le terpéne-4-alcool. La présence d'une teneur élevée en
monoterpénes oxygénés (thuyones, camphre et 1,8-cinéole) dans I'huile essentielle d'A.herba
alba recoltée en hiver est a l'origine de son activité prononcée contre Staphylococcus aureus
par rapport a celle des échantillons récoltés en automne,[202].

L’effet antifongique des huiles essentielles est dii essentiellement a la nature de leurs
composes majeurs mais en partie a la nature de leurs composés mineurs. Des phénomeénes de
synergie ou d’antagonisme entre les différents constituants peuvent étre a ’origine d’une
activité beaucoup plus prononcée que celle previsible par les composés majoritaires,[203].
Ourain et al.,[204] ont montré qu’en raison de la complexité de la composition chimique des
huiles essentielles, il est difficile de donner une idee précise sur le mode d’action. Donc,
chacun des constituants d’une huile essentielle a son propre mécanisme. Plusieurs auteurs,
notamment Sharma et Tripathi[205], Mares et al.,[206] ont constaté que les huiles essentielles
peuvent causer des changements morphologiques qui se caractérisent par I’insuffisance de
sporulation du champignon, la perte de pigmentation, le développement anormal des

conidiophores et la déformation des hyphes.

Cependant, il est possible que dautres molécules mineures modulent l'activité des
principaux composants [207]L'activité biologique et la valeur médicinale des plantes sont
généralement dues a leurs profils phytochimiques, dont la composition est totalement
dépendante de facteurs géographiques et environnementaux,[207]. Cela indique donc le role

important joué par les composants mineurs.

Certain travaux s’orientent principalement sur 1’étude du mode d’action de quelques
composés et leur effet antifongique, comme pour l'a-pinene, (+)-p-pinene et le limonéne.
L’étude de Nobrega [208] a démontré un bon potentiel antifongique de I'a-pinene contre
Candida spp.isolé de l'automycose, avec la capacité de réduire la formation de blastoconidies

et de pseudohyphes. Le B-pinéne est un composé naturel a activité antifongique etle (+)-p-
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pinéne présente une activité anti-biofilm contre de multiples especes de Candida[209,
210].Dans les travaux de Chee et al.,[211], il a été démontré que le limonene exerce un
puissant effet antifongique contre Trichophyton. Rubrum et ayant été caractérisé comme un
effet fongicide. Le carvacrol par ailleurs, exerce une action antimicrobienne par des lésions
membranaires, une fuite du contenu cytoplasmique et une déplétion en ergostérol [212].

Le camphor et l'eucalyptol sont des constituants végétaux terpénoides bioactifs et leurs
propriétés antifongiques ont déja été explorées Ivanov et al.,[213], ont examiné la capacité de
ces composés a inhiber la croissance de différentes espéces de Candida en suspension et en
biofilm, en bloquant la transition hyphale. Le camphor a montré une excellente activité
antifongique avec une concentration minimale inhibitrice de 0,125 a 0,35 mg/mL, ce qui
explique son potentiel a réduire I'établissement de biofilms et la formation d'hyphes en tant
que traits de virulence fongique [213], tandis que l'eucalyptol était actif dans un intervalle de
CMI de 2 a 23 mg/mL.

Le Camphene a été testé dans etude de Thakre, et al.,[214]ou il est démontré
que ce composé a inhibé de maniére significative la morphogenese et la formation de biofilm.
Wang et Liu, [215] indiquent par ailleurs I’effet antifongique du berneol. Aussi, le traitement
a l'a-terpinéol inhibe la croissance de P. digitatum avec une CMI de 8ul par ml d’aprés Jing,
et al.,[216]. Ces auteurs émettent I’hypothése que 1'a-terpinéol pourrait affecter la synthese de
la paroi cellulaire du champignon et affecter la morphogenese fongique, l'intégrité de la
membrane et la fuite des composants intracellulaires. L’effet inhibiteur de I'a—terpinéol a été
également signalé sur A. ochraceus dont il empéche complétement la croissance et élimine
I'incidence de la maladie, tandis que le terpéene-4-alcool réduit significativement I'incidence de

la pourriture [217].

D’autres études s’orientent principalement sur I’étude du mode d’action de différents
groupes de terpenes (monoterpenes hydrocarbonés, monoterpenes oxygénés, sesquiterpenes
hydrocarbonés et les sesquiterpenes oxygénés) et leur effet antifongique. Dans I'ensemble, ces
études suggérent d’une part que les monoterpénes hydrocarbonés et oxygénés présents dans

les huiles essentielles peuvent avoir des propriétés antifongiques.

L'huile essentielle de Cymbopogon citratus par exemple, s'est révélée riche en
monoterpenes oxygénés et a montré une activité antifongique contre des moisissures isolées

de poissons fumés et séchés,[218].
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D’autre part, les huiles essentielles contenant des hydrocarbures sesquiterpéniques ont
un fort pouvoir inhibiteur contre les espéces fongiques testées [219]. Les sesquiterpenes
0Xygénés comme ceux ayant été isolés d’Asteriscus graveolens subsp. odorus et Salvia
officinalis sont une classe de composés organiques dont l'activité antifongique a été aussi
démontrée [220, 221, 222, 223, 224], ce qui en fait une source potentielle d'agents
antifongiques [221].Toutefois, une étude a montré que les sesquiterpénes oxygénes pourraient
ne pas jouer un rOle important en tant qu'antifongique puissant pour les souches de
Saccharomyces et de Candida [225].

Un autre paramétre important déterminant 1’activité antifongique de 1’huile essentielle
est le type de microorganismes ciblé en relation avec son degré de sensibilité. Les résultats
rapportés dans cette étude ont montré que les différentes souches fongiques testées n’ont pas
une sensibilité similaire vis a vis des huiles essentielles des plantes étudiées. L’activité
antifongique des huiles essentielles d’Artemisa campestris, Artemisia herba alba et de
Teucrium polium a été remarquable sur certaines souches alors que d’autres ont manifesté une
résistance a ces derniéres ou pas de réponse (absence d’effet). Ainsi, certains champignons
sont plus résistants vis-a-vis de 1’huile essentielle de T.polium par rapport a d’autres. De
méme, les huiles essentielles étudiées sont presenté des effets différents sur les souches. Elles
sont fongistatiques pour certaines et révelent a la fois une activité fongistatique et fongicide
pour d’autres méme si ces souches appartiennent aux mémes genres (par exemple une activité
a la fois fongicide et fongistatique sur les Aspergillus flavus, Penicillium glabrum et une

activité fongistatique de I’huile essentielle sur toutes les souches testées dans cette étude).

Magan et Olsen [226] ont montré 1’existence de cette différence de sensibilité a ’huile
entre différentes espéces appartenant aux mémes genres et entre les diverses structures
fongiques du méme genre: spores, sclérotites et fragments mycéliens. Sachant que cette
activité n’est pas générale pour tous les types des moisissures, certains d’entre elles peuvent
méme consommer les terpénes en tant que source de carbone, les dégrader ou les transformer,
ce qui peut expliquer I'inefficacité de certaines de ces molécules vis-a-vis de certains

microorganismes,[227].
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V. Activité antibactérienne

D’aprés cette étude, les souches bactériennes testées Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, E.coli, Salmonella enterica serovar Typhi ont été inhibées

a partir d'une concentration de 10 pl/ml (v/v).
- Effet de ['huile essentielle de T. polium

Une CMB de 20 pl/ml de I'huile essentielle de T.polium des deux périodes de récolte a

un effet bactéricide sur Listeria monocytogenes.

Nos résultats de I’effet inhibiteur de 1’He de T. polium ont révélé des CMI plus
importantes que celles enregistrées par d’autres auteurs. Purnavab, et al.,[228]ont trouvé des
CMI variant entre 12.5 et 25ulL/disque et des CMB avec des valeurs supérieures a
25ul/disque contre quelque souches bactériennes. Les travaux de Oroojalian, et
al.,[229]signalent des CMI de 0.24 mg/ml contre S. aureus, E. coli O157:H7 et Ps.
Aeruginosa. E.coli (250ul/ml) Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa (125ul/ml)
CMI [164.Raei et al.,[230] mentionnent des CMI et des CMB de 0.62 mg/misur la souche K.
pneumoniae ATCC 10031.Lograda, et al.,[121] trouvent une différence de [P’activité
bactériostatique a une CMI del0 uL/disque selon trois origines différentes de la plante, avec
des diametres de zones d’inhibition qui varient de de 14 mm a 33.5 mm contre Escherichia
coli ATCC 25922 et d’autres diamétres de zones d’inhibition de 7mm et 17 mm contre
Staphylococcus aureus ATCC 6538. Khadhri, et al.,[231]signalent des CMI de 8.3 pg/mL et
des CMB de 16.6 pg/ mL sur E. coli ATCC 8739, P. aeruginosa ATCC 27853 et S. aureus
ATCC 29213.

