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Résumé

Plusieurs travaux de recherche ont été concentrés sur les huiles essentielles extraites des
plantes aromatiques. Les différents résultats publiés indiquent qu’elles sont douées de
plusieurs propriétés biologiques.

Dans ce contexte, nous avons essayé de modifié les huiles essentielles de la rue de
montagne et de I’armoise blanche par thionation dans le but d’augmenter leur hydrophobie
et leur volatilité et d’évaluer 1’activité antibactérienne et insecticide de ces huiles
essentielles avant et apres modification chimique.

L’extraction a été réalisée par entrainement a la vapeur d’eau, le rendement a été voisin de
0,63 % pour la rue de montagne et 1,22% pour I’armoise blanche.

La réaction de thionation a été réalisée d’abord sur des molécules model ensuite sur la
matrice des huiles essentielles en utilisant le P2S5 avec le bicarbonate de sodium dans le
CS.,.

Les analyses FTIR ont montré la disparition de la bande d’absorption de la fonction
carbonyle situé a 1716 cm™ pour les cétones aliphatique dans I’huile essentielle de la rue et
a 1742 cm™ des cétones cyclique dans I’huile essentielle de I’armoise et 1’apparition de
nouveau pic situé & 1024 cm™ dans I’HE de la rue responsable de la vibration de la fonction
thiocétone aliphatique et 1017 cm™ de la fonction thiocétone cyclique dans I'HE de
I’armoise.

Les analyses GCMS montre ’apparition de nouvelles molécules thionée identifi¢ par les
spectres de masse.

Les huiles essentielles thionée ont donnée des activités microbiologique et insecticide plus

importante que celle des huiles essentielles natives.

Mots clé : huile essentielle, armoise blanche, rue de montagne, thionation, P,Ss, activité

antibactérienne, activité insecticide.



Abstract :

Several research studies have focused on the essential oils extracted from aromatic plants.
The different results published indicate that they are endowed with several biological
properties.

In this context, we tried to change the essential oils of Ruta montana and Artemisia herba
alba by thionation in order to increase their hydrophobicity and their volatility and evaluate
the antibacterial and insecticidal activity of these essential oils before and after chemical

modification.

The extraction was performed by steam distillation of water, the yield was close to 0.63%
for the Ruta and 1.22% for Artemisia.

The thionation reaction was carried out first on model molecules then on the essential oils

matrix using P,Ss with the Sodium bicarbonate in the CS,.

FTIR analysis showed the disappearance of the absorption band of the carbonyl function
located at 1716 cm-1 for the aliphatic ketone in the essential oil of Ruta and 1742 cm-1 for
cyclic ketones in the essential oil of Artemisia and the appearance of new peak at 1024 cm”
in the HE responsible of vibration of aliphatic thioketone and 1017 cm™ for of the
cyclical thioketone function. The GCMS analysis shows the appearance of new

thiomolecules identified by mass spectra.

The modified essential oils have given greater microbiological and insecticide activity than

the native essential oils.

Key words: essential oil, Ruta montana, Artemisia herba alba, thionation, P,Ss,
antibacterial activity, insecticidal activity
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INTRODUCTION

Depuis deux décennies, des études ont été menées sur I’exploitation des propriétés
naturelles des huiles essentielles. De nouvelles applications ont été développées dans le
domaine biologique. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, anti-
oxydantes, antibactériennes, antifongiques et insecticides. Plus récemment, on leur
reconnait également des propriétés anticancéreuses.

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large, leurs activités biologique sont
principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de

leurs composés volatils majeurs.

L’Algérie, de part sa position géographique, présente une large gamme d’étages
bioclimatiques, induisant une biodiversité de plantes utilisées comme condiments, aliments
naturels et pour des buts thérapeutiques [1]. Parmi les plantes médicinale qui constituent le
couvert végétal, se trouve ’armoise blanche et la rue de montagne.

La caractéristique principale de ces huiles est la grande richesse en cétones qui
représentent 25 - 90 % de ces huiles [2].

Les composés soufrés sont trés rare dans les huiles essentielles, et n‘existe pas dans les
huiles essentielles de la rue de montagne et de I’armoise blanche. Le soufre en tant
qu’élément chimique tient une place particuliere en chimie organique, son nombre
d’oxydation peut varier entre — 2 et + 6 ce qui lui permet d’étre présent dans des fonctions
équivalentes aux fonctions oxygénées classiques, telles que les thiols, les sulfures et les
thiocarbonyles. 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 [3].

Dans le présent travail notre objectif fut alors de modifier la matrice de ces deux huiles
essentielles par thionation des composés carbonylée présent et d’étudier son activité
antimicrobienne vis-a-vis des souches bactériennes et des especes fongiques avant et apres
modification. Dans un deuxieme volet, nous nous sommes intéressés a étudier aussi
I’activité insecticide de ces huiles essentielles pour pouvoir valoriser la réaction de
thionation et tirer ultérieurement les meilleures informations possibles sur la relation entre

la structure et I’activité.



Ainsi ce manuscrit s’articule autour de trois parties :

Dans la premiere partie, une étude bibliographique est menée sur : la présentation générale
de la chimie des huiles essentielles et de ses applications biologiques, ensuite on présentera
les matieres végétale, leurs composition chimique et les différents travaux dont elle a fait

I’objet, le deuxieme chapitre est consacreé a la thionation des huiles essentielle.
Dans la seconde partie, nous détaillerons 1’outil méthodologique utilisé :

e [’extraction des huiles essentielles de la Rue de montagne et de I’ Armoise blanche
par entrainement a la vapeur d’eau.

e La caractérisation physico-chimique et organoleptique des huiles essentielles.

e La thionation de 2-undécanone, le composé majoritaire de 1’huile essentielle de 1a
rue.

e La thionation du camphre et du a-thujone, composes constituants 1’huile essenticlle
de I’armoise

e Lathionation des huiles essentielles de la rue de montagne et de I’armoise blanche.

e [L’analyse des produits obtenus par les différentes techniques chromatographiques
et spectroscopiques afin d’élucider leurs structures chimiques.

e [’étude du pouvoir antibactérien et du pouvoir insecticide des huiles essentielles

avant et apres thionation.

Dans la troisieme partie, nous discutons les résultats obtenus lors de cette étude.
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Bibliographique



1 CHAPITRE1
LES HUILES ESSENTIELLES

1.1 Définitions

Selon Durvelle (1930, 1893) [4-5], les essences ou huiles essentielles, connues également
sous le nom d’huiles volatiles, sont des substances odorantes huileuses, volatiles, peu
solubles dans 1’eau, plus ou moins solubles dans 1’alcool et dans 1’éther, incolores ou
jaunatres, inflammables qui s’altérent facilement a I’air en se résinifiant. Elles sont liquides
a température ordinaire ; quelques unes sont solides ou en partie cristallisées ; elles n’ont
pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes dont elles se distinguent par leur volatilité.
Leur odeur est plus ou moins forte, suave, piquante ou désagréable. Elles ont la propriété
de ne pas laisser de tache durable sur le papier.

L’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, Edition 2000) [8], a défini les huiles
essentielles comme étant : des produits obtenus soit a partir de matieres premiéres
naturelles par distillation a 1’eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par
des procédés mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédés
physiques.

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils, isolés par hydrodistillation ou par expression mécanique [9]. Elles sont obtenues a
partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces, de bois, de
racines, de tiges ou de fruits [10], mais également a partir de gommes qui s’écoulent du
tronc des arbres. Les huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation, ou par
expression a froid comme les agrumes [10].

De nouvelles techniques permettant d’augmenter le rendement de production, ont été
développées, comme 1’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse
température et sous haute pression [11] ou I’extraction assistée par ultrasons ou micro-
ondes [12].



1.2 Choix de la méthode d’extraction

La diversité et la complexité des huiles essentielles rendent le choix des processus

d’obtention délicat. La méthode choisie ne doit pas conduire a la discrimination entre les

composés polaires et apolaires, ni induire de réactions biochimiques, de dégradations

thermiques, d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse, de changement de pH ou entrainer une

perte de composeés volatils. Pour cela, différents parametres et propriétés sont a prendre en

compte.

Isolats

|

Distillation

Huiles

Huiles

T

Empyreumatiques Entrainement

Distillation
seche

a la vapeur

Végétal

Corps Extraction
gras par solvant
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d’enfleurage

Alcools

Résinoides,
Alcoolats

HE Agrumes

Expression

Filtration
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Oléorésines, concrétes

Absolues

Figure 1 Principales opération industrielles d'extraction [13]



1.3 Composition chimique des huiles essentielles

Les plantes vertes sont des Véritables petites usines chimiques [14].
Dans le cas des huiles essentielles seuls sont rencontrés les terpenes les plus volatils c’est-

a-dire ceux dont le poids moléculaire n’est pas élevé [15], on distingue deux types d’HE :

a) Mélange des terpénes et sesquiterpénes contenant de petites quantités des autres

classes chimiques.
b) Mélange des composés aromatiques.

D’une maniére générale, Les constituants plus couramment représentées sont les
terpénoides et les composés aromatiques, mais on y trouve rarement d’autres composants

d’origines diverses (dérivés soufrés, nitriles, thiocyanates...) [16].

