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Résumé

Le but principal de cette recherche est 1’extraction, I’analyse de I’huile essentielle
d’Aloysia triphylla et sa valorisation biologique. L’extraction par hydrodistillation des
feuilles. Aloysia triphylla récoltees a différentes périodes a fourni une huile essentielle
avec un rendement de 0,2 - 0,35%. Apreés avoir déterminé ses caractéristiques physiques et
organoleptiques, l'identification par CG/SM de cette huile essentielle a montré sa richesse
en aldéhydes, spécifiquement en néral et en géranial avec des teneurs plus importantes au
printemps (20,62%, 27,57%) qu'en automne (15,95%, 19,16%) respectivement. La
thionation de ces aldéhydes a été réalisée par action de P,Ss sur I'huile extraite dans le but
d'améliorer ses propriétés biologiques étudiées par la suite. La caractérisation de cette
derniére par les différentes méthodes spectroscopiques a montré la conversion des
groupements carbonyles en thiocarbonyles, ceci a été observé dans leur spectre IRTF par la
disparition du pic caractéristique de la fonction C=0 situé & 1672 cm™ et I'apparition d'un
pic situé & 989 cm™ relatif & la fonction C=S, ces résultats sont confirmés par l'analyse
CG/MS ou la disparition totale du géranial et du néral a été observé avec l'apparition de
nouveaux produits thionés (5-Isopropenyl-2-methyl-cyclohex-2-enethione, 2-lsopropyl-5-
methyl-cyclohexa-2,5-dienethione, 6-Isopropyl-3-methyl-cyclohexa-2,4-dienethione et le
2-1sopropyl-5-methyl-benzenethiol) identifiés par leurs spectres de masse. A cause de la
grande réactivité des thioaldéhydes, ces derniers ont été cyclisés. L'évaluation de l'activité
antimicrobienne des huiles essentielles native et thionée vis-a-vis de deux souches
bactériennes(Escherichia coli, Staphylococcus aureus) et une souche fongique(Candida
albicans) a montré I'efficacité de I'huile essentielle thionée par rapport a I'huile native avec
des diametres d'inhibition plus importants allant de 26 a 32 mm vis-a-vis d’Escherichia
coli et de 36 a 40 mm contre Candida albicans. Le méme phénoméne a été observé en
étudiant l'activité insecticide de ces huiles essentielles par fumigation contre la souche
Sitophilus oryzae ou la mortalité de tous les insectes exposés a I'huile essentielle thionée
apres lheure d'exposition a été observe, tandis que I'huile native n'a montré son efficacité
qu'aprés 22h.L'huile essentielle thionée pourrait étre utilisée comme un bio-pesticide.

Mots clés: Aloysia triphylla, hydrodistillation, huile essentielle, GC/MS, thionation,
activités biologiques.
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Abstract

The main objective of this research is the biological valorization and the chemical
composition analysis of the essential oil of Lippia citriodora. Extraction of the essential oil
of Lippia citriodora leaves harvested in different seasons (April-May and September) by
hydrodistillation provided a essential oil with an average yield of 0.2% and 0.35%
respectively. After the determination of its physical and organoleptic characteristics, the
identification of this essential oil by GC / MS showed its richness in aldehydes,
specifically in neral and geranial with higher contents in spring (20.62%, 27.57%) that at
autumn (15.95%, 19.16%) respectively. The thionation of these aldehydes was carried out
by the action of P,Ss on the extracted oil in order to improving its biological properties; the
conversion of the carbonyl group into thiocarbonyl was observed in their FTIR spectrum
by the disappearance of the characteristic peak of the carbonyl C=0 group located at 1672
cm™ with the appearance of new peak at 989 cm™ relating to the thiocarbonyl C=S group;
these results were confirmed by CG / MS analysis where the total disappearance of
geranial and neral was accompanied with the appearance of new thionylated products (5-
isopropenyl-2-methyl-cyclohex-2-enethione, 2-isopropyl-5-methyl-cyclohexa-2,5-
dienethione, 6-isopropyl-3-methyl-cyclohexa-2,4-dienethione and 2-isopropyl -5 -methyl-
benzenethiol) identified by their mass spectra. Because of the high reactivity of
thioaldehydes, the latter were cyclized. The evaluation of the antimicrobial activity of
native and thionylated essential oils against two bacterial strains (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus) and one fungi (Candida albicans) showed the effectiveness of the
thionylated essential oil compared to the native oil with larger inhibition diameters ranging
from 26 to 32 mm against Escherichia coli and from 36 to 40 mm against Candida
albicans. The same phenomenon was observed by studying the insecticidal activity of
these essential oils using fumigation method against the Sitophilus oryzae strain, where the
mortality of all insects exposed to the thionylated essential oil was reported after 1 hour of

exhibition, while the native oil showed its effectiveness after 10 hours.

Key words: Lippia citriodora, hydrodistillation, essential oil, GC / MS, thionation,

biological activities.
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INTRODUCTION GENERALE

L'histoire des plantes médicinales et aromatiques est associée a I'évolution de la
civilisation. Dans toutes les régions du monde, I'histoire des nations montre que ces
plantes ont toujours occupé une place importante dans la médecine, la composition
des parfums et les préparations culinaires[1].La valorisation de ces ressources
végétales naturelles se fait essentiellement par I'extraction de leurs huiles
essentielles (HE). Les huiles essentielles et leurs composants sont lancés et
continuent d'avoir beaucoup d'intérét en tant que source potentielle de molécules
bioactives naturelles; Elles sont a I'étude pour leur utilisation éventuelle comme
alternative pour le traitement des maladies infectieuses et la protection des aliments
contre l'oxydation[2, 3]. Actuellement, les huiles essentielles sont utilisées en
aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie et en cosmétique[4]en raison de leur
richesse en composants actifs chargés par une énergie vitale de source naturelle. En
Algérie, il existe une diversité végétale importante en raison de la grande varieté de
biotopes liés aux différences climatiques qui donnent des chances de trouver de
nouveaux actifs naturels alternatifs pour les antibiotiques de synthese ou la
conservation des aliments. Elles sont connues pour leurs activités biologiques[5-7]et en
particuliers leurs activites microbiologiques[8, 9] mais ces activités sont limitées a
certaines souches microbiennes a cause de la variabilité qualitative et quantitative de la
composition chimique des huiles essentielles[10, 11]. La présence d’un ou plusieurs
atomes de soufre au sein d’une molécule est souvent synonyme d’activité biologique voire
de toxicité. Son action est reliée a sa réactivité propre ou bien se limite a un réle purement
structural [12]. Le soufre est I’'un des éléments les plus importants nécessaires a la vie
biologique[13]. Récemment, des dérivés thiocarbonylé isolés des algues marines ont été
identifiés pour leurs pouvoirs antibactériens[14]et aussi la thionation des huiles essentielles
de I'Artemisia herba alba et Rutamontana constituées essentiellement de cétones ont révélé
des grands pouvoirs antimicrobiens[15]. L’Algérie, de par sa situation géographique,
constitue un cadre naturel tout a fait original offrant une gamme compléte de bioclimats
méditerranéens et sahariens favorisant une flore riche variée avec un endémisme tres
marque, induisant une biodiversité des plantes utilisées comme condiments, aliments

naturels et pour des buts thérapeutiques[16].Parmi les plantes médicinales qui constituent



le couvert végétal, se trouve Aloysia triphylla. Cette derniere est utilisée en herboristerie et
en industrie de la parfumerie a cause de l'odeur de citron que dégagent les feuilles broyées;
son huile essentielle est riche en aldéhydes, particulierement en citral et en néral. Aloysia
triphylla est communément connue sous le nom de verveine citronnée, thé arabe et
citronnelle. Cette plante pousse spontanément en Amérique du Sud, au Maroc, elle est
cultivée depuis plus d'un siécle et a été utilisé en médecine traditionnelle comme
préparations de tisane pour ses propriétés antispasmodiques, digestives, gastriques,
sédatives et antipyrétiques. L'huile essentielle extraite des feuilles séchées de Aloysia
triphylla est indiquée pour l'anxiété, le stress, l'insomnie, certaines dépressions, la fatigue
nerveuse, la sclérose en plaques, le psoriasis, la tachycardie, les rhumatismes,
I'entérocolite, la maladie de Crohn, I'anorexie, la dyspepsie, les parasites intestinaux et
comme prevention des crises d'asthme [17-19].L'huile essentielle d" Aloysia triphylla est
connue pour ses activités biologiques et en particulier, ses activités microbiologiques
et insecticides, mais malheureusement ces activités sont limitées en raison de la variabilité
qualitative et quantitative de la composition chimique de cette huile.

Dans ce contexte et dans le but d’une éventuelle valorisation d'Aloysia triphylla, nous nous
sommes intéressés a I’huile essentielle de cette plante. Dans un premier temps I'extraction
de I'nuile essentielle par hydrodistillation, une caractérisation physico-chimiques par UV-
visible, IRTF et par CGMS .Par la suite une thionation des aldéhydes constituants par P,Ss,
et enfin I'évaluation des activites biologiques de I'huile native et modifiée.

Ainsi ce manuscrit s’articule autour de deux parties :
» Une étude théorique composée de deux chapitres :

- Dans la premiere partie, une étude bibliographique est menée sur la matiere
végeétale, sa composition chimique et les différents travaux réalisés sur cette plante.

- Ladeuxieme partie est consacrée a la thionation des huiles essentielles.

> Une étude expérimentale composee de trois parties :

- La premicere partie est consacrée a I’extraction de I’huile essentielle de la verveine
odorante par hydrodistillation récoltée a différentes péeriodes de I'année, ainsi que de la
détermination de leurs propriétés physico-chimiques et organoleptiques et
I'identification de sa composition chimique.

- La thionation des composés carbonylés de I’huile essentielle extraite par action de

pentasulfure de phosphore a fait I'objet de la deuxieme partie.



-L’étude du pouvoir antimicrobien et insecticide des huiles essentielles natives et
thionées est traité dans la troisieme partie.
A la fin du manuscrit, une conclusion ainsi que des recommandations et perspectives des

travaux de recherche a entreprendre achéve notre étude.



CHAPITRE 1
LA MATIERE VEGETALE : Aloysia triphylla ou Lippia citriodora

1.1. Etude botanigue de quelques espéces du genre Aloysia

Aloysia est un genre végétal qui regroupe prés de 200 espéces d'herbes, d'arbustes et de
petits arbres a fleurs de la famille des Verbenaceae originaires d'’Amérique appartient a la
famille des Verbenaceae [20, 21].