D’apres Touaibia, et al.,[199], I’He de T.polium a une activité bactériostatique avec
une CMI de 15ul/ml contre Bacillus subtilis ATCC 7033, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli ATCC 25922 avec des zones d’inhibition respectives de 25 mm, 17mm et 16mm.
Cependant, Saleh, et al.,[200]montrent que la concentration de 10 pL/disque est suffisante
pour inhiber la croissance des souche bactériennes B. subtilis ATCC6633,S. aureus
ATCC29213 et E. coli ATCC25922.

- Effet de 'huile essentielle d’A. campestris

L'activité antibactérienne prononcée de I'huile essentielle d'A.campestris dans la

présente étude contre E.coli et S. aureus a €té rapportée par d'autres auteurs [153]. Akrout et
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al.,[153]ont rapporté que I'huile essentielle de la plante originaire de Tunisie a montré un fort
effet sur E. coli et une activité antibactérienne modérée contre S. aureus. D’autres travaux
signalent des activités antimicrobiennes trés différentes de celles de nos échantillons contre
E.coli et S. aureus,[152, 172, 198, 232].

L'activité antimicrobienne de I'He isolée des graines de I'A. campestris d’origine
marocaine a été evaluée contre six souches bactériennes : E.coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus antharcis et Brevundimona
svesicularis [232]. L'essai antibactérien a révélé que I'He isolée des graines d'A. campestris
avait une faible activité inhibitrice contre P. aeruginosa en dessous d'un volume de 10 ml
d'He. De méme, E. coli a montré une résistance a I'égard de I'He, les effets microbiocides
augmentant en fonction de la concentration. L'efficacité majeure a été obtenue contre S.
aureus presentant la zone d'inhibition la plus élevée allant de 34 mm a 73 mm, jusqu'a une

inhibition totale lorsque le volume de I'He utilisé atteignait 15 nLL[232].

Leactivité antibactérienne d‘huiles essentielles d’4. herba alba  extraites par
hydrodistillation de la partie aérienne, est évaluée sur des bactéries a Gram positif et a Gram
négatif (E. coli ATCC 25922 E. coli cliniquePs. aeruginosa ATCC 27853 Ps. Pyocyanique
Enterobacter cloacae, St. aureus clinique ,St. aureus ATCC 29213 et Enterococcus faecium.
Les résultats ont montré que I’huiles essentielles examinées ont une importante activité
antimicrobienne vis- a -vis des souches testées avec MIC (1.25, 2.5, >20, >20 et 1.25, 2.5,
2.5 et 5)uL/mL respectivement [233].

- Effet de I’huile essentielle d’A. herba alba

L’huile essentielle d’A. herba alba a une activité anti bactérienne variable sur les six
souches bactériennes: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Bacillus cereus (ATCC, 11778),
Enterococcus faecalis (ATCC, 29212) et Salmonella typhimurium (NRRLB, 4420), avec des
zones d'inhibition comprises entre 8 mm et 23 mm, [194],la plus sensible des especes

bactériennes testées étant Bacillus cereus.

L'huile essentielle d’A. herba alba de Djelfa, a montré un effet antibactérien avec des
concentrations minimales inhibitrices de 0.84, 21, 0.84 et 0.1 (mg/ml) contre Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ATCC12228, et Staphylococcus

aureus respectivement [174]. D’apres Goudjil et al.,[265], I’He de I’A. herba alba de Djelfa a
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une activité bactériostatique a des CMI de 0.83, 0.25, 0.12, 0.71, 0.2 et 0.16 mg/mL contre les
souches bactériennes respectives Escherichia coli, Salmonella enterica, Klebsiella

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Leisteria monocytogenes et Staphyloccoussp.

La différence entre nos présents resultats et la littérature peut s'expliquer par la
différence dans la quantité et la qualité des molécules bioactives présentes dans les He de
différentes plantes étudiées et par le type de souches bactériennes utilisées ainsi que les
concentrations d'huile essentielle utilisé. Cependant, Rowayshed, et al.,[234] ont signalé que
les souches les plus sensibles sont Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli (CMI de 2
mg/ml) par rapport aux bactéries Bacillus subtilis (CMIde 20 mg/ml),Listeria monocytogenes
(10 mg/ml) Staphylococcus aureus (5 mg/ml). La résistance de Staphylococcus aureus
ATCC6538 et E. coli Q157:H7 et la sensibilité prononcée de P. aeruginosaaux huiles
essentielles ont également éte rapportées par Rowayshed, et al.,[234]. Par contre, Boukhebti,
et al.,[162]ont signalé que P.aeruginosa est plus résistante que les souches S. aureus, E.
coliO157:H7,tandis que Belmekki, et al.,[119]montrent que S. aureus ATCC 25923 est plus
sensible que E. coli ATCC 25922 a des CMI de 3ul/ml et 4ul/ml respectivement. La
résistance de P.aerogunosa et la sensibilite prononcée d'E.coli et de S. aureus aux huiles

essentielles ont également éte rapportees dans la littérature [235].

En raison de leur hydrophobie, les huiles essentielles et leurs composants peuvent
désintégrer les lipides des membranes cellulaires. Cela rend les membranes des cellules et des
mitochondries plus permeables. En conséquence, des fuites d'ions et du contenu des cellules

peuvent se produire [236].

L'observation d'un effet antimicrobien contre les micro-organismes nous montre que
les plantes contenant des huiles entériques peuvent étre utilisées a des fins de traitement et
peuvent étre une alternative aux antibiotiques de synthése [237]. La corrélation entre l'activité
antimicrobienne des He et leur composition chimique suggere que l'activité des He pourrait
étre attribuée a la présence de fortes concentrations des principaux composés [238].
Cependant, de nombreux rapports ont suggéré que l'action synergique ou antagoniste des
composants majeurs et mineurs des He doivent étre prises en considération pour expliquer
leurs propriétés antimicrobiennes [239, 240].Les composants ayant le plus large spectre
d'activité sont le carvacrol, l'a-terpinéol, le terpinen-4-ol, le (x)-linalool, (-)-thujone, B-pinéne,
R(+)-limonéne, a-pinéne, a- terpinéne, bornéol, (+)-sabinéne, y-terpinéne, terpinoléne, 1,8-

cinéole myrcéne, B-caryophylléne, a-humuléne, 3-ocimene et p-cyméne,[202] , [241].
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Cette différence d’activité antibactérienne pourrait étre attribuée a la différence de la
teneur des groupes terpéniques tels que les monoterpénes hydrocarbonés, monoterpenes
oxygénés, sesquiterpenes hydrocarbonés et les sesquiterpenes oxygenes. Les monoterpenes
oxygénés sont des composés présents dans les huiles essentielles qui ont été étudiés pour leurs
propriétés antimicrobiennes [242, 243, 244]. Les activites antibactériennes de 21
monoterpénes oxygénés, dont le bornéol, le camphre, le citronellal et le linalol, ont été testées
contre 63 souches bactériennes a l'aide d'une méthode de diffusion sur disque. Les résultats
ont montré que les monoterpénes oxygénés présentaient un degré variable d'activités
antibactériennes, le nérol, le linalol, I'alpha-terpinéol, le fenchol et le terpinen-4-ol présentant
une activité a large spectre [243]. Une autre étude a montré que les monoterpenes oxygénés
citral et carvacrol provoquaient des dommages oxydatifs chez Escherichia coli sans impliquer
le cycle de I'acide tricarboxylique et la reaction de Fenton [242].

Les sesquiterpénes hydrocarbonés sont présents dans les huiles essentielles de diverses
plantes, et certaines études ont porte sur leur activité antimicrobienne. Une étude sur I'huile
essentielle de Teucrium polium L. a révélé que les Sesquiterpénes hydrocarbonés
représentaient 34,44 % de I'huile et que celle-ci présentait une activité antimicrobienne [164].
L'huile essentielle d'Artemisia annua L. contient des sesquiterpénes hydrocarbonés, parmi

d'autres composés, et présente une activité antimicrobienne [245].

Dans l'ensemble, ces études suggerent que les sesquiterpenes hydrocarbonés peuvent
contribuer a [lactivité antimicrobienne de certaines huiles essentielles. Toutefois, il est
important de noter que l'activité spécifique et le mécanisme d'action peuvent varier en

fonction de I'espece végeétale et d'autres facteurs.