1.3.1 Composition chimique de I’armoise blanche:

L'analyse chimique des huiles essentielles d'Artemisia herba alba a fait I'objet de plusieurs
travaux, permettant d'avancer l'existence de différents types chimiques de cette espéce
selon les composés majoritaires identifiés lors de I'étude de la variabilité de cette HE.
Akrout et al.,[17] ont étudié I'huile essentielle d'Artemisia herba alba Asso de la région de
Matmata Tunisie, la composition chimique de cette huile essentielle est constituée
principalement de a thujone (43,85%) suivie par trans-acétate de sabinyle (17,46 %) et S
thujone (10,10 %), accompagné de faible quantité de 1,8-cineole (3,30 %), chrysanthénone
(2.32 %) et acétate de chrysanthényle (3,93 %). En Jordanie Hudaib et al., 2006 [18] ont
mis en évidence les principaux composés: a thujone (16,20 %), B thujone (8,50 %), alcool
santolina (13 %), camphre (12,4 %), trans-Pinocarveole (3,9 %), acétate artemisyle (3,7
%), acétate de sabinyle (5,4 %), D-germacrene (2,6 %), ueudesmol (2,2 %) et acétate
caryophyllene (5,7 %).

L'analyse chimique de I'huile essentielle d'Artemisia herba alba Asso récoltée dans la
région de Msila (Algerie) [19] révelent la présence d'un composé majoritaire: Camphre
(19.4 %) suivie par trans- pinocarveole (16,9 %), chrysanthénone (15,8 %) et B thujone
(15%)

D'autres études ont montré que le composant majoritaire est le a thujone (44%) [20].



1.3.2 Composition chimique de la Rue

« La rue », est une plante aromatique largement exploitée pour ces huiles essentielles
destinées a la parfumerie et I’industrie agroalimentaire [21].

La composition chimique des huiles essentielles varie avec le lieu de récolte. Il a été
rapporté que le 2-undécanone est le constituant majoritaire de 1’huile essentielle de la rue
de provenance I’Argentine (38.1%), la Turquie (66.5%), I’'Iran (52.5%) et I’Inde (4.3 -
67.8%) [22-26].

Quant a I’huile essentielle de 1’Arabie Saoudite, le pourcentage en 2-undécanone est
inférieur ou égal a 4.5% [11]. Cependant I’huile essentielle de provenance 1’Italie contient
deux constituants majoritaires le 2-nonanone (49.9 %) et le 2-undécanone (30.0 %) [27].
20 composes représentant 64.66 - 93.99% de I’huile essentielle de la plante provenant de
I’Algérie ont été identifiés et, comme composé majoritaire le 2-undécanone (20.40 -
82.74%) [28].

1.4 Fonctions biologiques des huiles essentielles

Bien que de nombreuses hypotheses aient été avancées pour expliquer les raisons de la
synthese de l'essence par la plante, personne ne sait avec exactitude pourquoi la plante
fabrique son essence. Mais ce qui est probable c'est que le réle des huiles essentielles au

niveau du matériel végétal est intimement lié a leur situation [29].

Les spécialistes considerent les huiles essentielles comme des sources de signaux
chimiques permettant a la plante de contrdler ou réguler son environnement. Par exemple,
ces huiles conferent un réle défensif contre les champignons et microorganismes et attractif
vis-a- vis des insectes pollinisateurs. Un feuillage renfermant une teneur élevée en essences
végeétales (Ex : laurier) le protéege contre les herbivores. Le role des huiles essentielles au
niveau des racines, des écorces et du bois confere a la plante un effet antiseptique vis-a-vis

des parasites telluriques [30].

Il est toutefois vraisemblable que ces huiles interviennent aussi bien dans les interactions
végeétal-vegétal (inhibition de la germination et de la croissance) que dans les interactions

végeétal-animal.



1.4.1 Activités biologiques des huiles essentielles

Les vertus des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis longtemps, mais cette
utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases
scientifiques précises. De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et
rationnelles puisque de nombreux travaux de recherche ont porté sur les activités
antimicrobiennes et anti-oxydantes des huiles essentielles des plantes aromatiques.
Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses,
antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait

également des propriétés anticancéreuses.

En phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d’origine bactérienne, par exemple contre les bactéries endocanalaires [31] ou
au niveau de la microflore vaginale [32-33] et d’origine fongique contre les dermatophytes
[34] Cependant, elles possédent également, des propriétés cytotoxiques [35] qui les
rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a
large spectre.

Dans les domaines phytosanitaires, les huiles essentielles ou leurs composés actifs
pourraient également étre employés comme agents de protection contre les champignons
phytopathogénes [36] et en agroalimentaire, contre les microorganismes contaminant les
denrées alimentaires [37]

1.4.2 Utilisation des huiles essentielles en tant que biopesticides

1.4.2.1 Introduction

L'utilisation répandue des insecticides synthétiques a mené a beaucoup de consequences
négatives (c.-a-d., résistance des insecticide, toxicité sur la faune auxiliaire, problemes de
résidu, pollution environnemental) ayant pour résultat l'attention croissante étant donnée
aux produits naturels [38]. Les plantes peuvent fournir des solutions de rechange
potentielles aux agents actuellement utilisés contre les insectes parce qu'elles constituent
une source riche en produits chimiques bioactifs. Beaucoup d'effort ont été donc concentré
sur les matériaux derivés de plante pour les produits potentiellement utiles en tant
qu’agents commerciaux de lutte contre les insectes [39]. Les plantes aromatiques sont
parmi les insecticides les plus efficaces d'origine botanique et les huiles essentielles

constituent souvent la fraction bioactive des extraits de plantes [40].



1.4.2.2 Activité insecticide des huiles essentielles

L'effet insecticide des huiles essentielles par contact, ingestion et par fumigation a été bien
démontre contre les déprédateurs des denrées entreposées, de nombreux travaux ont porté
sur I'amélioration des formes d'utilisation des plantes qui permettent de renforcer et de
rentabiliser leur activité insecticide. Beaucoup de travaux indiquent que les huiles
essentielles extraites de plantes odorantes ont une activité insecticide indéniable vis-a-vis
de Callosobruchus maculatus F [41-42]. Ces huiles essentielles agissent par diffusion, c'est
ce qui leur permet d'atteindre toutes les interstices dans la masse de graines stockées. Elles
peuvent donc étre utilisées en fumigation et leur emploi est facile. Les huiles essentielles
des plantes appartenant aux genres Chenopodium, Eucalyptus, ont témoigné de leur
efficacité insecticide, la poudre de Chenopodium ambrosioides était testée sur six
ravageurs de denrées stockées, Callosobruchus maculatus, C.chinensis, Acanthoscelides
obtectus, sitophilus granarius, S.zeamais et Prostephanus truncatus, une concentration de
0,4% provoqua la mortalité de plus de 60% des bruches aprés deux jours de traitements
[43].

En 2003, Tapondjou et al.[44] montrérent l'efficacité de I'huile essentielle de la méme
plante, en plus de celle d'Eucalyptus saligna sur Callosobruchus maculatus, et C.

ambrosioides. Ces deux huiles exercent également un effet répulsif sur le bruche de niébé.

1.4.3 Activité antibactérienne des huiles essentielles

Depuis I’antiquité, les extraits aromatiques de plantes ont été utilisés dans différentes
formulations, comme les médicaments et la parfumerie [45]. Les huiles essentielles ont été
considéré comme agents antimicrobiens les plus efficaces dans ces plantes.

Lorsque nous parlons d'activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d'effets: une
activité Iétale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique.
Le plus souvent l'action des huiles essentielles est assimilée a un effet bactériostatique.
Cependant, certains de leurs constituants chimiques semblent avoir des propriétés
bactéricides.

Les qualités microbiologiques des plantes aromatiques et médicinales sont connues.
Toutefois, la premi¢re mise en évidence de I’action des huiles essenticlles contre les
bactéries a été réalisée en 1881 par Delacroix [46]. Depuis, de nombreuses huiles ont été

définies comme antibactériennes [47].



1.4.3.1 Activité antibactérienne de I’armoise:

L’huile essentielle de 1’armoise présente, in vitro, une activité antibactérienne et
antifongique intéressante. Les composants majeurs comme la B-thujone, le camphre et le
1,8 cinéole peuvent étre responsable de la différenciation de I’activité antimicrobienne.
D’ailleurs, tous ces composés sont bien connus pour leurs propriétés antimicrobiennes
[48].

1.4.3.2 Activité antibactérienne de la Rue :

La rue est une plante a effet thérapeutique de la racine a la tige, des feuilles aux fleurs,
prometteuse pour ses activités antimicrobienne et antioxydante, qui lui conférent toutes les
propriétés pharmacologiques qui date de I’ére Hippocratique.

A cette époque déja elle était utilisée comme abortif, emménagogue et contre des maladies
pulmonaires, soit par administration interne par tremper de la plante dans le vin, le miel ou
ses dérivés, soit par voie externe. Ce qui est le plus utilisé actuellement, a cause de sa
toxicité [49].