Ces tiges peuvent étre a quatre angles et lisses lorsqu'elles sont fraiches, devenant plus
anguleuses ou arrondies et souvent sillonnées ou striées avec l'dge. Les feuilles sont
persistantes ou caduques pendant la saison seche. Elles sont souvent disposées de maniére
opposée ou verticillée, mais peuvent étre alternées ou groupées. Les lames sont de formes
variables, dentees ou a bords lisses et glabres a rugueuses sur les surfaces supérieures. Le
fruit est un schizocarpe[22].

Tableau 1.1: Exemples de quelques espéces du genre Aloysia

Espece Régne Genre Nom commun Origine
Aloysia Plantae | Aloysia Juss - Ameérique de nord
sonorensis
Moldenk
Aloysia Plantae Aloysia verveine menthe Amérique de sud
polystachya d’Argentine
Aloysia virgata Plantae Aloysia buisson Amérique de sud

d'amande douce

Aloysia Plantae Aloysia - Mexique, aussi au
gratissima Texas, Arizona aux Usa,
Aloysia sellowii | Plantae Aloysia - Amérique de sud
Aloysia citrodora | Plantae Aloysia Verveine d'Amérique du
odorante Sud (Pérou, Bolivie, Chil

i, Uruguay, Equateur
et Argentine)
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1.2. Propriétés biologiques de guelgues espéces du genre Aloysia

La plupart des plantes de cette famille sont traditionnellement utilisées comme remedes
pour les problemes gastro-intestinaux et respiratoires.

Plusieurs espéces du genre Lippia possedent des propriétés biologiques telles que 1’activité
antioxydante, antibactérienne, antifongique, antivirale et anti-inflammatoire [20-33] Notre
synthese sur les travaux de la littérature concernant les activités biologiques a touché six

especes de ce genre; les données récoltées sont présentées dans le tableau 1.2

Tableau 1.2 : Activités biologiques de quelques especes de genre Aloysia

N° | Noms scientifiques | Types d’activités biologiques Réfeérences
(organes utilisés)

1 Aloysia Activité antiproliférative [23]
sonorensis

2 Aloysia polystachya | Activité ovicide, insecticide, troubles [24-27]

gastro-intestinaux, douleur, nausée,
vomissements, dyspepsie et gastrite,

activité antimicrobienne.

3 Aloysia virgata Activité antimicrobienne, carminative, [28-30]
diaphorétique, stimulant, stomachic, tonic,
anticatarrhal and antirheumatic,

Activités du systeme nerveux central

4 Aloysia gratissima | Activité anesthésique, activité anti- [31-35]
inflammatoire, activité antimicrobienne,
activité antioxydante, activité

neuroprotectrice.

5 Aloysia sellowii Activité antimicrobienne [36]

6 Aloysia citrodora effets antioxydants, anxiolytiques, [37]
neuroprotecteurs, anticancereux,
anesthésiques, antimicrobiens et sédatifs

1.3. Aloysia triphylla

Aloysia triphylla (une verveine citronnée) estla plus connue de ce genre, elle est
principalement distribuée en Amérique du Sud, en Afrique du Nord, en Europe du Sud et

dans la région nord de I'lran [21, 38]et a une longue histoire en tant que remede populaire




contre le rhume, l'asthme, les coliques, la fievre, la diarrhée, l'indigestion, l'insomnie,
l'anxiété[21, 39, 40]. Elle est généralement cultivée pour I'ardme citronné émis par ses
feuilles, qui sont utilisées pour préparer des tisanes, le plus souvent sous forme de
décoction ou d'infusion administrée par voie orale [41]. On pense que I'huile essentielle et
les composés phénoliques de L.citriodora sont responsables des propriétés
pharmacologiques, y compris l'activité anti-inflammatoire, antimicrobienne et
antitumorale. L'extrait de L.citriodora contient également plusieurs composes phénoliques,
tels que les phénylpropanoides et les flavones glycosylées [42, 43].Les phénylpropanoides
sont les composés les plus répandus dans I'extrait de verveine citronnée. Les
Verbascosides, et les glycosides phénylpropanoides sont les plus abondants dans la
verveine , ces derniers possedent de nombreuses caractéristiques biologiques, y compris

les actions antioxydantes, anti- bactérienne, anti-tumorale et antifongique[44, 45].

1.3.1. Présentation de I’espéce Aloysia triphylla

La verveine odorante (Aloysia triphylla ou Lippia citriodora) est un sous-arbrisseau de la
famille des Verbénacées, originaire d’/Amérique du Sud, introduit et cultivé sur le pourtour
méditerranéen (midi de la France et Afrique du Nord). Originaire d'’Amérique du sud, la
verveine odorante est cultivée sous les climats tempérés comme plante aromatique et
ornementale ainsi que pour les feuilles, utilisées en phytothérapie, récoltées a la fin de I'été
; elle posséde des propriétés similaires a celle de la mélisse. Le genre Lippia montre une
grande diversité génétique, ce qui lui permet de synthétiser une variété de constituants de
I'huile essentielle dans des plantes cultivées dans les différentes parties du monde[46]. Il
s'agit d'un arbrisseau vivace ramifié pouvant atteindre 1 a 5 m de hauteur[47], dont les
tiges anguleuses et cannelées portent des feuilles rudes, courtement pétiolées, verticillées
par 3. Les fleurs disposées en épis possédent 4 pétales soudés a la base en un tube et étalés
en 4 lobes bicolores : blancs sur la face externe et bleu violacé sur la face interne[48]. Les
rameaux sont récoltés peu avant la floraison, rassemblés en bouquets puis séchés. Les
feuilles sont mondées une fois séchées puis consommées en infusion[49]. La verveine
odorante est utilisée en herboristerie et en industrie de la parfumerie a cause de l'odeur de

citron que dégagent les feuilles broyées [50].



1.3.2. Place dans la systématigue botanique

Lippia citriodora est répertoriée comme suit :

Tableau 1.3.Systématique de la plante Lippia citriodora.

Régne Plantae

Division Magnoliophyta
Sous regne Trachéobionta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Verbénacées
Genre Lippia

Espéce Lippia citriodora

Noms Vernaculaires :

1.3.3. Histoire

>

YV V V VY

>

Nom scientifique : Lippia citriodora.

Nom francais : verveine vraie, verveine citronnée ou verveine du Pérou.
Nom en arabe : Louizalaymunia, « 4 sed 3 3151 »

Nom en Allemand: Citronenkraut, Zitronenkraut, Zitronenverbene.

Nom en Grande Bretagne : Lemonverbena, Herb Louisa, LemonBeebrush,
Lemon- scentedVerbena.

Nom en Italie: Cedrina, Cedronella, Erba-Luigia, Verbenaodorosa

La littérature botanique montre une variété de noms, y compris Lippia citriodora,

L.triphylla. Verbena triphylla et Aloysia triphylla. Un botaniste frangais a publié une

description en 1784, et un botaniste espagnol en 1785, en le nommant Aloysia en I'honneur

de Maria Luisa princesse de Parme et épouse de Charles IV d'Espagne. En Amérique du

Sud, les botanistes lui donnérent le nom du genre Lippi, en mémoire d'un naturaliste italien

d'origine francgaise, Augustin Lippi, assassiné en Abyssinie en 1709[51].

1.3.4. Noms communs

Lippia vient du nom de Lippi, un botaniste du XVlleme siécle; le terme citriodora signifie

: « & odeur de citron». Cette plante posséde aussi les noms suivants: Verveine citronnelle,

verveine a trois feuilles, thé arabe, herbe Louise. La verveine odorante posséde plusieurs

nominations suivant les langues courantes de chaque pays.



» Allemagne: Citronenkraut, Zitronenkraut, Zitronenverbene.
> France : Herbe-Louise, Verveine citronnelle, Verveine citronnée, Verveine du
Pérou.

» Grande Bretagne : Lemonverbena, Herb Louisa, LemonBeebrush, LemonVerbena,

Y

Lemon-scentedVerbena.

» ltalie: Cedrina, Cedronella, Erba-Luigia, Verbenaodorosa

Figure 1.1 : L’espéce Aloysia triphylla

1.3.5. Habitat et culture de L'Aloysia triphylla

La verveine odorante est cultivée sous les climats tempérés comme plante aromatique et
ornementale, ainsi que pour ses feuilles, utilisées en phytothérapie. Celles-ci sont récoltées
a la fin de I'été. Elle s'accommode sur tous les types des sols et exige une quantité d'eau
importante[38]. La verveine odorante s'acclimate d'un sol perméable, bien drainé et des
endroits ensoleillés ou semi- ombragés, abrités des vents froids. Elle exige un sol frais en
été, sans exces d'humidité qui entraine la pourriture de ses racines. Elle doit étre paillée en
hiver pour la protéger du gel, car elle ne supporte pas les températures inférieures a 4
°C[46].

1.3.6. Variétés et especes

Il existe deux espéces de verveines utilisées en herboristerie qui font aujourd’hui partie de
deux genres différents :
e La verveine commune (Verbena officinalis), plante inodore a feuilles opposées par
deux.
e La verveine odorante (Verbena triphylla ou Lippia citriodora) encore appelée

verveine citronnelle[52].



Tableau 1.4 : Espéces de Verveine.

Nom Activités Partie Photos
Frangais | Nom Principes Pharmacologiques | concernée

latin actifs

Verbena Eupeptique Tiges+

officinalis | Verbenalol Feuilles

Antalgique

Antispasmodique
Verveine

Verbena Citral Z Anti-
triphylla inflammatoire

Antinévralgique Feuilles

Antidépressive

Sédative

1.3.7 Récolte et séchage de L'Aloysia triphylla

La récolte est effectuée a la faucille et consiste a couper & 10-15 cm a partir du début des
pousses de I'année. Il y a deux périodes de coupe :
» Mai-Juin : lorsque 50% des plantes ont fleuri ;
» Fin Juillet-Aout. Une troisieme récolte peut avoir lieu 1 a 2 mois apres la 2iéme
récolte. Le rendement varie de 1,5 a 3 t/ha en verveine séche pour les deux coupes.
Une fois la récolte est effectuée, on procéde au séchage des feuilles et a leur
séparation des tiges.

1.3.8. Principaux pays producteurs et exportateurs de la verveine

> Les pays producteurs sont le Mexique, le Chili, le Brésil, le pourtour méditerranéen
(Maroc, Algérie, Turquie, France et Israél), I'Afrique du sud et I'Inde.
» Les pays exportateurs sont le Chili, Israél et le Maroc[46].
1.3.9. Marché de L'Aloysia triphylla

Le marché est réservé principalement pour la consommation en herboristerie mais aussi

pour la production de I'huile essentielle. Le kilogramme de plante séche varie de 5 a 10
euros. Celui de l'essence était d'environ 15 000 euros/kg. Actuellement il se situe entre
7 000 et 10 000 euros/kg en fret et de 12 000 euro/kg en Bio[46].