Les sesquiterpenes oxygenés sont un type de sesquiterpéne que l'on trouve dans
diverses huiles essentielles et qui ont été étudies pour leur activité antimicrobienne [246, 247].
Par exemple, une étude sur les huiles essentielles de Croton adipatus, Croton thurifer et
Croton collinus a montré que les sesquiterpénes oxygénés étaient présents dans les huiles et
présentaient une activité antimicrobienne [246]. Une autre étude sur les huiles essentielles de
Kielmeyera coriacea Mart. &Zucc. a réveélé la présence de sesquiterpénes hydrocarbonés et
oxygenés et leur activité antimicrobienne [247]. Dans I'ensemble, ces études suggerent que les
sesquiterpénes oxygénés peuvent avoir des propriétés antimicrobiennes. La présence d'une

fonction oxygeéne dans la structure augmente les propriétés antimicrobiennes des terpénoides.
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L'action bactériostatique et fongistatique des terpénoides est accrue lorsqu'ils sont carbonylés.
La stéréochimie a une influence sur l'activité antibactérienne [153].

V. Effet biocide des huiles essentielles étudiées sur la bruche du pois chiche
- Par inhalation

Une différence dans la réponse des espéces d'insectes aux huiles essentielles a déja été
signalée pour les insectes ravageurs des produits stockés [248, 249].L'huile essentielle et
I'extrait de T.polium testée ont également une activité insecticide contre d'autres insectes. A
une CL50 de 80 ppm, I'huile essentielle de cette espéce a entrainé une mortalité de 50 % des
fourmis [250]. La CL50 de cette huile contre les adultes de C. maculatus et de T. castaneum
était respectivement de 148.96 (UL/L air) et de 360.25 (uL/L air)[248].

Dans l'ensemble, les résultats de la recherche suggerent que les huiles essentielles
d'Artemisia, y compris A. campestris et A.herba alba, ont des propriétés insecticides qui
peuvent étre efficaces contre C. maculatus avec une DL50 de 49.3 pL/L air et 7.7 pL/L air
pour A. campestris et A.herba alba respectivement [173]. L'huile essentielle d'Artemisia herba
alba testée par fumigation a différentes concentrations contre Callosobruchus maculatus,
provoqgue en 24 heures,la mortalité de 100% de la population a la concentration de 1,24g/4,6L
d'air [251]. D’autres travaux ont révélé que la CL50 de I'huile essentielle d’A. herba alba sur
les adultes de C. maculatus était de 99.35 pL/L air [249] et de 2.18 pL/L air [252].

Il est suggeré que la variabilité des activités biologiques entre les huiles essentielles
extraites de différentes espéces vegétales pourrait étre due a des différences dans leur
composition chimique [253]. La composition chimique des huiles essentielles est
généralement caractérisée par la présence de composés mono- et sesquiterpéniques. Méme si
les huiles essentielles extraites de différentes espéces végétales partagent plusieurs composes,

les proportions de ces composes peuvent varier et affecter leur activité biologique [182].

Hummelbrunner et Isman[254] ont également signalé que I'E-anéthole agit en synergie
avec d'autres substances monoterpénoides, notamment le thymol, le citronellal, l'a-terpinéol et
le y-terpinéne, contre Spodopteralitura. L'activité insecticide de chaque huile essentielle
pourrait résulter de l'interaction entre tous ses constituants chimiques, plutét que de l'activité
des principaux composants individuels. Il a été suggéré que les composants des huiles trouves
en faibles pourcentages peuvent agir comme des synergistes qui augmentent l'efficacité des

principaux composants par une variété de mécanismes [253, 254, 255].
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La perte dactivite biologique des huiles essentielles est probablement due a leur
grande volatilité et a la dégradation rapide des composés actifs. Au cours de I'utilisation des
huiles, de nombreux facteurs affectent négativement leur activité. 1l a été rapporté que
l'oxydation des composés mono- et sesquiterpéniques pouvait se produire, conduisant a la
perte de leur activité biologique [253, 255].

- Par répulsion

L'huile essentielle testée n'était pas seulement un insecticide actif contre C. maculatus,
mais aussi un répulsif efficace. D'apres nos résultats, les adultes de ce coléoptére ont été
repoussés par les huiles essentielles testées, méme a de tres faibles concentrations.

Les résultats de cette étude mettent en évidence un effet dose pour les six huiles
essentielles testées. A. herba alba, T.polium ont montré une activité insecticide plus marquee
(trés répulsive) par rapport aux huiles essentielles de A. campestris. Nos resultats sont en
accord avec ceux de Heydarzade et al.,[182] qui ont rapporté que le pourcentage moyen de
répulsion de T. polium a la concentration la plus élevée (3uL/mL d'acétone) était de 84,9 % et
de 76,1 % sur les males et les femelles de C. maculatus, respectivement. Le mode d'action de
I'huile essentielle de Teucrium polium contre C.maculatus n'est pas complétement compris.
Cependant, selon certaines études, I'huile essentielle pourrait avoir des effets répulsifs et
insecticides contre ce ravageur. Selon une étude, I'huile essentielle de T. polium subsp. aurum
et T. polium subsp. polium était efficace contre les insectes des produits stockés, y compris

Callosobruchus maculatus,[248].

L'huile essentielle extraite des feuilles d'A.herba alba s'est avérée avoir un effet sur
C.maculatus. Cependant, certaines études ont examiné la composition chimique des huiles
essentielles d'autres espéces d'Artemisia et leurs propriétés insecticides contre C. maculatus.
Par exemple, une étude a montré que I'huile essentielle d'A. maritima avait une activité
insecticide contre C. maculatus et d'autres coléopteres [256]. Une autre étude a examiné les
huiles essentielles d'A.aragonensis et d'A. herba alba et a constaté qu'elles avaient des effets

insecticides significatifs contre ce ravageur[245].

Le mécanisme d'action des huiles essentielles d'Artemisia contre C.maculatus n'est pas
entierement compris, mais certaines études ont suggeré qu'elles pouvaient agir par plusieurs
voies différentes telles par inhibition des enzymes de détoxification. Une étude a montré que

I'huile essentielle d'A.maritima avait des effets inhibiteurs sur les enzymes de détoxification
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de C. maculatus, ce qui pourrait contribuer a son activité insecticide,[256], également des
effets inhibiteurs sur l'acétylcholinestérase (AChE),[257].

Il a été démontré que les huiles essentielles ont un effet dissuasif sur la ponte de C. maculatus,
pouvant étre dus aux mono terpénes qui sont responsables de la toxicité et de I'inhibition de la
reproduction chez d'autres insectes [251]. Ceci peut réduire le nombre d'ceufs pondus par les
coléopteres femelles et limiter leur succes reproductif [245]. L’activité insecticide des huiles
essentielles d'Artemisia peut étre due a leur toxicité fumigene, qui peut provoquer une

insuffisance respiratoire chez les insectes [245, 258].

Les terpenes ont été bien documentés en tant que fumigants, répulsifs et insecticides actifs
contre les insectes des produits stockés [259]. L'activité insecticide des huiles essentielles

étudiees dans notre étude peut étre attribuée a leurs principaux composants terpénoides.

Les monoterpénes hydrocarbonés se sont révélés avoir des propriétés insecticides contre
divers espéces d'insectes. Plusieurs études ont démontré les activités insecticides et répulsives
de monoterpenes tels que le 3-caréne, la carvone, la dihydrocarvone, la fenchone, I'oxyde de
limonene, la menthone, le terpinene-4-ol, le p-cymeéne, le cineol, le limonene, le terpinolene et
le thymol [230, 260, 261]. Ces composés ont montré une forte activité insecticide avec une
mortalité de 100 % a toutes les doses apres traitement. L'activité insecticide des monoterpénes
hydrocarbonés purs (camphéne, a-pinéne et B-pinéne) sur les larves de deuxiéme stade de

Spodoptera frugiperda a été déterminée par Murillo et al.,[262].

Dans une autre étude, les effets insecticides des monoterpenes hydrocarbonés et des
monoterpenes o0xygénés ont été testés sur un autre ravageur des produits stockés : Sitophilus
zeamais. Les résultats ont montré que la plupart des monoterpénes ont des effets insecticides
significatifs sur les insectes testés, les monoterpenes oxygénés tels que le bornéol, le fenchol,
le linalol, le menthol et le terpinen-4-ol ayant des effets insecticides plus importants que les
monoterpenes hydrocarbonés[263]. L'activité insecticide des monoterpénes peut varier en

fonction du type de parasite et de la dose utilisée [230, 260].