Plusieurs études ont montrés 1’efficacité des extraits et de I’HE de la rue sur des souches
microbiennes tels : L’activité antifongique d’extrait éthanolique de la Rue a été démontrée
par les travaux de LAUK et al, 2000 [50]. Il existe aussi d’autres travaux sur l’activité
antimicrobienne d’extraits et méme d’huile essentielles des especes proches (Ruta montana
et Ruta graveolens) [51-52]. Malgré que nous n’ayons pas trouvé dans la littérature
beaucoup des études sur 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de la rue mais
celons des auteurs la présence de composés cétoniques, de mono et sesquiterpénes révele
aux huiles essentielles des espéces de Ruta (chalepensis, graveolens et montana) leurs

activités antibacteriennes et antifongiques [52 ;53 ;54 ;55].

1.4.4 Facteurs déterminants le degré d’activité des huiles essentielles

Plusieurs facteurs influencent la détermination de 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles ou de leurs composants actifs, tels que la méthode d’évaluation
antimicrobienne, le type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose ajoutée,

le type de microorganisme ciblés et leur éventuelle adaptation aux huiles essentielles.
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1.4.4.1 Activité liée a la composition chimique

L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa Composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient a son
«totum» ; c'est-a-dire, l'intégralité de ses constituants et non seulement & ses composés
majoritaires [56].

Une méme plante aromatique présentera une composition différente en HEs, suivant les
parties utilisées, la période de cueillette, la localisation géographique et méme suivant le
protocole d'extraction ou le mode d'utilisation [57]. C'est la notion de chemotype qui
présente de grandes variabilités, quantitatives et qualitatives et qui explique les divergences

des résultats rapportés pour une plante donnée [58].

Le principal facteur modulant le spectre d'activité des HEs est le type et la structure
moléculaire des composants actifs présents dans les HEs. La structure moléculaire semble
présenter un réle aussi important que le degré d'oxydation de la molécule de terpéne : la
caractéristique lipophile du squelette hydrocarboné ainsi que la propriété hydrophile des
groupes fonctionnels sont déterminantes vis-a-vis de l'activité antimicrobienne des

terpénoides [59].

Lahlou (2004) [60] a montré que les activités antimicrobiennes, antivirales, insecticides,
larvicides des extraits totaux des HEs sont supérieures a celle des composes majoritaires
testés séparément. Ces données ont été confirmées par Rota et al (2008) [61] dans une

étude in vitro sur les microbes pathogénes isolés des aliments.

1.4.4.2 Classe de microorganismes :

Un autre parameétre important déterminant I'activité antimicrobienne des HESs est le type de
microorganismes ciblés, c'est ce qu'on appelle le spectre d'activité. En général les différents
microbes n'ont pas une sensibilité similaire vis-a-vis des HEs [62]. Car une HE peut étre
biocide vis-a-vis de certaines souches et biostatique en vers dautre ou n'avoir aucun
effet [60]. Donc il est important de mentionner la dénomination compléte: le Gram des

microorganismes ainsi que l'espéce botanique et le chemotype des HEs [62].

Généralement les bactéries & Gram positif sont plus sensibles a I'action des HE, par rapport
aux bactéries a Gram négatif. Cela peut étre expliqué par la présence de la membrane
externe chez les bactéries a Gram négatif, elle représente en effet une barriere capable de

diminuer la perméabilité des composés hydrophobes [63-64].
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1.45 Mode d'action des huiles essentielles

1.4.5.1 Mode d'action contre les bactéries:

Plusieurs théories sont proposées pour expliquer le mécanisme par lequel les HE exercent
leur activité antimicrobienne. La composition complexe des HEs tend a prouver que cette
activité serait due a plusieurs mécanismes d'action différents, liés a la nature chimique de
ces composeés [65 ;66 ;67].

La plupart des mécanismes d'action sont attribués a l'interaction des composants des HE
avec la membrane cellulaire [68]. Les HE sont constituées de molécules lipophiles
capables de pénétrer la double couche phospholipidique, leur accumulation entre les
phospholipides entraine alors un changement de conformation et un mauvais
fonctionnement de la membrane cellulaire, perturbant ainsi le transport membranaires des
substances nutritives [69-70]. Les HE peuvent aussi perturber le gradient ionique de la
membrane cytoplasmique ce qui diminue la stabilité membranaire et perturbe aussi le
transport membranaire.

De facon générale, il a été observé une diversité¢ d’actions toxiques des HEs sur les
bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force

motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules [71].

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacteraerogenesa aussi
été rapportée [72]. Les HEs peuvent aussi inhiber la synthése de I’ADN, ARN, des
protéines et des polysaccharides [73].

Néanmoins, certains composes phénoliques de bas poids moléculaire comme le thymol et
le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et Aux
lipopolysaccharides pariétales grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la

membrane intérieure plus vulnérable [74].

1.4.5.2 Mode d'action contre les champignons

L'é¢tude de [l'effet fongicide et fongistatique des huiles essentielles vis-a-vis de
champignons pathogénes a fait lI'objet de plusieurs travaux [75]. L'action antifongique des
huiles essentielles est due a une augmentation de la perméabilité de la membrane
plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et
donc la mort de la levure [73]. Les groupes moléculaires avec les plus puissantes actions

antibactériennes sont également des antifongiques efficaces [75].
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CHAPITRE 2
THIONATION DES HUILES ESSENTIELLES

2.1 Modification chimique des huiles essentielle :

A T’heure 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 qui s’imposent aux chimistes, comme [’utilisation de ressources
renouvelables ou le choix de procédés plus respectueux de 1’environnement. Dans cette
équation complexe, notre étude vise a proposer des modification chimique des huiles
essentielles. Cette étude doit nous permettre de sélectionner une voie de fonctionnalisation

des huiles essentielles selon les critéres suivants :

» Ladisponibilité, la toxicité ainsi que le cout des réactifs
» L’adaptabilité de la synthése a la variabilité des molécules

» La pertinence par rapport a la propriété intellectuelle et aux travaux déja publies

Un des intéréts majeurs de la fonctionalisation chimique des huiles essentielles c’est la
possibilité de prédéfinir et de réaliser une grande diversité de structures et d’architectures.
Cela permet d’élargir les investigations scientifiques et éventuellement de définir des

solutions optimales dans divers domaines d’applications.

2.2 Généralité sur la thionation :
2.2.1 Définition :

La thionation est la conversion d'un groupement carbonyle en un thiocarbonyle. Les thio-
analogue des composées carbonylées tel que les thiocétones, les thioesters, les thioamides
et les thiolactames sont des intermédiaires important pour la synthése de différents

composées organosulfuré d’activité biologique intéressante [76-77].

Figure 2 Structure générale des thiocétones



13

2.2.2 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 [78].
2.2.3 Intérét:

La thionation est I’une des possibilités de modification chimique qui peut influencer sur les

activités des composes.

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 du charbon 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 le carbone et le soufre
sont relativement inhabituelles, le groupe thiocarbonyle est plus réactif et a tendent a
s'oligomériser et/ou a se polymériser [79].
e S:15%25?2p®3s?3p*3d°

e 0:1s%2s*2p*

e C:15°2s*2p?
De plus, la double liaison entre le carbone et le soufre est moins polarisé du fait d'une
différence d'électronégativité plus petite entre ces 2 atomes Ceci réduit la sélectivité en cas
d'addition nucléophile [79].

A C-0=0,89

A C-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 d’atomes ou

de groupements fonctionnels.

De plus, le caractére moins électronégatif du soufre par rapport a 1’oxygéne, 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 [80].


http://fr.wikipedia.org/wiki/Orbitale_p
http://fr.wikipedia.org/wiki/Double_liaison
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oligom%C3%A8re
http://fr.wikipedia.org/wiki/Polym%C3%A8re
http://fr.wikipedia.org/wiki/Double_liaison
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89lectron%C3%A9gativit%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9lectivit%C3%A9_(chimie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Addition_nucl%C3%A9ophile
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La plus grande instabilité et réactivité des dérivés thiocarbonylés peut expliquer que d’une
facon générale ils aient été beaucoup moins étudiés que leurs homologues carbonyleés.
C’est bien sur plus particulierement vrai de la fonction thioaldéhyde. Il convient d’ajouter a
ces effets, purement structuraux des effets secondaires liés a I’environnement immédiat :
les dérivés thiocarbonylés possédent une odeur forte et désagréable qui a pu dissuader,

directement ou indirectement, des equipes de chercheurs a travailler dans ce domaine [80].

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 I’image de la fonction carbonyle, comme une pierre angulaire en synthese
organique. Sa potentialité existe pourtant et 1’on constate dans la littérature récente un

intérét renouvelé pour cette chimie [80].

2.3 Méthode de syntheése :

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

organique.

2.3.1 Réaction avec du sulfure d’hydrogeéne :

L'utilisation de sulfure d'hydrogéne 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 hémiacétal mercapto hydroxyle

suivie d'une élimination [81].

(ﬁ Hs W TS ﬁ
2N = == A, T Ho
1 2 1 2
R R 1" R R R

Figure 3 Thionation avec le sulfure d'hydrogéne

e Inconvénient

Le risque de polymérisation est élevé et les réactions ont généralement lieu a basse
températures.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Catalyseur
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_chlorhydrique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_chlorhydrique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_chlorhydrique
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2.3.2 Reéaction avec du pentasulfure de phosphore :

2.3.2.1 Introduction :
En 1869 le pentasulfure de phosphore était le premier réactif de thionation annoncé par
Henry [82] et Wislicenus [83].