1.3.10. Composition chimique de I’huile essentielle de L'Aloysia triphylla

L’huile essentielle de Lippia citriodora est particulierement riche en citral. Elle a un aspect

liquide, limpide, épais, une couleur jaune péle a foncée et une odeur agréable citronnee.
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Elle est obtenue par hydodistillation de ses feuilles. L’étude menée par [53]sur la
composition chimique de I’huile essentielle de Lippia citriodora de la région de
Settat(Maroc)est majoritairement composée de limonéne (25,86 %) suivi par géranial
(15,63 %) et néral (15,29 %), accompagné de faibles quantités de D-germacréne (4,0 %), B
caryophylléne (3,0 %), p- ociméne (3,0 %) et sabinéne (3,0 %).[54]ont étudié I’huile
essentielle de la région de Gizeh (Egypte), la composition chimique de cette HE est
constituée principalement de citral (14,21 %), - caryophylléne (10,71 %), 1,8-cineole (9,1
%), citronellol (8,87 %), iso menthone (6,43 %), a-bergamotene (5,33 %), menthonol
(5,10 %) et p-cymene (4,23 %). En Jordanie,[55]ont mis en évidence les principaux
composés : limonene (17,7 %), 1,8-cinéole (11,7 %), géranial (10,1 %), néral (9,8 %), a-
curcuméne (6,3 %) et spathulenol (4,6 %). L’huile essentielle de Lippia citriodora
Syrienne[56]est également composée de géranial (25,6 %) et de néral (19,4 %) comme
produits majoritaires ; les autres composés sont : le B-caryophyllene (8,74 %), le D-
Germacrene (5,91%), le y-Elemene (5,84%) et le Ar-curcumene (4,95%). Par ailleurs, les
principaux constituants de 1’huile essentielle de Lippia citriodora cultivée en
Turquie[57] ont été déterminés comme étant, le limonene (30,33%), le trans-citral
(géranial) (17 %), le B-caryophyllene (13,6%), et le cis- citral (néral) (12,77 %). L’analyse
chimique de I’huile essentielle récoltée dans la région de Kabylie (Algérie)[58] a montre
que celle-ci contient comme composes majoritaires le spathulenol (59,45 %),
caryophyllene (50,81 %), cis-citral (36,59 %), géraniol (43,23 %), trans-citral (25,37 %),
limonéne (15,19 %), y-terpinéne (12,34 %), sabinéne (7,14 %), et B-pinéne (6,62 %).
D’autre part, ’huile essenticlle de Lippia citriodora Algérienne[59] est également
composée de limonene (17,72%), géranial (14,79 %), la carvone (14,22 %) et ’oxyde de
caryophyllene (12,38%).

N XNo
N
le)
Géranial Néral

Figure 1.2 : Structure chimique du géranial et du néral.
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1.3.11. Propriétés pharmacologiques

En Amérique du Sud, la verveine odorante a de nombreuses applications, notamment
dans le traitement de 1’asthme, de la fiévre, de la flatulence, de la colique, de la diarrhée et
de troubles digestifs, de I’insomnie et de I’anxiété[60-63]. L’infusion de la verveine
odorante est antispasmodique[60], antipyrétique, sédative, digestive, cardiovasculaire et
diurétique[64]. Elle est Traditionnellement utilisée dans le traitement symptomatique de
troubles digestifs tels que ballonnement épigastrique, lenteur a la digestion, éructations,
flatulence; des états neurotoniques des adultes et des enfants, notamment en cas de troubles
mineurs du sommeil[37]. La verveine odorante est également utilisée contre les états
nerveux, les palpitations, les migraines, les bourdonnements d'oreille et les vertiges[64].Au
Maroc, elle est utilisée traditionnellement en infusion surtout pour ses propriétés sédatives
et myorelaxantes, essentiellement chez le nouveau- né[37]. Une enquéte d’ethno
pharmacologique au Brésil a montré que 1’infusion de Lippia triphylla était un remede les
plus communs a l’insomnie et l’anxiété. Elle est également recommandé comme
analgésique, anti-inflammatoire et anti-oxydante[65, 66]. L huile essentielle de verveine
odorante qui agit comme un sédatif sur le systeme nerveux, combat les états dépressifs,
I’insomnie, les troubles du sommeil, I’anxiété, 1’angoisse, la nervosité, les palpitations
cardiaques et le stress[60]. Elle abaisse la tension artérielle et chasse les maux de téte et les
migraines[64]. Elle soulage les douleurs arthritiques, articulaires, musculaires et
rhumatismales. En inhalation, 1’huile essentielle de verveine augmente la défense du
systéme immunitaire et combat les affections grippales et la congestion des sinus. En
gargarisme, elle soulage la névralgie dentaire et faciale. Vu sa propriété antitoxique, elle
est utilisée en applications locales sur les boutons pour inactiver le venin des insectes,

inoculé par piqure[67].

1.3.11.1. Activité antimicrobienne

L’huile essentielle de L.citriodora a montré une activité antibactérienne contre plusieurs
bactéries telles que Escherichia coli, Shigellasonneiet Pseudomonas aeruginosa[68].
L'activité antibactérienne de L’huile essentielle de L.citriodora recueillie a différentes
régions d’argentine, a été étudiée. L’HE de La Paz a montré la relation citral / limonéne la
plus élevee et la meilleure activité antimicrobienne. Les levures ont été les micro-
organismes les plus sensibles, suivis des bactéries Gram positives. L'analyse statistique a
montré des différences significatives dans l'activité antimicrobienne. Les différences dans

I'activité biologique de chaque huile essentielle pourrait étre attribuée a la quantité et a la
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qualité de la composition terpénique[69]. Les composants a-citral, limonéne et linalol
étaient les principaux composants de I’HE d’Aloysia citriodora, ont influencé a 1’activité
antimicrobienne contre des souches bactériennes et fongiques. En résumé, l'efficacité des
antibiotiques traditionnels peuvent encore étre améliorés. L'utilisation des deux HEs testées

comme alternative a l'utilisation d'antibiotiques sont trés prometteuses[70].

1.3.11.2. Activité insecticide

L'activité ovicide de I’huile essentielle de Lippia citriodora été testée par application
topique a différents concentrations allant de 1,2 a 12,5 pg / ceuf; toutes les concentrations
ont un effet toxique. L'analyse des données a montré que la valeur de la CLs, était de 1,9
ug / ceuf. L'activité insecticide par fumigation a été évaluée dans une chambre, la toxicité
augmentait avec la concentration de 11 a 176 pg / mL d'air et avec les temps d'exposition
de 1 a 48 h[24].La toxicité aigué de cette HE sur les larves de C. quinquefasciatus a été

évalué et a montré un effet trés fort[71].
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CHAPITRE 2
THIONATION DES HUILES ESSENTIELLES

2.1. Modification chimique des huiles essentielles

A Theure actuelle, le contexte social, économique et réglementaire pousse 1’industrie
chimique a concentrer ses efforts dans 1’optique d’un développement durable. De
nouveaux défis s’imposent aux chimistes, comme ’utilisation de ressources renouvelables
ou le choix de procédés plus respectueux de I’environnement. Dans cette €équation

complexe, notre étude vise a proposer des modifications chimiques des huiles essentielles.

2.1.1. Généralités sur la thionation
2.1.1.1. Définition

La thionation est la conversion d'un groupement carbonyle en un thiocarbonyle. Les thio-

analogues des composes carbonylés tels que les thioaldéhydes, les thiocétones, les
thioesters, les thioamides et les thiolactames sont des intermédiaires importants pour la

synthese de différents composés organosulfurés d’activité biologique intéressante[72, 73].
R1 /S

H
Figure 2.1: Structure générale des thioaldéhydes.

2.1.1.2. Nomenclature

Le nom se déduit de celui de I'hydrocarbure correspondant en ajoutant la terminaison
thione, précédé du numéro du carbone fonctionnel (le plus petit possible). Si le groupe

thione n'est pas prioritaire, il est désigné par le préfixe thioxo[74].
2.1.1.3. Intérét

La thionation est I’une des possibilités de modification chimique qui peut influencer sur
les activités des composés. Deux différences principales différencient les thiocétones des
autres carbonyles : la double liaison (C=S) entre le carbone et le soufre utilise des orbitales
de tailles tres différentes (2p sur le carbone et 3p sur le soufre), qui ne se chevauchent pas

bien a cause des plus hautes énergies des orbitales p du soufre, Les doubles liaisons entre
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le carbone et le soufre sont relativement inhabituelles, le groupe thiocarbonyle est plus

réactif et a tendance a s'oligomériser et/ou a se polymériser [75].

o S:1s%2s%2p®3s?3p* 3d°

e 0:15°2s%2p*

e C:15°2s°2p?
De plus, la double liaison entre le carbone et le soufre est moins polarisée du fait d'une
différence d'électronégativité plus petite entre ces 2 atomes Ceci réduit la sélectivité en cas
d'addition nucléophile[75].

A C-0=0,89
AC-S=0,03

La fonction thiocaronyle est isoélectronique de la fonction cétone. La double liaison C=S
est formée par le recouvrement de 1’orbitale 2p du carbone avec 1’orbitale 3p du soufre.
Elle présente un degré de recouvrement plus faible que la liaison C=0 du fait de la
différence de symétrie spatiale et de densité entre les orbitales. En conséquence, les dérivés
thiocarbonylés présentent une réactivité supérieure et sont moins stables que les
groupements carbonyles. De plus, le caractére moins électronégatif du soufre par rapport a
I’oxygene, la forte polarisabilité de la liaison C=S et la participation éventuelle des
orbitales 3d vacantes sont autant de facteurs qui par leurs effets propres ou cumulés,
apportent a la fonction thiocarbonyle une réactivité chimique bien distincte de la fonction
cétone [76].La plus grande instabilité et réactivité des dérivés thiocarbonylés peut
expliquer que d’une fagon générale ils aient été beaucoup moins étudiés que leurs
homologues carbonylés. C’est bien slr plus particulierement vrai de la fonction
thioaldéhyde. Il convient d’ajouter a ces effets, purement structuraux des effets secondaires
liés a ’environnement immédiat : les dérivés thiocarbonylés possedent une odeur forte et
désagréable qui a pu dissuader, directement ou indirectement, des équipes de chercheurs a
travailler dans ce domaine[76]. Seuls, les dérivés possédant des substituants a effets
électroniques stabilisants sont bien connus. Si des voies de synthese de dérivés non
stabilisés sont connues, elles ne semblent toutefois pas suffisamment générales et efficaces

pour que la fonction thiocarbonyle puisse étre considérée a 1’image de la fonction
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carbonyle, comme une pierre angulaire en synthése organique. Sa potentialité existe

pourtant et I’on constate dans la littérature récente un intérét renouvelé pour cette

chimie[76].