Les huiles essentielles sont souvent la source de substances insecticides trés efficaces
et peu toxiques. Les analyses de chromatographie en phase gazeuse, de spectrométrie de
masse, de chromatographie sur colonne et de spectres de résonance magnétique nucléaire ont

permis d'identifier vingt terpenes dans les huiles essentielles d'Artemisia nakaii. Il s'agit
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principalement de monoterpenes (49,01 %) et de sesquiterpénes (50,76 %). Les terpénes les
plus concentrés dans les He d'A. nakaii se sont révélés avoir une activité insecticide [26].
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Conclusion générale et perspectives

Ce présent travail nous a permis d’étudier la composition chimique et 1’activité
antimicrobienne et insecticide des trois plantes Artemisia herba alba, A.campestris et
Teucrium polium. Ces especes ont été récoltées au cours de deux saisons et deux localités
différentes dans la région de Laghouat qui se caractérise par deux climats I’un de type semi

aride froid, I’autre saharien frais.

Il semble que le rendement d'A. campestris recoltée & Aflou et Laghouat soit comparable
(0.6 % et 0.65 % respectivement). Nos résultats montrent une différence de teneurs en
huiles essentielles de T. polium de 0,2 % en octobre et 0,42 % en décembre dans la méme
zone d'étude a Aflou. Pour A. herba alba le rendement varie considérablement selon les

mois de récolte, avec un pourcentage de 0,6 % en octobre et de 1,2 % en décembre.

L’analyse qualitative et quantitative des huiles essentielles a permis d’identifier 42
composés et 44 composés pour A. campestris dans les échantillons de la plante prélevée a
Kasr Elhirane et a Gueltat Sidi Saad, et 60 et 51 composés dans les échantillons respectifs
de la plante A. herba alba prélevée en octobre et décembre au niveau de la méme zone
d’étude a Aflou. L’échantillon de T. polium d’octobre est constitué de 39 constituants alors
que I'échantillon du mois de décembre a permis d’identifier 49 composants avec une

variation quantitative et qualitative du profil chimique entre les différents échantillons .

Nos résultats ont mis en évidence que I’huile essentielle d’A.herba alba a exercé un effet
fongicide important contre la majorité des souches testées, suivi de celui de I’huile
essentielle d’A. campestris, et celui de T. polium. La comparaison entre les résultats de
I’effet fongicide des deux chemotypes d’A.herba alba montre que 1’huile essentielle de la
plante récoltée en décembre a exercé une activité fongicide contre les 6 souches fongiques
testées pour une concentration de 5 pl/ml, tandis que I’huile essentielle de la plante
récoltée en octobre a un effet fongicide avec cette méme concentration contre seulement 3

souches fongiques.

L’huile essentielle de T.polium a présenté la plus faible activité antifongique contre les
souches testées en comparaison avec 1’essence d’A.campestris et A. herba alba, L’effet
fongicide de cette huile est détecté a la concentration de 20 pl/ml pour certaines souches,

alors que sur les autres souches, il n’a été montrée aucun effet fongicide (> 20 pl/ml).
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Les résultats de 1’activité antifongique des huiles essentielles en milieu liquide montrent
que F.graminearum et A.carbonarius, sont les champignons les plus résistants pour toutes
les essences utilisées dans cette étude. F.culmorum est ’espéce la plus sensible aux huiles
essentielles, L’huile essentielle d’A.campestris a exercé une forte activité antifongique
contre F.culmorum, suivi de celle d’A.herba alba, et de T. polium recolté au mois de

décembre, avec des concentrations fongicides de 1.25, 5 et 20 pl/ml (v/v), respectivement.

Concernant 1’activité antibactérienne, I’huile essentielle d’A. campestris a exercé un effet
bactéricide important contre la majorité des souches testées, suivi de celle d’A.herba alba,
et de T. polium. La comparaison entre les résultats de I’effet bactéricide des deux
chemotypes d’A.campestris montre que 1’huile essentielle de cette plante a exercé une
activité bactéricide contre 4 souches bactériennes pour une concentration de 10 pl/ml.
L’huile essentielle de T.polium a présenté la plus faible activité antibactérienne, pour toutes

les souches ou il n’est montré aucun effet bactéricide (CMB> 20 pl/ml).

Les huiles des plantes étudiées se sont montrées répulsives a 1’égard des adultes de C.
maculatus méme a la plus faible dose (2ul).Les taux de mortalité des adultes de la bruche
du pois chiche augmentent en fonction des doses d’huiles essentielles utilisées. L'huile
essentielle de la plante pourrait devenir une alternative viable aux stratégies
conventionnelles de lutte chimique. Toutefois, d'autres études doivent étre menées afin
d'évaluer la sécurité de I'nuile avant son utilisation pratique dans la lutte contre les insectes

des produits stockeés.

A la lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que les huiles essentielles des
trois plantes posséde des propriétés antimicrobiennes et insecticide, qui peuvent étre

utilisées comme pesticide naturels.

L’étude que nous avons menée met en lumiére I’intérét de I’utilisation dans
différents domaines, des extraits des plantes spontanées aromatiques et médicinales du sud
Algérien et plus précisément dans le territoire bioclimatique de la région de Laghouat. Pour
I’industrie agroalimentaire et les denrées alimentaires stockées céréales et légumineuses ...
comme perspectives en tant qu’alternatifs aux produits chimiques, afin de réduire la
dépendance des pesticides synthétiques et de garantir une meilleure production agricole et
la disponibilite des cultures de base qui répondent aux besoins nutritionnels de la

population. 1l en est de méme pour de futures recherches biotechnologiques,

95



Conclusion générale et Perspectives

pharmaceutiques et médicales :la biodiversité, I'industrie alimentaire et les biopesticides

peuvent tous bénéficier de ces résultats.

Pour faire suite a cette étude, différentes pistes de travail peuvent étre envisagéees

comme perspectives :

La conservation des populations qui doit se faire en tenant compte des facteurs
bioclimatiques. Pour améliorer la conservation et les applications des plantes spontannées
locales, I'étude de la diversité environnementale de plusieurs populations devrait étre

utilisée en conjonction avec I'analyse chimique et le potentiel bioactif.

La mise en place d’une stratégie de développement de la filiere PAMs en Algerie dans une
perspective de durabilité et de viabilité de ressource naturelles et la création des pépiniéres
pour la valorisation des plantes spontanées médicinales et aromatiques entant que source

des pesticides botaniques.

La variation chimique des huiles essentielles de Artemisia herba alba, A.campestris et
T.polium en fonction de I’interaction entre les différents facteurs extrernes et internes (des
conditions environnemmentales et facteurs génetiques) peut étre utilisée pour promouvoir

des cultivars intéressants.

Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour confirmer les effets antimicrobiens

et insecticideset les potentiels bioactifs des huiles essentielles de ces plantes in vivo.

Par ailleurs, des études toxicologiques sur ces huiles essentielles avant leur application
comme des pésticides naturels dans les cultures agricoles et les denrées de stockage sont

nécessaires.

Des études a 1’échelle moléculaire seront complémentaires pour déterminer, d’une part les
composés des huiles essentielles des trois plantes (notamment ce qui concerne
I’identification et la purification des composés terpéniques) qui peuvent étre responsables
de tels effets et d’autre part, le mécanisme par lequel ces composés accomplissent leurs

potentiel bioactif.
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ANNEXE

ANNEXE 01

Plages de la densité optique et taille de I’inoculum pour les moisissures communes et rares

Species OD Range (%T)* 10¢ CFU/mL Range
A. nidulans 0.09-0.11 (80-82) 1.1-2
A flavus 0.09-0.11 (80-82) 044
A. fumiganis 0.09-0.11 (80-82) 0.6-5
A. rerreus 0.09-0.11 (80-82) 0.9-5
Bipolaris hawaiiensis 0.2-0.3 0.07-04
B. spicifera 0.2-0.3 0.3-3
Cladophialophora bantiana 0.15-0.17 (68-70) 04-3.1
Dacrilaria constricta 0.15-0.17 (68-70) 04-1
Fusarium oxysporum 0.15-0.17 (68-70) 0.8-5
F. solani 0.15-0.17 (68-70) 0.5-5.9
Paecilomyces lilacinus 0.09-0.13 0.8-23
P. variotii 0.09-0.11 (80-82) ND
Scedosporium apiospernum 0.15-0.17 04-32
R. arrhizus 0.15-0.17 0.4-2.6
S. prolificans 0.15-0.17 0.6-1.7
S. schenckii 0.09-0.11

Trichoderma longibrachianm 0.09-0.11 0.7-2.3
Wangiella dermaritidis 0.15-0.17 1.2-3.7

3 %T = percent transmission.