Il est connu également sous sa forme P4S;o. Il permet la thionation a des températures plus
élevées que le sulfure d'hydrogéne. L'inconvénient de ce réactif est sa faible solubilité dans
les solvants organiques. Les solvants les plus utilises dans cette voie de synthése sont le
benzéne, la pyridine et le 1,2-dichlorobenzéne. 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 [84].
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Figure 4 Structure chimique du P4Sg

2.3.2.2 Combinaison de pentasulfure de phosphore et de I’hexaméthyldisiloxane :

Récemment Curphey [85-86] a montré que la combinaison de P4S et de
I'nexaméthyldisiloxane 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. Le procéde
présente l'avantage que les sous-produits réactifs dérivés peuvent étre éliminés par un

traitement hydrolytique simples ou par filtration a travers du gel de silice [87].

H3C\ o /CHs
O Si / \SI ......
HzC™" \""CH3
HaC CHy

Figure 5 Structure chimique de PHMDO

2.3.2.3 Thionation avec le complexe P4Sio — pyridine dans des solvants :

Bien que le P4S10 dans la pyridine a été utilisé pour thioner les composes carbonylés
pendant des années, sa structure n’a été déterminé que récemment. Il réagit facilement avec
de la pyridine a chaud pour former un zwitterion [88-89]. Dans d’autres travaux, il a été

évoque que le P4S;o peut étre solubilisé dans 1’acétonitrile et méme dans le DMSO.
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Figure 6 Réactif zwitterionique du P4S;, dans la pyridine

2.3.2.4 Thionation avec le pentasulfure de phosphore dans I’Alumine :

Une méthode simple, efficace et nouvelle a été développée pour la synthése de thiocétones
par thionation de cétones en utilisant P 4 S 1o/ Al ; O 3 dans l'acétonitrile. 1l a été trouvé que
la combinaisonde Al, O 3P 4S 10/ Al concerne un procédé simple et commode pour la

synthése de thiocétones.

Dans les années récentes L'utilisation de réactifs et des catalyseurs supportés sur des
supports solides a regu beaucoup d'attention. De tels réactifs non seulement simplifie les
processus de purification aussi aider a prévenir la libération de résidus de réaction dans
I'environnement Cela a conduit a une croissance dans le domaine des réactifs solides

supportés sur de I'alumine [90].

Kauslik et al. Ont développé une nouvelle thionation par encapsulation de pentasulfure de

phosphore dans I’ Aluminium basique.

La thionation des cétones selon le procédé utilisant P4 S 10/ Al ; O 3le a permis d’obtenir
des produits avec trés bon rendements mais I’interprétation de 1’effet de sur le déroulement

de la réaction de thionation avec P 4 S 19 n’est pas assez claire.

La réaction (P4Sio / Al,O3) a été effectuée dans 1’acétonitrile et a donnée des tres bon

rendements mais cette méthode nécessite plus d’étude.
2.3.3 Réaction avec le réactif de Lawesson

2.3.3.1 Introduction :

C’est un composé chimique organique utilisé comme agent de thionation. Il a été introduit
par Sven-Olov Lawesson. 1l est synthétisé pour la premiére fois en 1956 [91-92]. Ce réactif
versatile et efficace de thionation est utilisé pour des nombreux composes carbonyles
aromatiques, aliphatiques, insaturés et carboxamides hétérocycliques. Il a été signalés qu’il

se décompose a des températures supérieures a 110°C [93-94].


http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9actif_de_Lawesson
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Figure 7 Réactif de Lawesson; 2,4-disulfure de 2,4-bis (4-méthoxyphényl)-1,3-dithia-2,4-diphosphétane

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

phosphores et les soufres [95]. Cette ouverture se fait principalement par voie thermique:

S
| s
T_T o A Va +/
H3c—0~®>||3|—5 —» 2 H3C—O@P\\SH 2 H3C-0 P\\S

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

pour former un intermédiaire thiaoxaphosphétane:

R
oH s K s
/o A | ]
H,C—O P N —Hc-0 P-0” 'R —mH,C-O P—O
\\S HoC~ CHa ! Q

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

la séparation de l'intermédiaire:

i s S
H3C—O PxO ____ o H3C—O—®P + /\
s z I @) R R
5 R

Figure 8 Mécanisme de réaction avec LR

7N

Cette réaction ressemble a laréaction de Wittiget 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 [81].


http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9action_de_Wittig
http://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9tone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Amide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lactame
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e Avantage :

- Fort rendement.

- Réaction douce, réalisé a des températures plus basse par rapport qu’avec le
pentasulfure de phosphore.

e Inconvénient :

- Cout élevé des réactifs.

- Formation de sous produits et stabilité des hétérocycles intermédiaire.

- Les sous produits qui dérive de réactif lui méme ne peuvent pas généralement étre

éliminée par simple extraction.

Pour ce qui est du réactif de Lawesson, malgré son codt élevé, il a pu ces dernieres années
remplacer le P4Sio. Il est considéré comme un réactif de choix pour de nombreuses
thionations. Les propriétés de cette derniére ont été d'abord étudiées par Schumacher [96] a
la fin des années 1960. 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 l'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 P4S;o en cas d'amides primaires [97].

2.3.4 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 remplaces par des groupes

phénoxyles [98].

Sa structure est identique a celle du réactif de Lawesson dans laquelle les substituant

méthoxyles sont remplacés par des groupes phénoxyles [98].

Figure 9 Réactif de Belleau


http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9actif_de_Belleau
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=M%C3%A9thoxyle&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ph%C3%A9noxyle&action=edit&redlink=1
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2.3.4.1 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.

2.3.5 Réactifs de Davy :

2.3.5.1 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 methyle, éthyle,
isopropyle ou butyle. Ils sont beaucoup plus réactifs que les réactifs de Lawesson’ et

Belleau [98].

\/\/
/\/\\

R=Me,Et,iPr,Bu
Figure 10 Structure chimique de réactif de Davy

2.3.5.2 Meécanisme :

Les sites actifs de la molécule sont activés par l'ouverture du cycle central forme par les
phosphores et les soufres. Cette ouverture se fait principalement par voie thermique [97;
98].

S

\/\/ 7

P
/\/\\ Ng

Figure 11 Mécanisme de réaction avec le réactif de Davy

Ces différents réactifs agissent selon le méme mécanisme, mais en fonction des différents
substituant qui les composent, ils réagissent de maniére plus ou moins rapide. Par un
judicieux choix du réactif, une thionation sélective de certains groupes est possible. Le
réactif de Lawesson est le plus utilisé actuellement pour la thionation des
groupes carbonyles. 1l occupe la position intermédiaire dans I'échelle de réactivité derriere
les réactifs de Davy qui sont considérés comme les moins sélectifs, mais devant le réactif
de Belleau [99-100-101].


http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9actif_de_Davy
http://fr.wikipedia.org/wiki/Carbonyle
http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9actif_de_Davy
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1 Matériels

1.1 Matériel végétale :

Ce travail a porté sur 2 especes de plantes a huiles essentielles suivantes :

1.1.1  Armoise blanche:

Est une plante appartenant a la famille des Astéracées, ligneux bas tous jours verts, dont la
croissance végétative a lieu a ’automne (feuilles de grande taille) puis dés la fin de I’hiver
et au printemps (feuilles plus petites). Riche en huiles essentielles, cette espece a des vertus
purgatives évidentes jouant un grand réle dans le contrdle des vers intestinaux, en
particulier des ovins, mais pouvant également entrainer la mort de jeunes agneaux. Les
feuilles de cette espéce sont utilisées en médecine traditionnelle pour soigner le diabete,
bronchite, abces, diarrhée et comme vermifuge [102].

Noms vernaculaires:

Nom Frangcais: Armoise blanche

Nom Arabe: Chih, Gaisoum, Chih korassani.

Nom scientifique : Artemisia herba alba Asso [103].

Nous avons utilisé la partie aérienne de (tiges et feuilles) pour I’extraction de 1’huile
essentielle de cette espéce.

La partie aérienne de | a été récoltée au mois de Mars 2016.

Figure 12 Armoise blanche
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1.1.2 Rue de montagne:

Ruta montana : c’est la rue des montagnes (synonymes : Ruta legitima Jacq. ; Ruta
tenuifolia Gouan) ou bonne rue [104], appelée vulgairement en Algérie : fidjlet el-djbel
(Fidjela), a une odeur fétide tres intense, se trouve sur les coteaux arides et dans les
endroits secs et pierreux de la région méditerranéenne [105].

Les échantillons de la partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs) de la Rue ont été récoltés au
mois de Mars 2016.

Figure 13 La rue de montagne

1.2 Matériels de caractérisation :
1.2.1 Indice de réfraction

1.2.1.1 Principe

L’indice de réfraction d’une huile essentielle 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 1’air dans I’huile essentielle maintenue a une température constante.

1.2.1.2 Protocole :

Les indices de réfraction sont mesurés par la lecture directe de 1’angle de réfraction a l'aide
d'un Réfractométre d'Abbe de marque Carl Zeiss a la température ambiante puis ramenés a

20°C par la formule :
20_ t’ 5
nd  =1ng¢ +0,00045 (T°-T)

L’appareil est ajusté de manicre a donner, a la température de 20 °C, une valeur de 1.333

pour I’eau distillée.