2.1.2. Méthode de synthése

Plusieurs méthodes sont annoncées dans la littérature pour la thionation des composés

organiques.

2.1.2.1. Réaction avec le sulfure d’hydrogéne

L'utilisation de sulfure d’hydrogene en présence d'un catalyseur acide, en général de l'acide
chlorhydrique, est une méthode classique. La réaction consiste en une activation du groupe
carbonyle via une protonation qui permet la formation d'un hémiacétalmercapto hydroxyle
suivie d'une élimination[77].

? s W T SH S|
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Figure2.2: Thionation avec le sulfure d'hydrogéne.

2.1.2.2. Réaction avec le pentasulfure de phosphore

En 1869 le pentasulfure de phosphore était le premier réactif de thionation annoncé par
Henry[78] et Wislicenus[79]. Il est connu également sous sa forme P4Sio. Il permet la
thionation a des températures plus élevées que le sulfure d'hydrogene. L'inconvénient de ce
réactif est sa faible solubilité dans les solvants organiques. Les solvants les plus utilisés
dans cette voie de synthese sont le benzene, la pyridine et le 1,2-dichlorobenzene. La
stabilité thermique de ce réactif peut étre une de ses plus importantes caractéristiques. Ceci

permet de le manipuler a des hautes températures dans la gamme 165-175°C[80].
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2.1.2.2.1. Combinaison de pentasulfure de phosphore et de ’hexaméthyldisiloxane

Récemment Curphey[81, 82]a montré que la combinaison de P4Si;o et de
I'hexaméthyldisiloxane convertit efficacement les esters, les lactones, les amides, les
lactames et les cétones a leurs dérivés thiono correspondant avec des rendements

comparables ou supérieurs a ceux obtenus avec le réactif de Lawesson[83].

CH3\ ° HzC
o awesSiTT T SiUIHGC
3
CH3 H3C

Figure2.4:I'hexamethyldisiloxane

2.1.2.2.2. Thionation avec le complexe P4S;o — pyridine dans des solvants

Bien que le P4S;o dans la pyridine a été utilisé pour thioner les composés carbonylés
pendant des années, sa structure n’a ¢té¢ déterminée que récemment. Il réagit facilement
avec de la pyridine a chaud pour former un zwitterion[84, 85]. Dans d’autres travaux, il a

été évoqué que le P4Syo peut étre solubilisé dans I’acétonitrile et méme dans le DMSO.

N . s O
/NJr\u/S\IL/N+ =
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Figure2.5 : Réactif zwitterionique du P;S; dans la pyridine.

2.1.2.2.3. Thionation avec le pentasulfure de phosphore dans 1’alumine

Une méthode simple, efficace et nouvelle a été développée pour la synthese de
thioaldéhydes par thionation des aldéhydes en utilisant P4S;o / Al,O3 dans l'acétonitrile. Il

a éteé trouvé que la combinaison d'Al,O3/

P, S10 concerne un procédé simple et commode pour la synthése des thioaldéhydes. Ces
derniéres années L'utilisation des réactifs et des catalyseurs supportés sur des supports
solides a recu beaucoup d'attention. De tels réactifs non seulement simplifient les processus
de purification et aident a prévenir la libération de résidus de réaction dans
I'environnement. Cela a conduit & une croissance dans le domaine des réactifs solides
supportés sur de l'alumine[86]. Kauslik et al. Ont développé une nouvelle thionation par

encapsulation de pentasulfure de phosphore dans I’aluminium basique. La thionation des
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aldéhydes selon le procédé utilisant P4 S1o / Al,O3 a permis d’obtenir des produits avec de
trés bons rendements mais ’interprétation sur le déroulement de la réaction de thionation
avec P4Sip n’est pas assez claire. La réaction (P;Sio / Al,O3) a été effectuée dans
I’acétonitrile et a donnée des trés bons rendements mais cette méthode nécessite plus

d’études[87].

0 P4S10 / AI203 R
e )
R CH3CN, Reflux S

R et R =alkyl, aryl.

Figure 2.6 : Schéma de Thionation des cétones par P;S;o/Al,0s.

2.1.2.3. Réaction avec le réactif de Lawesson

2.1.2.3.1. Introduction

Le Réactif de Lawesson; 2,4-disulfure de 2,4-bis (4-méthoxyphényl)-1,3-dithia-2,4-
diphosphétane est un composé chimique organique utilisé comme agent de thionation. Il a
été introduit par Sven-Olov Lawesson. Il est synthétisé pour la premiére fois en 1956 [88,
89]. Ce réactif versatile et efficace de thionation est utilisé pour des nombreux composes
carbonyles aromatiques, aliphatiques, insaturés et carboxamides hétérocycliques. Il a été

signalé qu’il se décompose a des températures supérieures a 110°C[8, 90].

Figure 2.7 : Réactif de Lawesson; 2,4-disulfure de 2,4-bis (4-méthoxyphényl)-1,3-dithia-
2,4-diphosphétane.

2.1.2.3.2. Mécanisme

Les sites actifs de la molécule sont activés par l'ouverture du cycle central formé par les

phosphores et les soufres[91]. Cette ouverture se fait principalement par voie thermique :



18

e ;
/Y +
H3C—O—®ﬁ—s —_— H3C—O—®—P\\ — H3C—04@>P\\
S S

Les ylures de dithiophosphines mis a jour peuvent réagir avec le groupe carboxyle pour

former un intermédiaire thiaoxaphosphétane:

R1
Hs 2 S
SH
oo A R
H;C—O P P —»H3;C-0O P-O Ri;—=H,C-0O P—O
N ROR, I I
S S S

La formation d'une double liaison stable P=0 déplace la réaction vers la droite et conduit a

la séparation de l'intermédiaire:

R=H. R=0OMe. R=NH, (Legnanie)
Figure 2.8: Mécanisme de réaction avec RL.

Cette réaction ressemble a la réaction de Wittig et est valable pour les cétones, les amides
et les lactames. Les esters réagissant dans des conditions réactionnelles plus agressives, il
est possible d'effectuer des thionations sélectives [77].Pour ce qui est du réactif de
Lawesson, malgré son codt élevé, il a pu ces derniéres années remplacer le P4Syo. Il est
considéré comme un réactif de choix pour de nombreuses thionations. Les propriétés de
cette derniére ont été d'abord étudiées par Schumacher a la fin des années 1960[92]. Mais,
le champ d'application et les limites du réactif ont été largement inconnus pendant assez
longtemps alors que des travaux d'un groupe danois ont attiré l'attention généralisée a
I'utilité de ce réactif. La littérature montre que le réactif de Lawesson est le meilleur agent
de thionation pour la fonction carbonyle, ainsi que pour les amides, aussi il est plus sélectif

que le P4Syo en cas d'amides primaires[93].
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2.1.2.4. Réactifs de Davy

2.1.2.4.1. Introduction

C’est une famille de composés chimiques organiques utilisés comme agents de thionation.
Ils sont composés d'un centre 2,4-disulfure de 1,3-dithia-2,4-diphosphétane et de deux
extrémités qui sont des groupes thioalkyles ou les alkyles sont un méthyle, éthyle,
isopropyle ou butyle. Ils sont beaucoup plus réactifs que les réactifs de Lawesson et
Belleau[13].

\/\/

P
R \/\\

R=Me,Et,iPr,Bu

Figure 2.9: Structure chimique de réactif de Davy.

2.1.2.4.2. Mécanisme

Les sites actifs de la molécule sont activés par l'ouverture du cycle central formé par les
phosphores et les soufres. Cette ouverture se fait principalement par voie thermique[13,
93].

\/\/ e 5 m
/\/\\ TN

Figure 2.10: Mécanisme de réaction avec le réactif de Davy.

Ces différents réactifs agissent selon le méme mécanisme, mais en fonction des différents
substituants qui les composent, ils réagissent de maniére plus ou moins rapide. Par un
judicieux choix du reactif, une thionation sélective de certains groupes est possible. Le
réactif de Lawesson est le plus utilisé actuellement pour la thionation des groupes

carbonyles. Il occupe la position intermédiaire dans I'échelle de réactivité derriere les
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réactifs de Davy qui sont considérés comme les moins sélectifs, mais devant le réactif de
Belleau [15,94, 95].

2.1.2.5. Réactif de Belleau

Il est moins réactif comme agent de thionation. Sa structure est identique a celle du
réactif de Lawesson dans laquelle les substituants méthoxyles sont remplacés par des

groupes phénoxyles[13].

Figure 2.11: Réactif de Belleau.

Le réactif de Belleau réagit selon le méme mécanisme que le réactif de Davy.

2.1.3 Thioaldéhydes en synthése chimigue

Les thioaldéhydes sont une classe importante de composés soufrés impliqués dans
I'atmospheére, les composés organiques synthétiques et chimie biologique.
Les thioaldéhydes sont tres instables, pour cela ils sont généralement utilisés comme des
intermédiaires pour la synthése d’hétérocycles soufrés[96, 97].
1
|O N/O R 2 ﬁ

R-NCS + — | >LR<— R-CN + M

RZ/le o )\s o/s” "R

R'= Me,Et, Ph; R*=H

Figure 2.12 : Synthese de 1,4,2-Oxathiazoles[96].

OAc (_)Ac
S— " Xy Toluéne S
CO,Me _~ 110°C MeO2C
OAc OAc

Figure 2.13 :Synthése de dérivés de thiapyrane [97].



21

CHAPITRE 3
MATERIELS ET METHODES
3.1. Matériels

3.1.1. Matériel végétal

Les feuilles d'Aloysia triphylla ont été récoltées en juin 2016 de la région de Miliana
(latitude: 36°17°24"N, Longitude: 2°12°36"E), Ain Defla (Algérie).La plante a été
identifiée par le botaniste Monsieur M. Benissad du jardin botanique d’EL Hamma a Alger
(Algérie) et au niveau du laboratoire de botanique du département d’Agronomie de
I’Université de Blida 1 (Algérie). La verveine odorante (Lippia citriodora ou d'Aloysia
triphylla) est une plante herbacée appartenant a la famille des Verbénacées. Elle est
caractérisée par ses feuilles trés parfumées, au goQt de citron. Elle est connue pour ces
propriétés antipyrétique, antiasthmatique, et est également utilisé en cas de troubles

digestifs, rougeole, maux de téte[98, 99].