Controle de stérilité
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ANNEXE

ANNEXE 02:
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ANNEXE

ANNEXE 03 : Analyse de la variance Effet répulsif

-ANOVA & un facteur contr6lé (Artemisia herba alba)en fonction de la concentration

Analyse de variance

Som. Car Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
Concentration 10 38258 3825,82 89,54 0
Erreur 44 1880 42,73
Total 54 40138

-ANOVA a un facteur contr6lé : (Artemisia herba alba S1) en fonction de la concentration

Analyse de variance

SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
concentration 5 34096,7 6819,33 227,31 0
Erreur 24 720 30
Total 29 34816,7

-ANOVA a un facteur controlé : (Artemisia herba alba S2) en fonction de la concentration

Analyse de variance

SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
concentration 5 34817 6963,33 130,56 0
Erreur 24 1280 53,33
Total 29 36097

-ANOVA a un facteur controlé (Artemisia campestris) en fonction de la concentration

Analyse de variance

SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
concentration 10 37884 3788,36 143,7 0
Erreur 44 1160 26,36
Total 54 39044

-ANOVA a un facteur contrdlé : (Artemisia campestris S1) en fonction de la concentration

Analyse de variance

SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F de p
concentration 5 33347 6669,33 153,91 0
Erreur 24 1040 43,33
Total 29 34387
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ANNEXE

-ANOVA a un facteur contrdlé : (Artemisia campestris S2) en fonction de la concentration

Analyse de variance

Som Car Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
concentration 5 32706,7 6541,33 654,13 0
Erreur 24 240 10
Total 29 32946,7
-ANOVA a un facteur contrdlé (T.polium) en fonction de la concentration
Analyse de variance
Som Car Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F de p
concentration 10 40352,7 4035,27 277,43 0
Erreur 44 640 14,55
Total 54 40992,7
-ANOVA a un facteur contrdlé : (T.polium S1) en fonction de la concentration
Informations sur les facteurs
Facteur Niveaux Valeurs
concentration 6 C1;C2; C3; C4; C5;
TEM
Analyse de variance
SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
concentration 5 35376,7 7075,33 326,55 0
-ANOVA a un facteur contr6lé : (T.poliumS2) en fonction de concentration
Informations sur les facteurs
Facteur Niveaux Valeurs
concentration 6 C1;C2; C3; C4; C5;
TEM
Analyse de variance
Som Car Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F de p
concentration 5 36976,7 7395,33 739,53 0
Erreur 24 240 10
Total 29 37216,7
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ANNEXE

Annexe 03 : Analyse de variance : Effet par Inhalation

-ANOVA & un facteur contr6lé (Artemisia herba alba) en fonction de la concentration

Informations sur les facteurs

Facteur Niveaux Valeurs

TRT 10 AHS1-D1; AHS1-D2; AHS1-D3; AHS1-D4; AHS1-D5; AHS2-
D1; AHS2-D2; AHS2-D3;
AHS2-D4; AHS2-D5

Analyse de variance

SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
TRT 9 4032 448 26,35 0
Erreur 40 680 17
Total 49 4712
-ANOVA a un facteur contr6lé : (Artemisia herba alba S1) en fonction de concentration
Informations sur les facteurs
Facteur Niveaux Valeurs
DOSE$ 5 DOSEL; DOSE2; DOSE3; DOSE4;
DOSE5
Analyse de variance
SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
DOSE$ 4 1624 406 11,94 0
Erreur 20 680 34
Total 24 2304
-ANOVA a un facteur contr6lé : (Artemisia herba alba S2) en fonction de concentration
Informations sur les facteurs
Facteur Niveaux Valeurs
DOSE 5 DOSEL; DOSE2; DOSE3; DOSE4;
DOSE5
Analyse de variance
SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
DOSE 4 2400 600 * *
Erreur 20 0 0

-ANOVA a un facteur contrdlé (Artemisia campestris) en fonction de concentration

Informations sur les facteurs

Facteur Niveaux Valeurs

TRT_1 10 ACS1-D1; ACS1-D2; ACS1-D3; ACS1-D4; ACS1-D5; ACS2-D1;
ACS2-D2; ACS2-D3;
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ACS2-D4; ACS2-D5

Analyse de variance

SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
TRT 1 9 26272 2919,1 13,33 0
Erreur 40 8760 219
Total 49 35032
-ANOVA a un facteur contrdlé : (Artemisia campestris S1) en fonction de concentration
Informations sur les facteurs
Facteur Niveaux Valeurs
DOSE$ 5 DOSEL; DOSE2; DOSE3; DOSE4;
DOSE5
Analyse de variance
Som Car Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
DOSE$ 4 8496 2124 18,31 0
Erreur 20 2320 116
Total 24 10816
-ANOVA a un facteur contrélé : (Artemisia campestris S2) en fonction de concentration
Informations sur les facteurs
Facteur Niveaux Valeurs
DOSE$ 5 DOSEL; DOSE2; DOSE3; DOSE4;
DOSE5
Analyse de variance
SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
DOSE$ 4 12776 3194 9,92 0
Erreur 20 6440 322
Total 24 19216

ANOVA a un facteur contrdlé (T.polium) en fonction de concentration

Informations sur les facteurs

Facteur Niveaux Valeurs

TRT_2 10 TPS1-D1; TPS1-D2; TPS1-D3; TPS1-D4; TPS1-D5; TPS2-D1,
TPS2-D2; TPS2-D3;
TPS2-D4; TPS2-D5
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Analyse de variance

SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
TRT 2 9 10272  1141,33 29,26 0
Erreur 40 1560 39
Total 49 11832
-ANOVA a un facteur contrdlé : (T.polium S1) en fonction de concentration
Informations sur les facteurs
Facteur Niveaux Valeurs
DOSE$ 5 DOSEL; DOSE2; DOSE3; DOSE4;
DOSE5
Analyse de variance
SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
DOSE$ 4 3360 840 26,25 0
Erreur 20 640 32
Total 24 4000
-ANOVA a un facteur contr6le : (T.poliumS2) en fonction de concentration
Informations sur les facteurs
Facteur Niveaux Valeurs
DOSE$ 5 DOSEL; DOSE2; DOSE3; DOSE4;
DOSE5
Analyse de variance
SomCar Valeur
Source DL ajust CM ajust Valeur F dep
DOSE 4 6784 1696 36,87 0
Erreur 20 920 46
Total 24 7704
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Introduction

Abstract

Essential oils (EOs) have been recognized as potential secondary products of
aromatic plants that are environmentally friendly while performing a variety of
biological properties. In this research, the essential oil of aerial parts Teucrium
polium L. (Lamiaceae), collected in winter and autumn in the south of Algeria
was characterized in order to better understand differences in yield, chemical
composition and antimicrobial activity. Seasonal changes have been recorded
in the yield and composition of 7. polium L. essential oil with a percentage of
0.20% (v/w) in autumn and a highest yield 0.42% (v/w) in winter. The autumn
samples contained B-pinene (23.97%) and y-muurolene (17.7%) as the major
compounds while the winter samples contained mainly camphor (22.09%) and
eucalyptol (13.70%). Six different bacteria strains consisting of three Gram
positive, three Gram negative bacteria and nine toxigenic fungal strains were
used for antimicrobial activity. A concentration of 10 ul/ml (v/v) of both seasons
essential oils inhibited the growth of Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. For the other bacterial strains, the winter essential oil
was more active than the autumn one with a minimal inhibitory concentration
of 5 ul/ml and 10 pl/ml respectively. The essential oils from autumn and winter
seasons inhibited the growth of Listeria monocytogenes at a minimal inhibitory
concentration of 20 ul/ml. These essential oils exhibited fungicidal activity at
the minimal fungicidal concentrations of 20 pl/ml for some strains, while the
other strains showed no fungicidal effect (>20 pl/ml). Aspergillus flavus and
Fusarium graminearum were inhibited from a concentration of 10 pul/ml (v/v),
whereas A. flavus and Penicillium glabrum were sensitive at a minimal fungicidal
concentration of 20 ul/ml. Overall, essential oils obtained in winter show more
effective antifungal activity than autumn essential oil against the majority of
fungal strains.

Keywords
Antimicrobial activity, bactericidal activity, essential oil, fungicidal effect, season,
Teucrium polium

Antibiotics, pesticides, and plant protection
products have become frequently discussed
issues in present day society. The necessity of
focusing scientific study on phytomolecules
from medicinal plants has always been important
since they have historically been alternatives to
synthetic pesticides and antibiotics. This is due
to the concern about microbial infections caused

by pathogen species that have gained multitude
resistances. Furthermore, the negative effects of
synthetic pesticides and antibiotics encourage
their substitution for natural agents from
medicinal plants'~. Essential oils, considered as
natural bioactive substances, are a good choice
in the discovery of new molecules that are
widely used for their antibacterial, antifungal

J. Essential Oil Bearing Plants 2023, 26

© 2023 Har Krishan Bhalla & Sons



and insecticidal activities and have attracted the
interest of several researchers due to the number
of their enumerable biological properties such
as anti-inflammatory, antimicrobial, antioxidant,
genotoxic, anti-diabetic, anti-tyrosinase, anti-
cholinesterase, anti-urolithic activities*'°.