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

d’onde sont exprimés en cm-1.

Tableau 1 Condition opératoire de I'IR

Information de programme

Information de mesure

Type Linear data array
Horizontal

Vertical %T

Wavenumber [cm™]

Model FT/IR-4200 type A
Nombre de série B024961018

Détecteur TGS
Accumulation 40
Résolution  4cm-1
Détecteur TGS

1.2.3 Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie

de Masse (CG/SM)

Chromatographe : HP 6890

Spectromeétre de masse : Quadripdle

1.2.3.1 Conditions opératoire
Les produits ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse couplé a la

spectrométrie de masse, dans les conditions opératoire suivantes :

Tableau 2 Condition opératoire du GCMS - HE de I'armoise blanche

Injecteur Colonne Détecteur de masse
Température : 250°C Type : HP-5Ms Mode d’analyse : Scan (de
Mode d’injection : Splitless | Dimensions: long 30 m, | 35a 550)

Volume injecté : 01pl D int 0.25 mm, | Solvant utilisé : méthanol

épaisseur film 0.25 um
Température du four : 60°C
pendant  8min,

°C/min

pallier02
jusqu’a  250°C,
isotherme pendant 10 min.
Temps d’analyse : 113min
Gaz vecteur : Hélium pure

Débit GV : 0.5ml/min

Délai du solvant : 3.5min
Température de 1’interface :
280 °c

Type d’ionisation : Impact
électronique

Intensité du filament : 70 év
Température de la source :
230 °c
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Tableau 3 Condition opératoire du GCMS - 2-undecanone

Injecteur Colonne Détecteur de masse
Température : 250°C Type : HP-5MS Mode d’analyse : Scan TIC
Mode d’injection : Split Dimensions : long 30 m (de 40 a 550)

50:1 D int 0.25 mm Solvant utilisé : méthanol

Volume injecté : 0.2 pl

épaisseur film 0.25 pm
Température du four : 60°C
pendant 8 min, 2°C/min
jusqu’a 250°C.

isotherme pendant10 min.
Durée d’analyse : 113 min
Gaz vecteur : Hélium
pureté : N 6

Débit GV : 0.5 ml/min

Délai du solvant : 3.5 min
Température de I’interface :
270 °c

Type d’ionisation : Impact
électronique

Intensité du filament : 70 év
Température de la source :
230 °c

Spectrometre de masse : Quadripdle TQ8030

Tableau 4 Condition opératoire du GCMS - HE de la rue de montagne

Injecteur

Colonne

Détecteur de masse

AOC-20i
Température : 250°C
Mode d’injection : splitless

GC-2010

Débit GV : 1 ml/min
Température du four : 60°C
Durée d’analyse : 47 min

Délai du solvant : 3 min
Température de I’interface :
270 °c

Température de la source :
200 °C

1.3 Réactifs et Solvants

Les solvants, les réactifs et produits chimiques utilisés sont présenté dans les tableaux 5,6.

Tableau 5 Réactifs utilisé

Produit chimique M Marque Pureté Point de Point
(g/mol) % fusion °C | d’ébullition °C
Camphre 152,24 | Chiminova _ 180 204
2-undécanone 170,29 SIGMA- > 98 15 231
ALDRICH
P,Ss 222,27 SIGMA- 99 288 515
ALDRICH
LR 404,467 | A-ALDRICH 97 229 _
Bicarbonate de Na | 84,01 Biochem 99 50 _




Tableau 6 Solvants utilisé
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Produit chimique M Marque Pureté Point de Point
(9/mol) % fusion °C | d’ébullition °C
Dichlorométhane | 84,933 Panreac 39,6 -96,7
CS;, 76,139 RIEDEL- 99,5 46,3 -110,8
DEHAENAG
DMSO 78,13 Panreac 99 189 19

1.4 Matériel biologique

1.4.1 Souches bactériennes et fongiques étudiées

Pour la détermination de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles de I’armoise

blanche et de la rue de montagne, deux souches bactériennes (Escherichia coli et

Staphylococcus aureus) et une levure 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 pathogénes utilisées sont présentées dans le tableau.

Tableau 7 Les microorganismes testés

Bactéries

Staphylococcus aureus (Gram®)

Escherichia coli ATCC 5144402(Gram’)

Levures

Candida albicans

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Figure 14 Bactéries et levure vue sous microscope
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1.4.2 Milieux de culture

Suivant les méthodes employées dans 1’essai et selon les souches, nous avons utilisée les

milieux de culture:

e Gélose nutritive En biologie, la gélose nutritive ou gélose nutritive ordinaire
(GNO) ou encore gélose ordinaire est un milieu d'isolement non-sélectif.

L'isolement est réalisé dans le but de contrdler 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.

e Muller Hinton (MH)
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).

e 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.

1.4.3 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.

Ppeau couls

adulte larve

pPupes

Figure 15 Cycle de vie de la Sitophilus oryzae


https://fr.wikipedia.org/wiki/Milieu_de_culture
https://fr.wikipedia.org/wiki/Isolement_(microbiologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9lose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Micro-organisme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiogramme
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/contents/24-allergie-aux-moisissures
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2 Méthode
2.1 Extraction des huiles essentielles:

2.1.1 Procédé d’extraction :

Nous avons utilisé la distillation par entrainement a la vapeur d’eau pour I’extraction des

huiles essentielles.

2.1.2 Méthode :

Les produits a distiller (fleurs, tiges, feuilles) sont chargés dans le ballon, ’eau contenue
dans la chaudiére est portée a ébullition. Lorsque I'eau atteint 100°C, elle se transforme en
vapeur et entraine les espéces volatiles dans un circuit de refroidissement (réfrigérant a
eau au laboratoire). La vapeur chargé des composés volatiles est condensé en passant dans

le serpentin réfrigérant.

A la sortie du ballon une ampoule a décanter récupere 1’huile essentielle qui flotte a la
surface de I’eau de distillation. Le distillat obtenu est récupéré dans une burette dans lequel
il va se décanter : I’hydrolat (également appelé eau de distillation ou eau florale), de
densité supérieure, est entrainé au fond tandis que les huiles essentielles, plus légéres et

insolubles dans ’eau, sont recueillies a la surface.

Figure 16 Montage de I'extraction par entrainement a la vapeur

2.1.3 Précaution :

La période de I’extraction doit allonger a une certaine période de temps pour extraire toute

les composées de I’huile essentielle de la plante et extraire le maximum de 1’huile.
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2.1.4 Le rendement

Le rendement en HE est définie comme étant le rapport entre la masse d’HE obtenue et la
masse seche du végétale a traiter. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la

formule suivante :
m
Rd(%) = —x 100
m0

m : mass en gramme d’huile essentielle.

Mo : masse en gramme de la matiére végétale séche.

2.2 Thionation des molécules modéle

La réaction va étre réalisée premiérement sur des molécules modeles : le camphre et I’a-
thujone qui sont des constituants de I’HE de 1’armoise ainsi que le 2-undécanone qui est le

composant majoritaire de I’HE de la rue.

2.2.1.1 Mode opératoire
» Variante A

Dans un ballon de 100 ml muni d’un réfrigérant et d’une agitation magnétique, 4 mmoles
de cétone sont dissous dans 20 ml de dichlorométhane. Ensuite 4,5 mmoles du RL sont
ajoutés a la solution de départ. Le tout est porté dans un bain marie a 45°C. Apres

refroidissement, le solvant est chassé par un évaporateur rotatif.
» Variante B

Dans un ballon de 100 ml équipé d’un réfrigérant et d’une agitation magnétique, sont
additionnés 4 mmoles de cétone, 4,5 mmol de RL et 10 ml de toluene. Le mélange
réactionnel est porté dans un bain d’huile sous agitation. Apres refroidissement, on évapore

le solvant par évaporateur rotative.
» Variante C

Dans un ballon de 100 ml muni d’un réfrigérant et d’une agitation magnétique, 4 mmoles
de cétone sont dissous dans 10 ml de disulfure de carbone. Ensuite, 4,5 mmoles du RL sont
ajoutés a la solution de départ. Le tout est porté dans un bain marie a 45°C. Apreés

refroidissement. Le solvant est chassé par un évaporateur rotatif.



» Variante D

Dans un ballon de 100 ml équipé d’un réfrigérant et d’une agitation magnétique, sont
additionnes 0,315 mmoles de cétone, 1,58 mmol de P,Ss, 40ml de CS; et 1,73 mmoles de
bicarbonate de sodium. Le mélange réactionnel est porté dans un bain marie a 45°C sous

agitation. Apreés refroidissement, On filtre puis on évapore le solvant par évaporateur

rotative.
Tableau 8 Thionation des molécules modele
Produit Mode Durée

CHg Camphre A 13h

ENN CH, Camphre B 7h
CH, Camphre C 13h 30min

Camphre D 6h

§s o -Thujone D 7h

/O
H3C CH4
H3C\/\/\/\/\”/CH3 2-undecanone D 10h
(e}

2.3 Thionation des huiles essentielles

2.3.1 Mode opératoire

L’huile essentielle préalablement séchée est dissout dans 30ml de disulfure de carbone.
Ensuite 2,1 g de P4S;o et 0,438g de bicarbonate de sodium sont additionnées. La réaction

est portée a reflux dans un bain marie a 45 jusqu'a 50°C. Apres filtration, on évapore le

solvant par évaporateur rotative.