Figure 3.1 : Aloysia triphylla.

3.1.2. Produits chimigues

P,Ss (99%), NaHCO; (99%), CH,Cl, (99%), DMSO (99%) de marque SIGMA-ALDRICH,

Biochem et Panreac respectivement.
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3.1.3. Matériel biologique

3.1.3.1. Souches bactériennes et fongiques étudiées

Pour la détermination de l'activité antimicrobienne de I’huile essentielle d'Aloysia triphylla,
deux souches bactériennes (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) et une levure
(Candidas albicans) ont été choisies. Ces bactéries sont pathogénes et sont connues pour
leur forte antibiorésistance et leur pouvoir invasif et toxique chez I’homme. Les souches

pathogenes utilisées sont présentées dans le Tableau 3.1.

Tableau 3.1 : Les microorganismes testés

Références Gram
Escherichia coli ATCC 25922 -
Staphylococcus aureus ATCC 6538 +
Candida albicans ATCC10231 /

Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans

Figure3.2 : Bactéries et levure vues sous microscope.

3.1.3.2. Milieux de culture

Suivant les méthodes employées et selon les souches, nous avons utilisé les milieux de

culture suivants:

> Gélose nutritive : En biologie, la gélose nutritive ou gélose nutritive ordinaire
(GNO) ou encore gélose ordinaire est un milieu disolement non-sélectif.
L'isolement est réalisé dans le but de contréler la pureté d'une souche bactérienne
(pur s'il y a un type de colonie sur la gélose) ou de purifier la souche bactérienne
si elle est contaminée. L'isolement permet de séparer des micro-organismes
différents dans un mélange qui pourront étre ainsi étudiés individuellement. Sur
cette gélose nutritive on observe le nombre de colonies différentes (nombre de
type de colonies) et on fait une description des colonies isolées.

» Mueller Hinton (MH) :
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La gélose Mueller Hinton est un milieu riche, standardisé recommandé pour 1’étude
de la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens (la réalisation de

I'antibiogramme).

» Sabouraud :
Le milieu de Sabouraud (ou gélose de Sabouraud) est un milieu de culture acide
favorisant la culture et I'isolement des champignons et des moisissures.

3.1.3.3. Souche de Sitophilus oryzae

Les insectes proviennent d'une souche isolée a partir des grains de blé infestés par S.
oryzae. Cette souche est mise en élevage au laboratoire, dans une salle aérée ou la
température varie entre 24 et 28°C et une humidité de 70%, sur le blé dur, dans un

flacon en verre[100].

+-5 Jour%
Nym he U
\
((Lg\ 26-1-0 jours ' {
L{ Cycle de vie v %, ‘)

llu

}'> j Sitophz‘lus oryzae ™S

(R A

Figure 3.3 : Cycle de vie de Sitophilus oryzae[101].
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3.1.4. Matériels spectroscopigues
3.1.4.1. Spectrophotométrie UV-Vis

Les spectres UV-Vis sont enregistrés sur un spectrophotométre SHIMADZU UV-1800 a

double faisceaux, piloté par un micro-ordinateur avec une cellule de 10 mm.

3.1.4.2. Spectrophotométrie infrarouge

Les spectres infrarouges sont enregistrés sur un appareil de marque JASCO. Les nombres

d’onde sont exprimés en cm™.

3.1.4.3. Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de masse (CG/SM)
e Chromatographe : HP 6890

e Spectromeétre de masse : Quadripdle.
e Conditions opératoires
L’huile essenticlle a été analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse, dans les conditions opératoire suivantes :

Tableau 3.2 : Conditions opératoires (automne) d'analyse GC/MS de I'HE d'Aloysia

triphylla.
Injecteur Colonne Détecteur de masse
Tempeérature : 250°C Type : HP-5 Mode d’analyse : Scan (de
Mode d’injection : Split Dimensions : long 30 m * | g5 550)
1/50 D int 0,25 mm * épaisseur
Volume injecté : 0.2 ul film 0.25 um

Phase stationnaire : 5%
Phenyl 95%
dimethylpolysiloxane.
Température du four :
60°C pendant8 min,
2°C/min jusqu’a 240°C.

, isotherme pendant10min.
Durée d’analyse : 108 min
Gaz vecteur : Azote N2
Débit GV : 0,5 ml/min
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Tableau 3.3 : Conditions opératoires (printemps) du GC/MS de I'HE de Lippia citriodora

Injecteur Colonne Détecteur de masse
Température : 250°C Type : HP-5Ms Mode d’analyse : Scan (de
Mode d’injection : | Dimensions : long 30 m, D | 35a 550)
Splitless Volume injecté : | int 0,25 mm, épaisseur | Solvant utilisé : méthanol:
0lul film 0,25 um Température de I’interface
Température du four :|:280°C
60°C Type d’ionisation : Impact
pendant 8min, pallier02 électronique
°C/min jusqu’a 250°C, Intensité du filament : 70

isotherme pendant 10 min. | év  Tempeérature de la
Temps d’analyse : 113min | source :
Gaz vecteur : Hélium pure | 230 °C
Débit GV : 0 ,5ml/min

3.2. Méthodes

3.2.1 Extraction de I’huile essentielle:

3.2.1.1 Procédé d’extraction

Nous avons utilis¢ 1’hydrodistillation a l'aide d'un appareil de type Clevenger, pour
I’extraction de I’huile essentielle. L’extraction est effectuée durant trois heures, durée
nécessaire a I’épuisement de la matiére premiere en huile essentielle.

Le principe de I’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogene. Le procédé
consiste a immerger la matiére végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté a
¢bullition généralement a pression atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement et la
libération des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules
aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Le mélange est
ensuite refroidi et condensé dans un essencier. Une fois condensees, eau et molécules
aromatiques du fait de leurs différences de densité, se séparent en une phase aqueuse et une

huile.

Nous avons introduit 100 g de feuilles séchées d'Aloysia triphylla, coupées en petits
morceaux dans un ballon d’une capacité nominale de 2 litres contenant de I’eau distillée.

L’ensemble est porté a ébullition pendant 3 h. Quelques grains de pierre ponce ont été
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rajoutés dans le ballon dans le but de homogénéiser la température du systeme. Le
chauffage est assuré par une chauffe ballon électrique. L’ opération est conduite a pression
atmosphérique. Le systeme de cohobage permet de maintenir constant le volume d’eau
présent initialement, durant tout le processus de distillation. Les vapeurs chargées en huiles
essentielles se condensent a leur arrivée au niveau de réfrigérant, elles retombent sous
forme de gouttelettes et forment avec 1’eau un mélange hétérogene. L’huile essentielle de
faible densité par rapport a 1’eau, surnage a la surface de cette derni¢re. L’huile ainsi
obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de sodium, pour éliminer
le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile et enfin elle est conservée dans des
flacons hermétique .Elle est ensuite pesee et conservee a une température de 4 °C jusqu’a

I’analyse. Le montage de I’hydrodistillation est représenté ci-dessous :

Figure 3.4: Dispositif d’hydrodistillation.

3.2.1.2 Détermination du rendement

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport de la masse d’huile
essentielle extraite et la masse de la matiere végétale séche.

Apres un temps estimé a 3 heures d'extraction, I’huile essentielle est prélevée et
récupérée par simple décantation. Elle est par la suite pesée avec une balance de précision.

Le rendement, exprimé en pourcentage, est calculé par la formule suivante :
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R he(%0)= % x 100 (1)
Ou:
R He: rendement en huile essentielle (%).

m: masse de 1’huile essentielle en gramme.
mMo: masse de la matiere végétale séche en gramme.

3.2.2. Détermination des indices physiques
3.2.2.1. La densité
» Principe

Elle constitue un point de repére important. Sa valeur permet d’avoir une idée sur la

I’HE [85]. La densité relative a 20°C d’une HE est définie comme étant le rapport de la
masse d’un volume d’HE a 20 °c, a la masse d’un volume égal d’eau distillée a 20° C[45,
47].

» Mode opératoire

Pour déterminer la densité, nous avons évalué la masse m, du pycnometre vide de 5 ml,
la masse m; du pycnométre rempli d’eau distillée. Puis la masse m, du pycnometre

contenant I’HE. La densité relative est donnée par I’expression :

2)
20_ m2—m0 (
D™= ml-mo0

mo : Masse en gramme du pycnomeétre vide.
m; : Masse en gramme du pycnomeétre rempli d’eau distillée.
m, : Masse en gramme du pycnometre rempli d’huile essentielle.
3.2.2.2. Indice de réfraction
» Principe

L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de 1’angle d’incidence et le sinus de

I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air
dans I’HE maintenue a une température constante. La température de référence est de
20°C[48].

» Mode opératoire

L’indice de réfraction a été déterminé par la lecture directe de I’angle de réfraction a
I’aide du réfractométre, en employant la lumiére diffuse. L’indice de réfraction a la

température de référence T=20°C (n3° ), est déterminée par la formule suivante :
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Avec
T=20°C

[ n22nl +0.00045 (T —T) J .

nLT)’ : est la valeur obtenue a la température T’
3.2.2.3. Pouvoir rotatoire[a]4°

» Principe
Le pouvoir rotatoire est la propriété que présente certaines substances de dévier la

lumiere polarisée. L’angle de rotation optique d’un liquide et 1’angle de rotation (o)
exprimé en degré (°C) du plan de polarisation a la longueur d’onde de 1a raie D du sodium
(avec a =589,3 nm) mesurée a 20°C, sous une épaisseur de 1 décimetre [50].

> Mode opératoire

Amener I’échantillon a une température spécifique et introduire dans le tube en
s’assurant qu’il ne reste aucune bulle d’air interposée. Placer le tube dans le polarimétre et
lire ’angle de rotation dextrogyre (+) ou lévogyre (-) de I’échantillon sur 1’échelle de

I’appareil. Le pouvoir rotatoire est calculé selon la formule suivante :

4
[ [al39= 100% 4 } “

Avec :
A : rotation en degre (°).

L : longueur de la cellule, en décimetre (L=0,1).