Due to its geographical position, there are
different bioclimatic stages in Algeria, leading
to a biodiversity of plants that are used as
condiments, natural foods, and for therapeutic
purposes'!. The region of Laghouat (south of
Algeria), with its Saharan characteristics and its
geographical and bioclimatic semi arid and arid
stages, offers a considerable wealth of flora. Some
of its plant species are known for their aromatic
and/or medicinal properties, including the genus
Teucrium (Lamiaceae) that is found abundantly in
the Algerian flora'?. The species Teucrium polium
L. (Felty germander) commonly called “Jaaida”
or “Kheyata” is often used by the Algerian
population. It generally develops spontaneously
in well drained soils in sunny regions, belonging
to semi arid and arid bioclimatic stages. It is used
for therapeutic purposes'>"3, and is characterized
by its richness in essential oils of different
compositions, which has led to the identification
of several chemotypes'*!'6. Research works
have indicated that this plant has important
biological properties %1718, Although, few of
them have been devoted to the evaluation of
the fungistatic effect and bactericidal power of
Teucrium polium essential oils against different
fungal diseases, yet, no report exists on their
fungicidal effect. Indeed, the geographical
origin of this medicinal species, the heat and
the exposure to solar radiation can influence the
development of protection mechanisms based on
the synthesis of specific secondary metabolites,
with characteristics and biological activities to
be investigated'*'®. The present study aims to
characterize the essential oil produced by this
plant growing wild in Algerian arid and semi
arid areas and collected in two different seasons.
We focus particularly on the antimicrobial
effect of the essential oil (EO) isolated from the
aerial parts of this plant in order to determine
the minimum inhibitory concentrations (MIC),
minimum fungicide concentration (MFC) and

the minimum bactericidal concentration (MBC)
of this essential oil, according to the season.

Materials and methods

Plant material

Teucrium polium (aerial parts) samples were
collected during the vegetative phase in autumn
(October) and in winter (December), in the Aflou
zone, corresponding to the following coordinates:
34°6'26.951" N, 2°6'3.055" E, located at 100 km
from the northwest of Laghouat city, southern
Algeria. Average annual precipitations are
42.225 mm with average maximum and average
minimum temperatures of 21.91°C and 6.38°C
respectively. For the study year 2018, the lowest
temperature was recorded in February with
an average value of 4.4°C, while the highest
temperature was that of July with 28.3°C.
Emberger*s Bioclimatic Quotient Q2', classifies
Aflou in the semi arid bioclimatic stage with a
mild winter. The plant species identification was
confirmed by Professor Kouidri Mohamed at the
Agricultural Department, Laghouat University,
Algeria, using Quezel and Santa, (1963)'>!
North Africa Flora key. The collected plant
material was dried for 15 days in the shade at
room temperature, then ground and stored in
paper sacks until use.

Essential oils extraction

EOs were extracted by hydrodistillation for three
hours using a Clevenger type apparatus according
to the European Pharmacopoeia method. The
obtained EOs were collected separately with
respect to season collection, then dried over
anhydrous sodium sulfate (Na,SO,) and stored at
4°C in amber glass vials until analysis and testing.
The yield was evaluated in triplicate based on
initial fresh dried plant weight (yield% v/w).

Gas chromatography analysis

Gas chromatography analysis of Teucrium polium
EO was conducted in the Research Laboratory
of Fundamental Sciences at the University of
Laghouat. The GC analysis was performed using
a gas chromatography type GC5400 Skyray
instruments, equipped with a flame ionization
detector (FID) and a capillary DB-5 column



(30 m x 0.32 mm; 0.1 um film thickness). The
injector and detector temperature was held at
250°C and 280°C, respectively. The column
temperature program was 50°C, increasing at
3°C/min towards 280°C and held at 280°C for 10
min. A volume of 0.2 uL of diluted samples (1/50
n/C,, v/v) was injected manually using split less
mode (50:1). H, was employed as the carrier gas
at a flow rate of mL/min.

Gas chromatography/mass spectrometry analysis
The GC/MS was performed using SHIMADZU
GCMS/QP2020 instruments, equipped with
a fused Rxi®-5ms capillary column (Phase:
Crossbond® 5% Diphenyl/ 95% Dimethyl
Polysiloxane). The column dimensions were 30
m x 0.25 mm, with a film thickness of 0.25 pm.
It had a similar phase as the following columns:
HP-1ms, HP-1msUI, DB-Ims, DB-5ms, DB-
ImsUI, Ultra-1, VF-1ms, ZB-1, ZB-1ms. It is
also considered equivalent to USP G1, G2, G38
phases. A volume of 0.5 pL solution prepared by
10% volume of the sample dilution in n-hexane
was injected in split mode (80:1). The injection
port temperature was 250°C, and that of the
detector was 310°C. The column temperature
was programmed at 60°C fixed for 3 min, then
increased to 310°C with an increasing increment
of 2°C/min, and then left at 310°C for 10 min.
The carrier gas used was helium (99.995%
purity) with a flow rate of 1 mL/min. The mass
spectrometer conditions were 70 eV ionization
voltage, 200°C ion source temperature and
electron ionization mass spectra was acquired
over a mass range of 45/600 m/z, during 138
minutes.

Identification of essential oil (EO) components
Linear retention indices (LRI) were calculated
for separate compounds relative to ahomologous
n-alkanes serial (n-C -C, ). The linear retention
indices and mass spectra of the EO components
were compared to those of the computer library
to determine which ones they were**?! as well
as their mass spectra with those recorded by
the NIST (National Institute of Standards and
Technology) and Wiley libraries “NIST17.lib,
WI1IN17MAI and FFNSC1.2.1ib”.

Antimicrobial activity

Microbial strains

In this study, six different bacteria constituted
by three Gram positive Staphylococcus aureus
(ATCC 44300), Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Listeria monocytogenes (ATCC 13932), and three
Gram negative bacteria, including Escherichia
coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 10231), Salmonella enteric serovar Typhi
(ATCC 14028) were considered. Moreover, nine
toxigenic fungal strains, Aspergillus carbonarius
(M333), A. ochraceus (ATCC 3174), A. flavus
(NRRL 3251), 4. parasiticus (CBS 100926), A.
alliaceus, Penicillium expansum, P. glabrum,
Fusarium graminearum, F. culmorum were used.
The strains were obtained from the microbial
culture collection of the Laboratory for research
on Microbial Systems Biology (LBSM), at the
Normal Superior School, Kouba (Algiers).

Antimicrobial screening

A broth macrodilution method was used to
determine the minimal inhibitory concentrations
(MIC), minimal fungicidal concentrations (MFC),
and minimum bactericidal concentrations (MBC)
of T polium essential oils, according to the
Clinical and Laboratory Standards Institute?’. The
solubilization and the preparation of the different
concentrations were carried out in pure Dimethyl
Sulfoxide (DMSO, Sigma 34943, USA), with
concentrations ranging from 0.04 to 20 pL/mL.
The final concentration of DMSO was <1%. The
inoculum suspension was obtained by taking
colonies from recent cultures. The colonies were
suspended in a sterile 0.9% aqueous solution of
NaCl and were shaken for 20 seconds. The density
was adjusted to the turbidity of a 0.4-5 McFarland
Standard (10%-10®) CFU/ml). All experiments
were conducted in potato dextrose broth (PDB)
for fungal strains, and Mueller Hinton broth
(MHB) for bacterial strains. After inoculation,
the test tubes were incubated aerobically at (35-
37°C) for 48-72 h in an incubator, including two
control tubes per strain and then the MICs were
determined. The MIC is the lowest concentration
at which the microorganism does not demonstrate
visible growth. After the MIC reading, aliquots
(20 pL) of broth from each negative tube were



taken and cultured in Sabouraud dextrose agar
(Eur/Pharm, 1024.00, Spain) plates in order to
evaluate MFC, and in Mueller Hinton agar in order
to evaluate MBC. The plates were then incubated
for 72 h at 35°C in an incubator. The MFC and
MBC were defined as the lowest essential oil
concentration showing either no growth or fewer
than three colonies to obtain an approximately 99-
99.5% killing activity. The assays were performed
in triplicate.

Results and discussion

Chemical analysis of T. polium EO

The essential oils obtained from 7. polium aerial
parts collected in autumn and winter presented a
transparent yellow color, with a yield of 0.20%
(v/iw) and 0.42% (v/w), respectively. These
yields are comparable to those of 7. polium EOs
studied in northwestern Algeria (0.21%)'¢ and 7.
polium EOs one (0.45%) studied in Iran®.