Tableau 9 Thionation des HEs

Produits Quantité (g) Durée (h)
HE de ’armoise 1,43 6
HE de la rue 1,59 11
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2.4 Activité antibactérienne

Les tests d’activité antimicrobienne ont été réalisés au sein de laboratoire microbiologique
de I’hopital de BOUFARIK.

2.4.1 Preéparation des solutions test

Les solutions testées sont préparées par dissolution des huiles essentielles de la Rue de la
montagne et de I’armoise blanche natives et modifiées dans le DMSO. Les doses choisies
pour effectuer le test de toxicité sont : 2/100, 1/100, 0.5/100 et 0.25/100.

2.4.2 Techniques d'étude du pouvoir antibactérien

Lors de cette étude, nous avons testé ’action des huiles essentielles natives et modifiée des
différentes espéces vis-a-vis des souches bactériennes par la méthode de diffusion sur
disque (aromatogramme) [106].

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
« antibiogramme » ou « méthode par diffusion en milieu gelosé » ou encore « méthode des

disques ».

2.4.2.1 Principe

La technique consiste a utiliser des disques de papier absorbants stériles (de 8 mm de
diameétre) imprégnés d’une quantité d’huile essentielle pure 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 gelose sauf la ou elles
rencontrent une concentration d’huile essentielle suffisante pour inhiber leur croissance
dont on observe aprés incubation tout autour des disques une zone circulaire claire

indemne de colonies, appelée « zone d’inhibition ».

Plus le diametre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a I’huile essentielle.

Plus il est petit, plus la bactérie est resistante [107].
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Doite de pém

Enscemcncement de la gddosze

en mappe par Tml de Finocuhen hge Gelose Mucller Hinton

| Dépot asepligue d'un discue
imbibe de FMuile essenticlle

Z: zone d'mhibition

Croissimce nncrobienne

Figure 17 Principe de la méthode de diffusion par disque

2.4.2.2 Protocole expérimental

»  Préparation de I’inoculum

Les suspensions bactériennes ont été réalisée par prélevement de 3 a 5 colonies bien
isolées et identique 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.

La lecture de la densité optique est effectuée en utilisant un spectrophotomeétre réglé sur
une longueur d’onde de 620 nm ; et doit étre comprise entre 0.22 et 0.32 pour les bactéries
sauf pour Staphylococcus aureus qui doit étre comprise entre 0.3 et 0.4 ; et entre 2 et 3

pour les levures, ce qui correspond & une concentration optimale de 107 & 10® germes/ml.

» Préparation des milieux de culture
- Verser les milieux gélosés déja liquéfiés dans un bain marie (Muller-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 pL de chaque suspension.
» Depot des disques

Les disques 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 pendant 24 H pour les bactéries et 25°C pendant 48 H pour

les levures.
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2.4.2.3 Lecture

A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit par un
halotranslucide autour du disque, identique a la gélose stérile, dont le diametre est mesure a
I’aide d’un pied a coulisse ou une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le
diametre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité

des souches vis-a-vis de I’huile essentielle [108].

D’aprées Ponce et al. (2003) [105][108], 1a sensibilité a I’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 ;

» Tres sensible (++) pour des diameétres de 15 a 19mm ;

> Extrémement sensible (+++) pour les diamétres plus de 20mm.

2.5 [Etude de I’activité insecticide:
2.5.1 Méthodes d’application des huiles essentielles

Les méthodes d’application d’insecticide sont variées et elles dépendent surtout de la
nature de I’insecte et la nature de produit a protégés.
Dans notre cas les solutions des huiles essentielles sont testées par fumigation pour

favoriser leur diffusion dans le milieu traité.

2.5.1.1 Méthode d’application des huiles essentielles par fumigation sur les adultes
de Sitophilus oryzae

La fumigation avec les huiles essentielles 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 déposée sur une rondelle de papier filtre puis placée dans le couvercle qui

est ensuite vissée sur le flacon.

Chague flacon contient 30 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 1h du premier jour de traitement jusqu'a la mort de

tous les individus sans ouvrir les flacons.
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Figure 18 Boite pour I'application insecticide

2.5.1.2 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 tué
par ce toxique

Les pourcentages de mortalité des individus tués par les huiles essentielles des cing plantes
sont corriges par la formule de Schneider Orelli qui tient compte de la mortalité naturelle
(témoin)

Mec (%) = 2~ Mt
100 — Mt
M. : le pourcentage de mortalité corrige.
M : le pourcentage de morts dans la population traitée.

M;: le pourcentage de morts dans la population témoin
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1 Extraction des huiles essentielle

1.1 Rendements en huile essentielle

Les rendements moyens en huile essentielle, qui sont calculés en fonction de la masse du

matériel végétal seche, pour les especes : artemisia herba alba et ruta montana sont

représenteés dans les figures suivantes :

2
1,5
1
0,5

0

HE de la rue de montagne
Rendements

R1

T T T N

R2 R3 moy EXtraction

Graphique 1 Représentation des différents rendements en huile essentielle de la rue de montagne

L’extraction de ’HE de la rue de montagne effectué¢ par entrainement a la vapeur d’eau a

fourni un rendement moyen de 0,63%

Notre rendement en huile essentielle est comparable a celui de la rue de montagne

provenant de Constantine 0.62 % [109], mais faible comparativement a celui de Ruta

chalpensis provenant de nord de Tunisie (5.51%) [110].

HE de I'armoise blanche
Rendements
1,5 -
1 -
0,5 -
O T T T T
R1 R2 R3 moy Extraction

Graphique 2 Représentation des différents rendements en huile essentielle de I'armoise blanche

L’extraction de I’HE de I’armoise blanche effectu¢ par entrainement a la vapeur d’eau a

fourni un rendement moyen de 1,22%
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La teneur en huile essentielles peut étre considérée comme moyenne par rapport a 18
provenances d’armoise blanche en Tunisie (0,68-1,93%) [111]. La méme variation infra
spécifique du rendement d’armoise blanche a été notée en Espagne (0.41-2.30%) pour 16

échantillons de 4 provenances [112].

1.2 Propriétés physique et organoleptique:

L’examen organoleptique des huiles essentielles de la rue de la montagne et de 1’armoise

blanche a donnée les résultats suivants :

Tableau 10 Propriété de I'HE de la rue de montagne

HE Couleur Odeur Indice de réfraction
Rue de montagne Jaune Désagréable 1,4351
Armoise blanche Jaune pale Herbacée camphrée 1,4691

1.3 Caractérisation des huiles essentielles par IR :

La figure représente les bandes d’absorption IR de I’huile essentielle de la rue.
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Figure 19 Bande d'absorption IR de la Rue de montagne

Le spectre IRTF de I’HE de la rue de montagne est caractérisé par deux pics situes a 2955
cm™ et 2926 cm™ responsable de la vibration de la liaison C-H relatif aux groupements
méthyle et méthyléne, un pic de forte intensité, trés pointue correspondant a 1’absorption
du groupement carbonyle (C=0) présent dans les cétones est situé & 1718 cm™, ce spectre

montre aussi des pics de déformation vers 1500 cm™.
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Figure 20 Bande d'absorption IR de '"HE de I'armoise blanche

500

Sur le spectre IRTF de I’HE de I’armoise on observe une forte bande d’élongation a 2958

cm™, qui correspond a I’absorption du groupement -CHs elle est épaulé d’une autre bande

a 2931 cm™ qui confirme la présence des groupements —CH,-, suivi d’une bande moins

prononcée vers 2872 cm™ du groupement (-C-H). Un faible pic est localisé & 3025 cm™

montre la présence d’une double liaison alcéne dans I’huile. Trois autres pics localisés a

1743 cm', 1774 cm™ et 1785 cm™ spécifique & la vibration du groupement carbonyle

présent dans la fonction cétones cyclique de trois molécules différentes. Ce spectre montre

aussi des pics de déformation vers 1500 cm™,

2 Reésultat de la thionation

2.1 Thionation des molécules modéle :
2.1.1 Thiocamphor :

CH, CH,

S
(@] AN
S CHg3 P2Ss/NaHCOs ~ CHg

l T—

CHg

CHy,

Figure 21 Réaction de thionation du camphre

C10H168 (PM =168 g/mole)



2.1.1.1 Caractérisation par IR :
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Figure 22 Spectre IRTF du camphre natif
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Figure 23 Spectre IR du thiocamphor par la variante A

Sur le spectre IRTF du thiocamphor on observe une forte bande d’élongation & 2960 cm™

qui correspond a 1’absorption des groupements (—CH3) suivi d’une bande moins prononcé
vers 2874 cm™ des groupement (-CH,), une bande correspondant a4 ’absorption du
groupement carbonyle (C=0) situé a 1718 cm™, plus faible que dans le spectre du

camphre, on remarque aussi ’apparition d’un nouveau pic localisé a 1024 cm™ de la

liaison relative a la fonction C=S, ce dernier est absent sur le spectre du camphre. le

produit est impur on remarque d’autre pics des impuretes.
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2.1.2 Thiothujone :
CH, CHgy
o] S
4 =4
P2Ss/NaHCOs o
H5C CHg H5C CHg
Figure 24 Réaction de thionation de I’a-thujone
CioH16S (PM 168 g/mol)
Aspect : liquide orange.
Indice de réfraction : 1,4703
Indice de réfraction du produit de départ : 1,449
2.1.2.1 Caractérisation par IR
‘1 w[r
3000 2500 2000 1500 1000 s00

Mombre d'onde (crm-1)

Figure 25 Spectre IRTF de I'a- thujone
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Figure 26 Bande IR de I’a- thiotujone

La ressemblance entre le spectre de 1’a-thujone et 1’a-thiothujone est remarquable, ils sont

caractérisés par des bandes d’élongation pointue entre 2959 et 2872 cm™ des groupements

méthylique (-CH3) et (-CH2-), le spectre IRFT de I’a-thiothujone se distingue par un

nouveau pic localisé & 1024 cm™ relative a la fonction thiocarbonyle (C=S) et la

diminution de la bande situé a 1742 cm-1 qui correspond a la fonction carbonyle (C=0).