3.2.3. Chromatographie sur couche mince CCM

La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation des composés qui
permet d’analyser la complexité d’un mélange. Cette technique a été utilisée pour
visualiser la séparation des molécules de I’huile essentielle

3.2.3.1 Principe

La chromatographie sur couche mince repose sur les phénomeénes d’adsorption,
d’interaction et de polarité. Un mélange de composeés est place sur un support solide (Phase
stationnaire) qui est plongé dans un solvant (phase mobile) qui, par capillarité, se déplace
le long de la phase stationnaire. La phase mobile va entrainer les composés qui migreront a
une hauteur variant en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire et la phase

mobile.
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3.2.3.2. Protocole expérimental

Les échantillons sont analysés en utilisant des plaques CCM commerciales prétes a étre
utiliser, de gel de silice de dimension (20/20 cm).La cuve de migration est partiellement
remplie du mélange de solvant (phase mobile) et recouverte, afin qu’elle soit saturée en
vapeur d’éluant, ce qui facilite et améliore la migration. Une ligne de dépot est tracée a 1,5
cm du bord, I’huile essentielle est solubilisée dans le solvant approprié et déposée, puis la
plaque est mise en contact avec la phase mobile dans la cuve jusqu’a migration de celle-ci

a 0,5 cm du bord supérieur de la plaque.

3.2.3.3. Calcul du rapport frontal Rf

Le calcul du rapport frontal (Rf) est donné par la relation suivante :

()

Dc
Rf=—
f Ds
Ou:
Dc : La distance parcourue par le composeé (mesuré au centre de la tache).

Ds : La distance parcourue par le front du solvant.

3.2.4. Thionation de I’huile essentielle

L’huile essentielle d'une masse del,43g est préalablement séchée par le sulfate de
sodium et dissoute dans 30ml de CH,Cl,, Ensuite 0,7 g de P,Ss et 0,1469 de bicarbonate de
sodium sont additionnés. La réaction est portée a reflux dans un bain marie a 45 - 50°C.

Apreés filtration, on évapore le solvant avec un évaporateur rotatif[15].

3.2.5. Activité antibactérienne
3.2.5.1. Introduction

Ces derniéres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections des
microorganismes résistants aux antibiotiques. Une des approches courantes pour la
recherche des substances biologiquement actives est le criblage systématique des micro-
organismes ou des plantes, qui sont des sources de beaucoup d’agents thérapeutiques
utiles. En particulier, ’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits de
plantes ont formés la base de beaucoup d’applications, y compris, pharmaceutiques,

médicales et agroalimentaires. L’activité des huiles essentielles et des extraits aromatiques
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est souvent réduite a 1’activité de leurs composés majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre
actifs. Evalués séparément sous la forme des composés synthétiques, ils confirment
I’activité des huiles essentielles de compositions semblables. Il est cependant probable que
les composés minoritaires agissent de maniere synergique. De cette maniere, la valeur
d’une huile essentielle tienne a I’intégrité de ses composés majoritaires. Les tests d’activité

antimicrobienne ont été réalisés au sein de laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida.

3.2.5.2. Préparation des solutions tests

Les solutions testées sont préparées par dissolution de I’huile essentielle d'Aloysia
triphylla native et modifiée dans le DMSO. Les doses choisies pour effectuer le test de
toxicité sont : 5/100,10/100 et 30/100.

3.2.5.3. Techniques d'étude du pouvoir antibactérien

Lors de cette étude, nous avons testé I’action de 1’huile essentielle native et modifiée
des différentes especes vis-a-vis des souches bactériennes par la méthode de diffusion sur
disque (aromatogramme)[38].L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en
bactériologie médicale, appelée «antibiogramme» ou« méthode par diffusion en milieu
gélosé » ou encore « méthode des disques ».

» Principe

La technique consiste a utiliser des disques de papier absorbants stériles (de 9 mm de
diametre) imprégnés d’une quantité d’huile essentielle (pure ou diluée) et déposés a la
surface d’une gélose inoculée et uniformément ensemencée par la suspension bactérienne a
étudier. La diffusion de I’HE a partir du disque au sein de la gélose détermine un gradient
de concentration. Les micro-organismes poussent sur toute la surface de la gélose sauf la
ou ils rencontrent une concentration d’huile essentielle suffisante pour inhiber leur
croissance dont on observe apres incubation tout autour des disques une zone circulaire
claire indemne de colonies, appelée «zone d’inhibition». Plus le diamétre de cette zone
est grand, plus la souche est sensible a I’huile essentielle. Plus il est petit, plus la bactérie

est resistante[51].
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Boite de Pétri
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Figure 3.5: Principe de la méthode de diffusion par disque.

3.2.5.4. Protocole expérimental

» Préparation de I’inoculum
Les suspensions bactériennes ont été réalisees par prélevement de 3 & 5 colonies bien

isolées et identiques d’une culture jeune de 18h pour les bactéries et 48h pour les levures,
les mettre ensuite dans 9 ml d’eau physiologique stérile, puis agiter au vortex pendant
quelques secondes.

» Préparation des milieux de culture
Verser les milieux gélosés déja liquéfiés dans un bain marie (Mueller-Hinton pour les
bactéries et Sabouraud pour les levures) sur des boites de pétri a raison de 15 Ml par boite.

Ensemencer les milieux de culture avec 200 uLL de chaque suspension,
> Dépot des disques

Les disques de 9mm en cellulose stériles, imbibés d’une quantité d’huile essentielle, sont
déposés sur la surface de la gélose, puis laisser diffuser sur la paillasse pendant 30 minutes.
L’incubation s’effectue a 37 °C dans une étuve pendant 24h pour les bactéries et 25°C
pendant 48h pour les levures.

» Lecture
A la sortie de 1’étuve, 1’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo

translucide autour du disque, identique a la gélose stérile, dont le diameétre est mesuré a
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I’aide d’un pied a coulisse ou une regle en (mm). Les résultats sont exprimés par le
diamétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité
des souches vis-a-vis de 1’huile essentielle.

D’aprés Ponce et al. (2003)[55, 102] la sensibilité a 1’huile a été classée par le diamétre

des halos d'inhibition :

» Non sensible (-) pour les diamétres moins de 8mm ;
> Sensible (+) pour des diamétres de 8 a 14mm ;
» Trés sensible (++) pour des diametres de 15 a 19mm ;

> Extrémement sensible (+++) pour les diametres plus de 20mm.
La sensibilité des souches microbiennes a été testée vis-a-vis d’un antibiotique
[Ciprofloxacine (ATB); 0,1 mg/ disque] et antifongique [Métronidazol (ATF 1) ; 0,25
mg/disque] selon la méthode de diffusion en milieu solide. La Ciprofloxacine est une
fluoroquinolone, qui posséde un vaste spectre d’activités contre les bactéries a Gram
négatif et a Gram positif.
3.2.6. Activité insecticide

Les méthodes d’application d’insecticides sont variées et elles dépendent surtout de la

nature de I’insecte et de la nature du produit a protéger. Dans notre cas les solutions des
huiles essentielles sont testées par fumigation pour favoriser leur diffusion dans le milieu

traité.

3.2.6.1. Application des huiles essentielles par fumigation sur les adultes de Sitophilus

oryzae

La fumigation avec I’huile essentielle a été effectuée dans des boites en verre,
hermétiques et transparentes, de capacité de 0,25L comme chambre d'exposition pour
tester la toxicité de 1’huile essentielle contre les adultes du S. oryzae. La charge d’huile
essentielle est déposee sur une rondelle de papier filtre puis placée dans le couvercle qui
est ensuite vissé sur le flacon. Chaque flacon contient 15 insectes, un témoin est réalisé
dans les mémes conditions avec une rondelle du papier filtre non chargée. Le contrdle de
mortalité s'est fait par dénombrement d'insectes morts chaque heure du premier jour de

traitement jusqu'a la mort de tous les individus sans ouvrir les flacons[103].
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Figure 3.6 : Boite pour lI'application insecticide.

3.2.6.2. Correction de la mortalité

L'efficacité d'un produit est évaluée par la mortalité. Le nombre d'individus dénombrés
morts dans une population traitée par un toxique n'est pas le nombre réel d'individus tués
par ce toxique Les pourcentages de mortalité des individus tués par 1”huile essentielle de la
plante sont corrigés par la formule de Schneider Orelliqui tient compte de la mortalité
naturelle (témoin)[104].

M-Mt

Mc % = 100-Mt (6)

Mc : le pourcentage de mortalité corrigé.
M : le pourcentage de morts dans la population traitée.
Mt : le pourcentage de morts dans la population témoin
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CHAPITRE 4
RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. Extraction de I’huile essentielle de L'Aloysia triphylla

4.1.1. Rendement en huile essentielle

Le rendement moyen en huile essentielle, qui est calculé en fonction de la masse du
matériel végétal séche, pour I’espeéce Aloysia triphylla est représenté dans le tableau

suivant :

Tableau 4.1 : Rendements d’extraction de I’HE de L'Aloysia triphylla

Période Septembre(2016) Avril-Mai(2016)

Rendement (%) 0,35 0,2

L’extraction de I’HE d' Aloysia triphylla effectué par 1’hydrodistillation de type Clevenger
a fourni un rendement moyen de 0,28%.Ce résultat est comparable a celui obtenu de
L.citriodora provenant de la région de Kabylie (Algérie) 0,29%[62],et de nord de I’ Algérie
(Blida) 0,36 %[59], mais faible comparativement & celui de L.citriodora provenant de
I’ Argentine 3,8 % [105].Les feuilles de L.citriodora ont montré un rendement moyen de
0,28 % valeur bien inférieure a celle trouvée par (Agah et Najafian, 2012) [106], a partir
des feuilles de L.citriodora distillées a shirazen Iran et qui est de 1,03%. D'autres travaux
ont éte réalisés par Adilson et al. (2004)[107], et Gomes et al. (2006)[108]sur Aloysia
triphylla ont obtenu des rendements 0,22 % et 1,2 % respectivement.

4.1.2. Caractérisation de L’huile essentielle de L'Aloysia triphylla

4.1.2.1. Détermination des caractéristigues organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques de 1’huile essentielle de L.citriodora obtenues par
hydrodistillation sont représentées dans le tableau 4.2, I’huile essentielle d'Aloysia
triphylla présente un aspect liquide, limpide, jaune foncé et elle est caractérisée par une

forte odeur citronnée.




35

Tableau 4.2: Propriétés organoleptiques de 1’huile essentielle d'Aloysia triphylla.

Origine Aspect Couleur
HE de Lippia Liquide, )
o o Jaune foncé
citriodora limpide

4.1.2.2. Détermination des Indices physiques

Les résultats des analyses physiques sont regroupés dans le tableau 4.3.

Tableau 4.3 : Caractéristiques physiques de I’huile essentielle d'Aloysia triphylla.