The chemical composition of the different EO
samples is presented in Table 1. Thirty-one (31)
components were identified in the EO sample of
autumn and twenty-seven (27) components in
that of winter season. In each case, several major
components presented a substantial variability.
Camphor was the predominant compound in
the winter EO sample with a percentage of
22.09%, whereas it was completely absent in
the EO extracted from aerial parts in autumn.
This latter was predominantly composed of
B-pinene (23.97%) while it was recorded with
a lower content (7.47%) in the winter sample.
The eucalyptol was one of the major compounds
found in the EO sample of winter (13.70%),
whereas it was considerably lower (0.28%) in
the autumn sample. Another major detected
compound was the y-muurolene in the autumn
season (17.77%) although it was inexistent in the
EO sample of the winter season. In the same way,
on one hand, representative minor compounds
were as well varying importantly as follows
(winter/autumn):  camphene  (7.76-0.24%),
borneol (8.24-0%), a-terpineol (6.53-0.27%),
carvacrol (0.04-11.59%) and bicyclogermacrene
(0-7.21%). On the other hand, both EOs
samples showed almost similar percentages of
myrcene (3 and 3.15%), limonene (5.13 and

6.38%) and a-pinene (10.90 and 8.13%). These
compositional differences in the 7. polium’s
EOs may indicate the occurrence of different
chemotypes within the species; suggesting that
they can be associated alternatively with the
prevailing seasonal environmental conditions.
Multiple studies have demonstrated that under
various geographic and climatic situations, 7.
polium's essential oil composition can exhibit
chemical polymorphism. In the Mascara region
(northwestern Algeria), this aromatic plant's
vegetative part essential oil is distinguished
by a chemotype based on limonene (29.87%),
spathulenol (17.24%), camphor (8.2%) and
pinocarvone (7.76%)'*. Germacrene D (25.0%),
B-pinene (11.3%), and bicyclogermacrene
(10.4%) constitute the majority of the 7 polium’s
EOs components in Bouira region located in the
high plains in central part of Algeria*. In Setif,
in the eastern part of the country, Boukhebti et
al® have found B-pinene (30.61%), carvacrol
(13.09%) and a-pinene (10.40%) as the major
components in the EO of 7. polium aerial parts,
while in the southeastern part of the Arabian
Peninsula in Oman, 7" polium EO was constituted
mainly by ledeneoxide II (20.47%), B-eudesmol
(11.59%) and linalyl acetate (11.16%) *.
Moreover, the T. polium’s essential oil in Iran
is predominantly composed of 8§ constituents:
piperitenone oxide (21.72%), a-pinene (11.33%),
carvone (11.29%), spathulenol (6.23%) and
B-pinene  (5.77%)*. Phenology influenced
essential oil constituents, differing chemotypes,
drying conditions, mode and part of plant for
distillation and/or extraction and geographic or
climatic factors. This is explained by the great
quantitative and qualitative variability of the
chemotype which highlights the disparity in this
plant EOs composition in reported results®?'.
Identification of chemotypes was based on
predominant compounds’!. Due to the obvious
difference in the life cycle of the plant, a large
number of secondary metabolites often occur at
a certain stage of plant growth. This signifies that
the yield of essential oils is directly correlated
to the density and degree of development of the
glands secreting the essential oil*>. However,
under certain types of stress, such as salinity,



Table 1. Composition of Teucrium polium (TP) essential oil characterized using GC/MS

. . Area%

S.no Compound Name R. Time RI RI® TP winter TP autumn
1 a-Thujene 7.264 923 924 0 0.08
2 o-Pinéne 7.697 934 932 10.90 8.13
3 Camphene 8.260 947 946 7.76 0.24
4 Verbenene 8.394 951 952 0.02 0
5  Sabinene 9.157 969 969 0 0.17
6  B-Pinéne 9.453 976 975 7.47 23.97
7  Myrcene 10.039 991 990 3.15 3
8  o-Phellandréne 10.634 1004 1004 0.26 0
9  a-Terpinéne 11.360 1017 1017 0.20 0.19
10 o-Cymene 11.554 1021 1020 0 1.58
11 Limonene 11.793 1025 1024 5.13 6.38
12 Eucalyptol 11.898 1027 1021 13.70 0.28
13 cis-Sabinene hydrate 12.595 1040 1052 4.15 0
14 (E)-B-Ocimene 13.017 1048 1044 0.07 0.32
15  y-Terpinéne 13.566 1058 1060 1.15 1.22
16  Terpinolene 15.148 1087 1087 0.54 0.12
17  Linalool 15.833 1099 1101 0.47 0.48
18  Nopinone 17.839 1131 1135 0 0.74
19  Camphor 18.300 1139 1141 22.09 0.11

20  Pinocarvone 19.443 1157 1160 0.05 1.03
21  Borneol 19.663 1161 1163 8.24 0.25
22 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 19.769 1162 1166 0 0.28
23 Terpinen-4-ol 20416 1173 1174 2.53 0.15
24 o-Terpineol 21.279 1187 1186 6.53 0.27
25  Citronellol 23.873 1227 1226 0.02 0
26  Carvone 24.638 1239 1239 0 0.20
27  Bornyl acetate 27.507 1284 1284 1.24 0
28  Thymol 27.960 1291 1290 0 0.30
29  Carvacrol 28.622 1301 1298 0.06 11.59
30  Caryophyllene 35.805 1415 1405 1.18 0.25
31  a-Humuléne 37.805 1448 1454 0.14 0
32 y-Muurolene 39.590 1478 1477 0.06 17.77
33  Bicyclogermacrene 40.484 1492 1495 0 7.21
34  5-Cadinene 42.104 1520 1522 0.10 2.21
35  (-)-Spathulenol 45119 1572 1577 0.47 3.45
36  r-Cadinol 48.709 1636 1635 0 2.08
37  epi-a-Muurolol 49.453 1649 1654 0 1.23

Total 97.68% 95.28%




Table 1 cont.

Area%

Compound Name TP winter TP winter
Monoterpene Hydrocarbons (S. No. 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 36.65% 45.04%
10, 11, 14, 15, 16)

Oxygenated Monoterpenes (S. No. 12, 13, 17, 18, 19, 20, 21, 59.08% 15.68%
22,23, 24,25,26,27, 28, 29)

Sesquiterpenes hydrocarbons (S. No. 30, 31, 32, 33, 34) 1.48% 27.44%
Oxygenated sesquiterpenes (S. No. 35, 36, 37) 0.47% 6.76%
“Calculated retention indices relative to n-alkanes (C7-C20), *Comparison of retention index with those of
literature'®1720:21.263% 'R Time: retention time

the metabolism can be reoriented to regulate
the production of active principles accordingly.
They can also accumulate terpenes, in the form
of essential oils***.

The chemical polymorphism of 7. polium’s
EQO's share in relation to the harvesting season
is demonstrated by different works'*!5, and
according to the phenological stage of the plant
T. polium® and share in relation to the harvesting
region of the plant®*. Results mentioned by
Maizi et al.™* have also confirmed EO seasonal
variation and chemical composition in Mascara
region (northwestern Algeria). Thus, the
majority of components present in the essential
oil of T polium harvested in winter are absent in
the essential oil harvested in spring. Contrarily,
other components present in the essential oil of
the sample harvested in spring are absent in the
essential oil of 7. polium harvested in winter'®.
On the other hand, Lianopoulou et al'’ have
mentioned a chemical diversification in relation
to the difference in the harvesting season of
the same species in winter with predominantly
germacrene D (19.5%) and linalool (7.8%),
while in summer, the predominant components
were germacrene D (8.7%) and B-pinene (8.2%).

Antimicrobial activity

We have distinguished inhibition from the
fungicidal and bactericidal effect of 7. polium
EOs for all tested strains regarding the season
effect. For some fungal strains, 7 polium EOs
from winter was more active than the one
from the autumn season. For both winter and

autumn 7. polium EOs, the fungal strains A.
flavus and F. graminearum were inhibited
from a concentration of 10 pl/ml (v/v). Only
for winter season, the concentration of 5 pl/ml
(v/v) was sufficient to inhibit the growth of A.
parasiticus and P. expansum; but the 10 pl/ml
(v/v) concentration was necessary for the growth
inhibition of P. glabrum, A. carbonarius, A.
ochraceus, A. alliaceus and also F. culmorum.
For the essential oil of autumn 7. polium, A.
parasiticus, F. graminearum and P. expansum
were inhibited from a concentration of 10 pl/
ml (v/v), and a concentration of 20 ul/ml of
inhibition was needed against P. glabrum, F.
culmorum, A. carbonarius, A. ochraceus and A.
alliaceus (Table 2).