2.1.3 Thio 2-undécanone :

H3C\/\/\/\/\/CH3

I(l)

P2Ss/NaHCOs

OO
I
S

Figure 27 Réaction de thionation de 2-undécanone

C11H2,S (PM= 186 g/mol)
Aspect : liquide jaune.

Indice de réfraction : 1,5401

Indice de réfraction du produit de départ : 1,4301



2.1.3.1 Caractérisation par IR
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Figure 29 Bande IR du thio-2-undécanone

Les spectres IRFT de 2-undecanone et de thio-2-undécanone sont trés similaire, on observe

respectivement les mémes bande & 2922 cm™ et & 2853 cm™ de la liaison C-H des

groupements -CHj et -CH,, la bande du groupement carbonyle C=0 vers 1716 cm™, cette

derniére est moins intense dans le cas de thio-2-undecanone, on rem

arque aussi

I’apparition d’un nouveau pic situé a 1018 cm® responsable a la vibration de la liaison

thiocarbonyle C=S, cette bande est absente sur le spectre de 2-undecanone.
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2.1.3.2 Caractérisation par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse

Le chromatogramme du 2-undécanone montre la présence d’un pic identifié par spectre de

masse avec une masse de 170 g (annexe 1).

L’analyse chromatographiques de 2-undecanone modifié a donné le chromatogramme
suivant :

Abundance. TIC: HEBTM2.D'data.ms
33.p36

1000000
950000
300000
850000
800000
750000
700000
£50000
§00000

41625

§50000

500000

450000

400000

350000

300000

250000

200000

himer 39.60

100000

26

e

A L 47.054
2 he A

Time—s 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 50.00 70.00 80.00 50,00 10000 110.00

50000 5.827

Figure 30 Chromatogramme de Thio-2-undécanone
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Abundance Scan 7473 (39,607 min): HEBTMZ.D\data ms
[
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o
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Figure 31 Spectre de masse de thio-3-undecanone
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Figure 32 Spectre de masse de thio-2-undécanone

Abundance Scan 7692 (41,627 min): HEBTM2 Didata ms
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59 .
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Figure 33 Spectre de masse de 2-undec-2-enthiol
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L’analyse par CG/SM dans les conditions citées auparavant a permis 1’identification des

composés regroupes dans le tableau suivant.

Tableau 11 composition de 2-undecanone modifié

composé Formule Tgr (Min) Teneur (%)
2-undécanone Hsz\AWC”a 33,986 54,78
(@]
thio-3- HaCWCH3 39,606 7,40
undécanone S
thio-2- HSC\/\WYCHB‘ 41,226 3,83
undécanone 9!
2-undec-2-enthiol Hscw\WCHg 41,625 28,95
HS

Le chromatogramme obtenu aprés thionation du 2-undécanone montre la présence de 3
pics identifié par le spectre de masse et possedent une masse de 186 g spécifique a la
présence du soufre a la place de 1’oxygene, en plus de 2-undécanone restant. Le premier
pic a 41,625 min posséde une masse de 186 g mais un spectre de masse différent des deux
autres pics a 41,226 et 39,606. Les fragments fils de ces dernier pics sont identique par
contre le pic de base pour le pic de 41,625 min a une masse de 74 g attribué au fragment de
la forme ene-thiol conditionné par la formation du 2-undec-2-enthiol obtenu par
dissolution du thio-2-undécanone dans le méthanol par effet tautomeére. Les 2 autres pics

sont attribués respectivement au thio-3-undécanone et thio-2-undécanone.

CH

ch\/\/\/\/\H/ CHy > HSCM\/\( 3
S

HS
Figure 34 Tautomérie
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2.2 Thionation des huiles essentielle :
2.2.1 Huile essentielle de I’armoise

Aspect : liquide rouge.

2.2.1.1 Caractérisation par IR :

o
o
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T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figure 35 Spectre IR de I'HE de I'armoise blanche modifié

Sur le spectre de I’HE de 1’armoise modifié, on observe respectivement les mémes bandes
de ’HE de ’armoise (figure), on remarque I’apparition d’un nouveau pic & 1024 cm™ aprés
thionation, ce dernier correspond a I’absorption du groupement C=S, cette bande est
absente sur le spectre de I’armoise par conséquence on observe la diminution du pic

responsable de la vibration de la fonction cétone situé a 1740 cm™.



couplée a la spectrométrie de masse
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Figure 36 Chromatogramme de I'HE de I’armoise modifiée
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2.2.1.2 Etude analytique de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse
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Abundance Scan 4885 (27.148 min): 2AR-R.D\data.ms
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Figure 37 Spectre de masse du thiofilifolone
Abundance Scan 5273 (29.004 min): 2AR-R D\data.ms
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Figure 38 Spectre de masse de thio-a-thujone
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Figure 39 Spectre de masse de thio- p-thujone
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Figure 40 Spectre de masse de thiocamphor
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L’analyse par CG/SM dans les conditions citées auparavant a permis 1’identification des

composés regroupeés dans le tableau.

Tableau 12 Composition chimique de I'HE de I'armoise blanche

composé Formule Tgr (Min) Teneur (%)
a- terpinéne T 14,30 0,58
HsC CHg
p-cymene THs 14,969 14,18
HsC CHs
1,8-cineole ¢Hs 15,343 14,91
HsC CHg
Filifolone o “Hs 20,414 4,09
N
H3C
CHj
a-thujone §Hs 20,598 4,38
; //O
HsC CH,
B-thujone Ha 21,423 7,18
; //O
H3C CHg
Camphre CHs 23,399 22,36
_0
H,C
Thiofilifolone . CHs 27,148 1,9
N\
H,;C

CHj,
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composé Formule Tgr (Min) Teneur (%)
Thio-a-thujone e 29,006 1,32
/S
H3C CHg
Thio-B-thujone s 29,849 8,62
; //S
H5C CHg
Thiocamphor CHs 30,465 9,64
=

H,C

La classification des composants identifiés est basée sur les groupements fonctionnels, les

résultats chromatographique montre la présence de monoterpénes thionés, Thiofilifolone
(1.9%), Thio-a-thujone (1.32%), Thio-p-thujone (8.62%) et le Thiocamphor (9.64%), nous

constatons que la conversion n’été pas totale, par conséquence des monoterpénes oxygénés

sont présent dans 1’huile essentielle, le camphre qui est le constituant majoritaire (22.36%),
le filifolone (4.09%), I’a-thujone (4.38%) et le B-thujone (7.18%). lls sont accompagnés

d’autres monoterpenes hydrocarbonés tels que le a-terpinéne (0.58%) et le p-cymene

(14.18%).
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2.2.2 Huile essentielle de la Rue :
Aspect : liquide jaune fonce.
Indice de réfraction : 1,5

2.2.2.1 Etude analytique de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse
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Figure 31 : Chromatogramme de ’HE de la rue modifié
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Tableau 13 Composition chimique de I'HE de la rue de montagne modifié

Composé Formule Tr (mMin) Teneur
(%)
2-Thiononanone Hsc\/\/\/\H/CHs 11,42 2,89
S
nonan-2enethiol HaCW\WCHs 12,28 3,68
HS
2-Thiodecanone H3C/\/\/\/YCH3 14,25 3,16
S
2-undecanone HaC O 14,63 6,58
i
Decane-2enthiol ch/\/\A/\(CHs 15,21 3,93
HS
3-thioundecanone HSCNV\/Y\CH3 17,97 14,74
S
2-thioundecanone HiC SO 18,27 13,88
:
Undecan-2-enthiol HSCWCW, 18,67 11,84
HS
2-dodecanone e WCHa 18,88 1,57
3
:
2-thiododecanone e P U U U 19,81 3,68
3
!
Dodecan-2-enthiol Hsc/\AW\(CHs 20,51 4,21
HS
2-thiotridecanone Hscv\/\/\wcm 23,04 1,58
S[
Tridecane-2- HSCWCHg 23,18 2,89
enthiol L

e Interprétation

Le chromatogramme de I’huile essentielle apres thionation montre la présence d’un
nombre ¢levé de pics, ces derniers possedent des spectres de masse des cétones de 1’huile
essentielle avant modification : le 2-undecanone (6,58%) et le 2-dodecanone (1,57%), et
des nouveaux thiocétones obtenus le 2-Thiononanone (2,89%) le 2-Thiodecanone
(3,16%), le 2-thioundecanone (13,88%) ainsi que son isomeére qui possede la méme
masse molaire et un spectre de masse similaire le 3-thioundecanone (14,74%), le 2-
thiododecanone (3,68%) et le 2-thiotridecanone (1,58%) ainsi que les formes ene-thiol

obtenu par tautomérie.