Caractéristiques Rt Hexane/Acétate d’éthyle
. D% ng’ [a]B
physiques (v/v; 9,5/0,5)
0,31
Valeurs 0,902 1,491 -21,6
0,25
Normes AFNOR | 0,890-0,920 1,475-1,495 222412 -

Les résultats des analyses physiques révélent que les indices de I’HE d'Aloysia triphylla

sont conformes a la norme AFNOR.

4.1.2.3. Caractérisation de L huile essentielle d'Aloysia triphylla par UV-vis

L'analyse UV-Vis de I'huile essentielle d'Aloysia triphylla (Figure 4.1) solubilisé dans le

méthanol a permis d'identifier deux pics dans la région ultraviolet situés respectivement a

223 - 232 nm caractéristique des transitions électroniques

d'un alcéne et n — 7 de la fonction carbonyle d'un aldéhyde.

- 1 d'une double liaison




36

1,1 ~

0,9 -

0,7 -

0,5 -

Absorbance

0,3 1

0,1

-0,1200 220 24 0 280 300

0 26
A (nm)

Figure 4.1 : Spectre UV-vis de I’HE d'Aloysia triphylla.

4.1.2.4. Caractérisation de L huile essentielle d'Aloysia triphylla par IR

La figure 4.2représente les bandes d’absorption IR de I’huile essentielle d'Aloysia triphylla.

i
o
N/
I~
LI~
~ =
[y ]
w
& Coa D
1,7
a/
o L6 <
o b1
! m
% 1| l'\"!
- ™~
= 1,51 =y
2 ~ 39
2 < x =
< a4 m m N
< — P
1,4 o 1=
L=
HH
-

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers

Figure4.2 : Bande d'absorption IR de I’HE d'Aloysia triphylla.

Le spectre IRTF de I’HE d'Aloysia triphylla est caractérisé par deux pics situés a 2956

cm™ et 2926 cm™ responsables de la vibration de la liaison C—H relatifs aux groupements
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—CHs et —CH,, suivi d’une bande moins prononcée vers 2864 cm™ du groupement (—CH)
des aldéhydes, un pic de forte intensité, trés pointue correspondant a 1’absorption du

groupement carbonyle (C=0) présent dans les aldéhydes est situé a 1672 cm™.

4.1.2.5. Caractérisation de I’huile essentielle d'Aloysia triphylla par CG/MS

Dans cette étude, des parties aériennes d'Aloysia triphylla ont été récoltées a deux stades
phénologiques c.-a-d. végétatif (Avril-Mai) et pleine floraison (Septembre). Une étude
comparative entre la composition chimique de I'HE d'Aloysia triphylla récoltée a

différentes périodes a éte réalisée et représentée dans la partie suivante.

4.1.2.5.1. Composition chimique de I’HE d'Aloysia triphylla en (Septembre)

Le chromatogramme représenté par la figure 4.3 représente la composition chimique de

I’HE d'Aloysia triphylla récoltée au moment de floraison.
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Figue 4.3 : Chromatogramme de ’huile essentielle d'Aloysia triphylla (floraison).

L’identification chimique de la composition chimique de I’huile essentielle représentée
parle tableau 4.4, a montré I’existence de 13 composants appartenant a différentes familles
chimiques. L’huile essentielle étudiée est composée de monoterpenes et de sesquiterpenes

dont le D-limonéne (23,6) a été détecté comme composé majoritaire; le néral (15,97) et le
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géranial (19,16) aussi ont été détecté avec des teneurs importantes; il a été aussi remarqué

la présence de Spathulenol (9,58) et de Caryophylleneoxide(14,37).

Tableau:4.4 : Composition chimique de I’HE d'Aloysia triphylla (floraison)

Composés Tr Teneur (%)
a-pinene 28,7 2,23
Sabinéne 34 4,79

D-Limonene 42 23,64

1,8-Cineol 44,4 0,95

Terpinen-4-ol 63,7 1,27
a-Terpineol 64,9 1,11
Neral 72,4 15,97
Geranial 76,6 19,16
d-Cadinene 90,4 3,19
Curcumene 94,9 2,71
Spathulenol 102,7 9,58
Caryophylleneoxide 114,6 14,37
Nerolidol 120,7 0,95

4.1.2.5.2. Composition chimique de ’HE d'Aloysia triphylla récoltée en (Avril-Mai)

Le chromatogramme ci-apres (figure 4.4) illustre la richesse quantitative de 1’huile

essentielle de verveine odorante récolté dans la période de croissance végétative.
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Figue 4.4 : Chromatogramme GC-MS de I’huile essentielle d'Aloysia triphylla

(croissance végétative: Avril-Mai)

La composition chimique de I’HE de la verveine odorante récoltée en Avril-Mai et
présentée dans le tableau 4.5 montre la richesse de cette derniére en aldéhydes (48,17%),
représentée par le néral (20,62%) et le géranial (27,55%), suivi par les sesquiterpénes, qui
représentent environ 38,08% de I'huile totale. D'autres composés ont été détectés: le
Curcumene (13,62 %); le Spathulenol (11, 14%) et le Caryophyllene oxide (12, 31%) ;
d’autres monoterpenes ont ét¢ détecté en faible teneurs comme le limonene (8,70%), le

1,8-Cinéol (1,69%), le Terpinéne-4-ol (0,28%) et I’ a-Terpinéol (0,35%).
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Tableau 4.5 : Composition chimique de I’HE d'Aloysia triphylla (croissance végeétative:
Avril-Mai).

Composés Tr Teneurs %
D-Limonene 7,89 8,70
1,8-Cinéol 8,00 1,69
Terpinene-4-ol 13,01 0,28
a-Terpinéol 14,07 0,35
Néral 15,04 20,62
Carvone 15,12 0,01
Géranial 16,04 27,55
0-Cadinene 18,63 2,62
Curcumene 21,00 13,62
Spathulenol 23,20 11,14
Caryophylleneoxide 23,34 12,31
Nerolidol 25,05 1,01

4.1.2.5.3. Etude comparative entre la composition chimique des HE récoltées a différentes
périodes

On constate que I'huile essentielle de la verveine odorante se caractérise par une présence
importante de citrals: le néral et le géranial qui représentent sur les 2 échantillons analysés
une moyenne d'environ 24,75%, avec 10,15 % de néral et 14,6% de géranial ; les plus
grandes teneurs ont été obtenues a partir de I’HE de la verveine odorante récoltée en Avril-
Mai; Les sesquiterpénes, le Curcumene, le Spathulenol et le Caryophylleneoxide
représentent 37,07 % en croissance végétative a 26,66 % au moment de floraison ; d’un
autre cOté les monoterpenes ont été détectés en quantités plus importantes a partir de la
plante récoltée en automne ou le limonéne représente environ 23, 64% de I'huile totale
(Figure 4.5).
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Figure 4.5 : Comparaison de la composition chimique de I’HE a différentes périodes.

Dans une premiére étude, des parties aériennes d'Aloysia triphylla récoltées a trois stades
phrénologiques c.-a-d (végétative, pleine floraison et nouaison) ; 13, 12 et 11 composés
d'huile essentielle ont été identifiés en végétation, pleine floraison et nouaison des fruits
respectivement. Les principaux composés aux trois stades étaient le géranial et neral. Le
géranial était le composé le plus abondant au stade végétatif (33,7%) et le plus faible au
stade de floraison (32,7%). la haute teneur en néral a été observée au stade végeétatif
(26,1%) et la plus faible en nouaison (25,06%)[109].

Dans une deuxiéme étude, la composition chimique de I’huile essentielle extraite des
feuilles fraiches d'Aloysia triphylla récoltée en mai, lorsque les taux de croissance sont
maximaux, est en septembre, en pleine floraison. Dans les deux échantillons, les
principaux constituants étaient le géranial, le néral et le limonene, constituant 66,3% du
rendement total en huiles essentielles en mai et atteignant 69% en septembre. Cependant,
leurs valeurs individuelles en pourcentage ont considérablement changés pour le géranial
et le néral, ou les teneurs les plus importantes ont été révélées au mois de Mai, passant de
38,7 a 26,8% et de 24,5 a 21,8%, respectivement. Quant au limoneéne, il est passé de 5,8 a
17,7%. Tous les autres composants sont restés plus ou moins inchangés a la fois
qualitativement et quantitativement. Nos résultats sont en accord avec ce phénomene[17].
La teneur et la composition des huiles essentielles de nhombreuses plantes médicinales et

aromatiques sont grandement influencées par les conditions agronomiques, telles que la
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période de récolte Bylaite et al.[110]; Santos-Gomes et Fernandes-Ferreira,[111]; Sefidkon
et al.[112]. Le temps de la récolte est important en ce qui concerne le rendement en huile et
composition [113-115]et en ce qui concerne 1’économie globale. Carnat et al.[116]ont
montré que les principaux composés de 1I’huile essentielle des feuilles de la verveine

citronnée étaient le néral et le géranial[109].

4.2. Thionation de I huile essentielle d'Aloysia triphylla

La thionation de I'huile d'Aloysia triphylla riche en aldéhydes qui possédent des propriétés

antibactériennes et insecticides a éeté realisée dans le but d'ameliorer ces propriétés.

La thionation de l'huile essentielle d'Aloysia triphylla a fourni un produit de consistance
semi-solide de couleur orange avec une trés forte odeur agréable et sulfurée apres 5h de

reaction et un suivi par CCM.

4.2.1. Caractérisation par CCM

Les résultats obtenus de la chromatographie sur couche mince d’huile essentielle (native et

modifiée) d'Aloysia triphylla sont représentés par le tableau 4.6.

Tableau 4.6 : Résultats de la chromatographie sur couche mince de I’huile essentielle

d'Aloysia triphylla.

o Systeme de

Huile étudiée N° de spot Rf

solvant v /v (ml)
1 0,31

HE Hexane/Acétate
2 0,25

d’éthyle

HEM (9,5/0,5) ; 0%
2 0,81

La cinétique de la réaction de thionation de I’huile essentielle d'Aloysia triphylla. Aprés 5
heures de chauffage a reflux, on a observé la disparition des deux taches I’huile essentielle
et I’apparition de deux nouvelles taches responsables de la formation de thiocarbonyle
C=S.
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4.2.2. Caractérisation par UV/vis

Le spectre UV-Vis enregistré apres thionation dans le méthanol est totalement différent de
I'huile de départ et il montre clairement la disparition de la bande spécifique de la fonction

carbonyle et l'augmentation de celle localisée a 223 nm (Figue 4.6).

1,200 T T

1.000

0,004 ' :
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Figue 4.6 : Spectre UV-Vis de I'huile essentielle d'Aloysia triphylla thionée (a), et native
dans le méthanol (b).