The fungicidal effect was detected for both
seasons at the concentration of 20 pul/ml for some
strains (4. flavus and P. glabrum), while no
fungicidal effect was shown (> 20 pl/ml, Table 2)
for the other strains (4. alliaceus, A. carbonarius
and A. parasiticus). Winter T. polium EOs
exhibited a fungicidal effect on P. expansum,
F. graminearum, F.culmorum, A.ochraceus
at the concentration of 20 pl/ml but no effect
(> 20 pl/ml) was observed on P. expansum, F.
graminearum, F. culmorum and A. ochraceus.

In the literature, there are only two studies'®!®
that have investigated the antifungal effect of the
essential oil of 7. polium on phytopathogenic
fungal species (4. flavus, F. oxysporum and A.
niger). The work of Belmekki et al.'® has shown
similar results (MIC=10pul /ml) to those we
have obtained in the present study. Touaibia'®



Table 2. Antimicrobial activity of Teucrium polium essential
oil determined using a broth macrodilution method

Autumn Winter
Strains MIC MBC or MIC MBC or
(pl/ml) MFC (nl/ml) MFC
(nl/ml) (nl/ml)
Penicillium expansum 10 >20 5 20
Penicillium glabrum 20 20 10 20
Fusarium graminearum F 5883 10 >20 10 20
Fusarium culmorum 20 >20 10 20
Aspergillus flavus NRRL 3251 10 20 10 20
Aspergillus ochraceus ATCC 3174 20 >20 10 20
Aspergillus alliaceus 20 >20 10 >20
Aspergillus carbonarius M 333 20 >20 10 >20
Aspergillus parasiticus CBS 100926 10 >20 5 >20
Bacillus subtilis ATCC 6633 10 >20 10 >20
Staphylococcus aureus ATCC 44300 10 >20 10 >20
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10231 10 >20 10 >20
Listeria monocytogenes ATCC 13932 20 >20 20 >20
Escherichia coli ATCC 8739 10 >20 5 >20
Salmonella enterica serovar Typhi ATCC 14028 10 >20 5 >20

mentioned that TP EOs has antifungal activity
against Aspergillus niger ATCC 6275 with a
MIC=15 pl and an inhibition diameter of 23
mm. Additionally, Saleh et al.'” mentioned that
T. polium EOs does not present any antifungal
effect against A. niger, F. solani and C. albicans
for a volume of 10pul /disc. The essential oils of
T. polium and T. polium sp. have also reported
varying degrees of antimicrobial activities
against different species of clinical disease
m01d518’37-39.

Our results showed that the tested bacteria
strains B. subtilis, S. aureus, and P. aeruginosa
were inhibited from a concentration of 10 pl/ml
(v/v). The winter TP EO is more active than the
autumn 7. polium EO against the other bacterial
strains, with a MIC value of 5 pl /ml and 10 pl
/ml, respectively. The concentration (CMB=20
ul/ml) of 7. polium oil from both seasons has a
bactericidal effect on L. monocytogenes (Table 2).

Our findings seem to be interesting compared
with those of Purnavab et al.*!', who showed that

the obtained MIC and MBC against some clinical
bacterial strains varied between 12.5 and 25ul/
disc and from 25 up to 25ul /disc respectively.
In the work of Lograda et al*’, MIC values
were 0.24 mg/mL against S. aureus, E. coli
O157:H7 and P. Aeruginosa. These researchers
showed that TP EOs from three different regions
presented, a difference in bacteriostatic activity
for a MIC=10 pl /disc, depending on the origin
of the plant. For Fertout Mouri et al*’, MIC
was 250 pl/mL for E. coli, and 125 pl/mL for
S. aureus, P. aeruginosa. According to Khadhri
et al®, MIC and MBC values were 8.3 pg/
mL and 16.6 pg/ mL respectively for E. coli
ATCC 8739, P. aeruginosa ATCC 27853 and
S. aureus ATCC 29213. However, Rowayshed
et al.® reported that the most sensitive strains
were P aeruginosa, E. coli, B. subtilis, L.
monocytogenes and S. aureus. The resistance
of S. aureus ATCC6538 and E. coli Q157:H7
and the pronounced sensitivity of P. aeruginosa
against essential oils was also reported®. On the



other hand, Boukhebti et a/.>® mentioned that P,
aeruginosa was more resistant than S. aureus and
E. coli O157:H7 strains, while Belmekki et al.'
showed that S. aureus ATCC 25923 was more
sensitive than E. coli ATCC 25922. Accordingly,
Touaibia er al.'"® demonstrated a bacteriostatic
activity of 7. polium’s EOs with a MIC=15pul/
mL against the bacterial strains B. subtilis
ATCC 7033, S. aureus, E. coli ATCC 25922.
Indeed, Saleh et al.'” highlighted that the 10 uL/
disc concentration was sufficient for inhibiting
the growth of B. subtilis ATCC6633, S. aureus
ATCC29213 and E. coli ATCC25922".

The difference between our findings and the
previous studies discussed in this work can be
explained by the quantity and quality of bioactive
molecules present in the plant essential oil, the type
of microbial strains used, and also the quantities
of the used essential oil. The work of Houicher
et al.** confirms the importance of the quantity
and quality of bioactive molecules available in the
essential oil on the antifungal activity against the
same fungal strains tested in this study.

The antimicrobial activity of terpenes and
the components of essential oils are directly
related to incorporate these compounds into
cell membranes. Thus, the differences in lipid
composition of different pathogenic membranes
may be the determining factor for the activity
of these molecules’’. However, Ouraini et
al® explained that due to the complexity of
the chemical composition of essential oils,
it is difficult to give a precise idea about their
mode of action in the sense that each essential
oil's constituents have their own mechanism.
Additionally, other minor molecules may
modulate the activity of the main components®.
Similarly, the essential oil presented different
effects on the strains. For example, it is
fungistatic for some, and reveals both fungistatic
and fungicidal activity for others, even if they
belong to the same genera.

The study of Nobrega ° demonstrated the
good antifungal potential of o-pinene against
Candida spp. This component was isolated
from otomycosis, with the ability to reduce the
formation of blastoconidia and pseudohyphae. In
addition, the B-pinene is a natural compound with

antifungal activity’'*2. It has been also shown
that limonene, a-pinene, B-pinene, and carvacrol
have a potent antifungal effect and antibacterial
activity®®. Carvacrol antibacterial effects were
mediated by ergosterol depletion, cytoplasmic
leakage, and membrane damage’****°. The
monoterpene a-pinene was found to have a very
potent antimicrobial activity against gram
positive than on gram negative strains®.

The difference in minimum inhibitory
concentration (MIC) of the same plant on the
same species of microorganism may be due
to a difference in the chemical composition of
the essential oil. For example, the essential oil
of winter 7. polium is rich in some compounds
that are absent in the essential oil of 7. polium
of autumn containing camphor and eucalyptol,
camphene, borneol, a-terpineol and terpene-4-
alcohol compounds.

Camphene and camphor plant molecules
significantly inhibited morphogenesis and
showed considerable activity against biofilm
establishment and hyphae formation, i.e. to
reduce fungal virulence traits®'%2. Ojeda-Sana
et al>, Han*®, Gupta et al.>’, Hachlafi et al.®,
Kachur and Suntres® and Wang et al.® have
previously showed the antifungal effect and
antibacterial activity of camphor, eucalyptol,
borneol and Camphene. According to Jing ef al.*
and Kong et al.®, a-terpineol could affect cell
wall synthesis and lead to cell wall disruption and
have also completely prevented the growth of 4.
ochraceus while terpene-4-alcohol significantly
reduced the incidence of rot disease and severity.

Conclusion

In the present work, the chemical composition
and antimicrobial effect of 7. polium essential
oils were evaluated. Overall, the essential oils
obtained from winter and autumn season had
an inhibitory effect on fungal and bacterial
microorganisms. The antimicrobial activity of
essentials oils was mainly due to its chemical
profile, concentration, and type of strains. In
light of the acquired results, it can be concluded
that the essential oil of 7. polium possesses
antimicrobial properties, which can be used
as natural antimicrobial agents for humans,



infectious diseases, in biological control and
food preservation. To confirm whether this
antimicrobial effect occurs in vivo, further
research is needed. The significant chemical
variation of 7. polium essential oils with season
can be used to promote interesting cultivars.
In situ, conservation of populations should be
carried out taking into account bioclimatic factors.
To improve the conservation and applications
of T polium, the study of the environmental
diversity of several populations should be used
in conjunction with chemical analysis. Future
biotechnological, pharmaceutical and medical
research, biodiversity, food and biopesticide
industries can all benefit from these results.
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