50

%

100 87
754 74
50
254 125 158
0 . \\‘ ‘\‘\ ‘\‘u ‘\MHM‘ | ‘\ . ‘JZ‘Q . ‘ ‘196‘ 70‘ — ‘746 ‘?6‘7 ?81 . "%1‘ 37‘ "%‘-'1'-'1‘ "27{-:; ’«"Q’%‘ ‘AA‘.HA‘IRA‘AG‘R . ‘A
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Figure 41 Spectre de masse de thiononanone
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Figure 42 Spectre de masse de thiodecanone
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Figure 43 Spectre de masse de thio-2-undecanone
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Figure 44 Spectre de masse de thio-3-undecanone
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Figure 45 Spectre de masse de thiododecanone
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Figure 46 Spectre de masse de thiotridecanone
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3 Résultats de I’évaluation de I’activité antimicrobienne

Nous avons testé les huiles essentielles avant et apres modification chimique vis-a-vis de
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.

3.1 Détermination de I'activité antimicrobienne:

La détermination de l'activité antibactérienne se fait par la méthode de diffusion par
disques (aromatogramme). Nous rapportons dans le tableau les diameétres des zones
d'inhibition des huiles essentielles de 1’armoise blanche et de la rue de montagne, natif puis
modifiée.

Figure 48 Résultats de I'activité de la rue modifiée
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Tableau 14 Les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) par la méthode de

disques des HEs a différentes concentrations

E-coli Staphylococus candidat
aureuse
Non Modifiée Non Modifiée Non Modifiée
modifiée modifiée modifiée
Rue 100% _ 25 18 > 40 > 40 > 40
2-undécanone _ 23 15,5 46 > 40 > 40
100%
Rue a 2% _ _ _ 24 15 35
Rue a 1% _ _ _ 225 11 34
Rue 2 0,1% _ _ _ 18,5 11 32
Armoise 100% _ 10 15 25 > 40 > 40
Armoise a 2% _ _ _ 28 16 36
Armoise a 1% _ _ _ 12 10 34
Armoise a _ _ _ 11 _ 33
0,5%
50
45
40
35
30
2> B Rue 100%
20
15 ERue a 2%
10 D Rue a 1%
5 2019
0 - CRuea0,1%
Non Modifiée Non Modifiée Non Modifiée
modifiée modifiée modifiée
E-coli Staphylococus candidat
aureuse

Graphique 3 Activité antibactérienne de I'HE de la rue de montagne
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M Armoise 100%
B Armoise a 2%
B Armoise a 1%

O Armoise a 0,5%

Non Modifiée Non Modifiée Non Modifiée
modifiée modifiée modifiée
E-coli Staphylococus candidat

aureuse

Graphique 4 Activité antibactérienne de I'HE de I'armoise blanche

e Interprétation :

En premier lieu Il faut noter que tous les dérivés thioné testés ont montré des diametres
d’inhibition supérieure devant celles des huiles essentielles natifs.

En outre, l'activité de I'huile essentielle de I’armoise est du probablement a la présence des
composés majoritaire: camphre, thujone, 1,8-cinéole.

Bien que l'activité antimicrobienne d'une huile essentielle soit attribuée principalement a
son composé majoritaire, I'effet synergique ou antagoniste de chacun de ces constituants
présents en faible teneur est également considéré.

Dans la présente étude, la bactérie a Gram négatif (Echerichia coli) est avérée la plus
résistante. Plusieurs travaux notamment ceux de ont confirmé la grande résistante des
bactéries G- par rapport aux G+. Ce constat peut étre di a I'action de certains composes
volatiles de 1’'huile essentielle étudiée d’une part et a la présence d'une couche de
lipopolysaccharide (LPS) chez les bactéries G- qui pourrait fonctionner comme barriére
efficace contre n‘importe quelle biomolecule entrant d’autre part.

Nous remarquons que la souche Candida est la plus sensible & toutes les huiles essentielles
elle révele des résultats assez modérés, les meilleurs zones d’inhibitions sont observées

pour I’huile essentielle de la rue de montagne.
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Du point de vue stérigue nous avons constaté que la molécule dont le substituant présente
une chaine linéaire (2-undécanone), a une activité supérieure a celle qui posséde une
chaine cyclique.

Les composés thionés possedent une activité tres intéressante surtout contre la souche
candidat, malgré la non solubilité totale du produit, il révele des résultats assez modéreés,
les meilleurs zones d’inhibitions sont observées pour I’huile essentielle de la rue de
montagne.

Dans la littérature il a été déja mentionné que le groupement thione exhibe une inhibition
de l'activité de l'uréase (enzyme catalysant la réaction de transformation de l'urée en Il a été
mentionné aussi que le soufre est capable de chélater les atomes de fer présents dans
dioxyde de carbone et en ammoniac). Cette enzyme est présente dans la plupart des
souches bactériennes. Il a été mentionnée aussi que le soufre est capable de chélater les
atomes de fer présents dans 1’hémoglobine bactérienne d’une part et d’autre part la
thionation d’un composé accroit sa lipophilie et de ce fait, elle permet au composé¢ de
traverser plus facilement les membranes dans les milieux biologiques et accroit sa

biodisponibilité. En comparaison avec leurs homologues cétones.

4  Résultats de I’évaluation de P’activité insecticide
L’application des deux huiles essentielles comme insecticide contre a donner les

résultats suivants :

4.1 Huile essentielle de la rue de montagne :

100 -+

80 A

—o— HE

40 —&— HEM

0 & o T T T
0 5 10 15 20

Graphique 5 Variation du taux de mortalité des insectes traité par I'HE de la rue native et modifié on
fonction du temps
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e Interprétation
Les résultats consignés dans le tableau montres que I'huile essentielle de la Rue de
montagne ne manifestent une activité insecticide vis-a-vis la Sitophilus Oryzae qu’aprés 3h
d’exposition avec un taux de mortalité¢ de 13.33%, par contre le taux de mortalit¢ de I’'HE

modifiée apres la méme durée atteint son maximum 100%.

4.2 Huile essentielle de I’armoise blanche :

100

60 7 == HE

—y—
40 - HEM

20

Graphique 6 Variation du taux de mortalité des insectes traité par I'HE de I'armoise native et modifié
on fonction du temps

e Interprétation :

La figure montre 1’action de I’huile essentielle de I’armoise blanche avant et aprés

thionation vis-a-vis des charancons de blé

La 1 ®¢ courbe représente 1’effet de 1’huile essentielle de I’armoise blanche contre la
Sitophilus Oryzae par fumigation, les Sitophilus Oryzae ont été éliminé totalement apres
12h.

Par contre le taux de mortalité de la méme HE modifie par action de P, S5 dans le CS; en

présence de NaHCO; atteint apres 12 h une valeur de 70%



Conclusion
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Ce travail a ét¢ mené dans le cadre d’étudier la thionation des huiles essentielle de

I’armoise blanche et de la rue de montagne.

Les résultats obtenus indiquent que le remplacement du groupe carbonyle par un autre
thiocarbonyle par action du P,Ss sur les cétones contenues dans les huiles essentielles de la
rue de montagne et de I’armoise blanche (extraient par entrainement a la vapeur d’eau) est
responsable de nouvelles propriétés physiologiques et biologiques de ces huiles

essentielles.

Les analyses IFTR montre la disparition de la bande C=0 des cétones aliphatiques et le

remplacement de celle-ci par un groupe thiocarbonyle.

La méme remarque est présente dans le spectre IFTR de I’armoise blanche, ou les
groupements carbonyles de la a-thujone, B-thujone et le camphre sont remplacés par des

nouveaux groupements thiones.

Ces résultats sont confirmés par ’analyse GCMS ou de nouveau thiocétones ont été
identifiées, le 2-thioundécanone de la rue et la a-thiothujone, PB-thiothujone et le

thiocamphor de 1’huile essentielles de 1’armoise blanche.

Ces modifications chimiques ont été confirmées par 1’amélioration des activités
microbiologique vis-a-vis des souches microbienne et fongique, et insecticide vis-a-vis de

la souche Sitophilus Oryzae.

A la lumiére de ces résultat encouragent il est recommandée d’étudiée 1’amélioration du

rendement et par conséquence des procédées de purification.

Il est aussi utile de réduire le temps de réaction par substitution du chauffage

conventionnelle par les microondes et les ultras sons.
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Annexe 1 chromatogramme de 2-undécanone
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Annexe 2 : spectre FTIR
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Annexe 3 résultat des testes microbiologique

Staphylococus aureuse :

Rue modifié pur

Candidat :

Candidat rue non modifié 100% Candidat Armoise non modifié 100%

Candidat armoise modifie a 2% Candidat armoise modifie a 1 %

Candidat rue modifié 1% Candidat rue modifié 0.5%



Annexe 4 Résulta de ’activité insecticide

Activité insecticide de la rue de montagne
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