4.2.3. Caractérisation par IR

Sur le spectre IRTF de I’HE d'Aloysia triphylla modifiée, nous observons respectivement
les mémes bandes de I’HE d'Aloysia triphylla native (figure 4.7), un nouveau pic apparait
4 989.38 cm™ aprés thionation, ce dernier correspond a 1’absorption du groupement C=S,
cette bande est absente sur le spectre de I’HE d'Aloysia triphylla par conséquent, on
observe la disparation partielle du pic responsable de la vibration de la fonction aldéhyde
situé 2 1672 cm™.
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Figure 4.7: Spectre IR de I'HE d'Aloysia triphylla modifiée.

4.2.4. Caractérisation par GC/MS

Le chromatogramme de I'huile essentielle d'Aloysia triphylla thionée (Figure 4.8) confirme

les résultats obtenus par ’'UV-vis et IR.
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Figure 4.8 : Chromatogramme de I'HE d'Aloysia triphylla modifiee.
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L’analyse par CG/SM a permis 1’identification des composés regroupés dans le tableau 4.7.

Tableau 4.7 : Composition chimique de I'HE d'Aloysia triphylla modifiee.

Composés Tr (min) | Composition (%)
Eucalyptol (1,8-Cineol) 10,18 1.77
D-Limonene 10.02 0.89
5-Isopropenyl-2-methyl-cyclohex-2-enethione 20,67 2.87
2-1sopropyl-5-methyl-cyclohexa-2,5-dienethione 22,59 3.50
6-Isopropyl-3-methyl-cyclohexa-2,4-dienethione 24,99 10,88
2-1sopropyl-5-methyl-benzenethiol 27,13 7.98
8- Muurololene 29.04 151
d- cadinene 31,24 3.16
Curcumene 37,53 14.05
Spathulenol 43,50 39.48
Caryophylleneoxide 43,66 12.53
Nerolidol 31.24 1.38

Les composés carbonyles a savoir le néral, le géranial et le carvone ont été transformés par
cyclisation en enethiol et thione (Figure 4.9) ainsi que la thionation du carvone en 5-
Isopropenyl-2-methyl-cyclohex-2-enethione (carvothione) selon les réactions suivantes
(Figure 4.10). Il faut ajouter qu'en solution la fonction thione se transforme en fonction

thiole par tautomérie irréversible [9].
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.

2-Isopropyl-5-methyl-benzenethiol

Figure 4.9: Réaction de thionation du néral et géranial

Op,S./NaHCO; S
CH,Cl,
carvone 5-Isopropenyl-2-methyl-cyclohex-2-enethione

Figure 4.10: Réaction de thionation du carvone

o
b

Figure 4.11: Réaction de tautomérisation thione—enethiol.
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4.3. Résultats de 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne de I'huile essentielle d'Aloysia

triphylla native et modifiée

Nous avons testé 1’huile essentielle avant et apres modification chimique vis-a-vis des
souches bactériennes et moisissures citées précédemment en appliquant la méthode de
diffusion sur disque qui nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien des

huiles essentielles.

La détermination de I'activité antibactérienne se fait par la méthode de diffusion par disque
(aromatogramme). Nous rapportons dans le (tableau.4.8) les diameétres des zones

d'inhibition des huiles essentielles d'Aloysia triphylla, native puis modifiée.

Les résultats obtenus montrent que ’huile essentielle d'Aloysia triphylla native donne
des zones d’inhibitions entre 14 et 26 mm avec les deux souches bactériennes. La bactérie
gram™ (E. coli) présente la plus grande activité avec une zone d’inhibition de 32 mm alors
que la bactérie gram+ présente une zone d’inhibition de 26 mm pour S. aureus. Les
résultats obtenus pour la souche antifongique testée ont montré que la souche C. albicans
est extrémement sensible pour I’HE d'Aloysia triphylla native avec une zone d’inhibition
de 36mm. La différence des diamétres d’inhibition pourrait étre due principalement a la
composition chimique de I’huile essentielle extraite et I’activité antibactérienne de ces
dernieres pourrait principalement étre due aux composés majoritaires : Citral (géranial,
néral) et limonéne. D’aprés Cushnie T et al. 2011[117]. Il y a plusieurs parametres peuvent
influer la détermination de 1’activit¢ antimicrobienne comme : le type des micro-
organismes ciblés, la méthode d’évaluation de 1’activité¢ antimicrobienne, la concentration,
le type de I’extrait et particulierement la nature et la structure moléculaire des molécules

bioactives des métabolites secondaires.

Pour I’HE d'Aloysia triphylla modifiée, le tableau 4.6 montre une activité fortement
inhibitrice. Des diamétres d’inhibition plus élevés que I’HE native surtout pour les souches
antifongiques. Alors que L’HE d'Aloysia triphylla modifiée montre une activité
extrémement sensible vis-a-vis les deux souches bactériennes testées Escherichia coli et

Staphylococcus aureus avec des zones d’inhibition de 32 mm et 26 mm respectivement.
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Selon le tableau 4.8 I’HE d'Aloysia triphylla modifiée présente aussi une tres forte activité
antifongique vis-a-vis Candida albicans avec une zone d’inhibition de 40 mm. dans ce cas

I’HE modifiée est alors fortement inhibitrice.

Tableau 4.8: Résultats des tests d'activitéantimicrobienne des huiles essentielles natives et
des thio-cyclisées (mm) *.

Escherichia Staphylococcus Candida
coli aureus albicans
Ciprofloxacine 25 35 )
Metronidazol ) ) 40
5 12 - 16
10 14 10 17
HE
30 22 13 27
100 26 14 36
5 22 13 23
10 24 14 25
HEM
30 30 24 30
100 32 26 40

*Les tests avec du solvant pur (DMSO) étaient négatifs

D’apres les résultats obtenus dans le tableau 4.10, Il faut noter que tous les dérivés thionés
testés ont montré des diametres d’inhibition supérieure devant celle de 1’huile essentielle
native. Nous remarquons que la souche antifongique Candida albicans est plus sensible a
toutes les huiles essentielles (native et modifiée) elle révele des résultats assez modérés, les
meilleurs zones d’inhibition sont observées pour I’huile essenticlle d'Aloysia triphylla

modifiée. Les composés thionés possedent une activité trés intéressante surtout contre la
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souche antifongique candidat albicans, malgré la non solubilité totale du produit, il révele

des résultats assez modérés.

40 -

30 -
M Verveine 100 %
20 - M Verveine 30 %
Verveine 10 %

10 1 M Verveine 5 %

natif | modifiée | natif | modifiée

natif ‘ modifiée

Escherichia coli Staphylococcus Candida albicans

aureus

Figure 4.12 : Activité antibactérienne de I’HE d'Aloysia triphylla native et modifiée.

En conclusion, I’HE native et modifiée ont réagit positivement sur toutes les souches
microbiennes testées ce qui confirme que I’HE native et modifiée de la plante d'Aloysia

triphylla sont douées de propriétés antimicrobiennes.

4.4. Résultats de 1’évaluation de Dactivité insecticide de l'huile essentielle d'Aloysia

triphylla native et modifiée

L'évaluation du pouvoir insecticide de I'huile essentielle d'Aloysia triphylla native et

modifiée adonné les résultats suivants :

L’ensemble des figures représente 1’effet de I’'HE d'Aloysia triphylla contre la Sitophilus
oryzae par fumigation. D’apres la Figure 4.13, nous remarquons aprés 1h d’exposition le
taux de mortalité de I’HE d'Aloysia triphylla atteint une valeur de 13,33 %, et une valeur
de 73,33 % apres 20 h, les Sitophilus oryzae ont été éliminés totalement aprés 22 h et que
le taux de mortalité de I’HE d'Aloysia triphylla modifiée atteint aprés 1h une valeur de 100

%. Les résultats obtenus montrent que les Sitophilus oryzae ont été éliminés partiellement
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avec un taux de mortalité de 13,33 % apres 1h d’exposition. Par contre le taux de mortalité

de I’HE modifiée apreés la méme durée atteint son maximum.
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Figure 4.13 : Variation du taux de mortalité des insectes traités par I'HE d'Aloysia triphylla

native et modifiée en fonction du temps.
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CONCLUSION GENERALE

Au cours de ce travail, nous avons présenté une contribution & la valorisation du potentiel
aromatique et médicinal de la flore algérienne. Nous avons effectué des tests d'évaluation
utilisant des composés phytochimiques, la synthese organique et la recherche sur l'activité
biologique. Nous avons étudié les composés cycliques et aliphatiques comportant le motif

thiocétone comme biopesticide.

Dans cette étude, des parties aériennes d'Aloysia triphylla ont été récoltées a deux saisons
(automne et printemps). Les rendements moyens en huile essentielle isolée par hydro
distillation pendant 3 h a l'aide d'un appareil de type Clevenger sont variables (0.2-
0.35%).L'huile essentielle extraite a été analysée par GC-MS. Les principaux composés
étaient le néral et le géranial avec des teneurs plus €levées au stade végétatif (48,17%)
qu'en pleine floraison (35,13%). Ou le néral présentait 20,62% de I'huile essentielle
récoltée en Avril-Mai et 15,97% de l'huile récoltée en Septembre; d'un autre cote, le

géranial a été détecté avec 27,55% et 19,16% respectivement.

La thionation de I’huile essenticlle de la verveine a été effectué par action de P,Ss, ceci a
conduit a la transformation par cyclisation des aldéhydes, géranial et néral en thiol et
thione ainsi que la thionation du carvone en 5-1sopropenyl-2-methyl-cyclohex-2-enethione

(carvothione).

L’activité antibactérienne et antifongique de I’HE d'Aloysia triphylla a été déterminée
selon la méthode de I’aromatogramme ; cette technique montre que notre huile posséde
une activité sur Escherichia coli, Staphylococcus aureus et la levure Candida albicans. On

constate que I’HE d'Aloysia triphylla présente une activité antimicrobienne modérée.

La modification chimique de cette huile essentielle a provoqué une amélioration de
I'activité antimicrobienne contre ces souches ainsi que l'augmentation de I'activité

insecticide testée par fumigation contre la souche Stiphilus Oryzae.

A la lumiére de ces résultats, une étude plus approfondie sur I'effet tautomeére et la stabilité
des thioaldéhydes sont recommandées; de plus les activités biologiques de ces huiles
essentielles étudiées peuvent étre approfondies par la détermination des concentrations
minimales inhibitrice ainsi que la DLs.

L'huile essentielle thionée d'Aloysia triphylla pourrait étre utilisée dans dautres

applications, comme: un bio-pesticide.
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