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Résumé :

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd'hui encore
une majorité de la population mondiale, plus particuliérement dans les pays en voie de
développement, se soigne uniquement avec des remédes traditionnels & base de plantes.
L'industrie pharmaceutique moderne elle-méme s'appuie sur la diversité des métabolites
secondaires des végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés biologiques
inédites.

Dans ce contexte, la présente étude porte sur I'évaluation des activités antimicrobienne et
insecticide des huiles essentielles de I’armoise de judée et armoise blanche, avant et aprés
modification chimique par thionation. L’extraction est effectuée par hydrodistillation. La
réaction de thionation a été réalisée sur les huiles essentielles en utilisant le P,Ss avec le
bicarbonate de sodium dans le CS,.

L’analyse d’UV-Visible confirme la disparition de la bande spécifique de la fonction
carbonyle dans I’huile essentielle de I’armoise de judée modifiée et armoise blanche
modifiée.

L’analyse FTIR ont montré aussi la disparition de la bande d’absorption de la fonction
carbonyle situé a 1666 cm-' et 1742 cm™ des cétones cyclique et I’apparition des nouveaux
pics situés 2 989 cm™et 926 cm™ responsable de la vibration de fonction thiocétone cyclique.
Les analyses de GC/MS montrent la disparition des molécules cétones comme pipéritone,
camphre, thujone et I’apparition des nouvelles molécules thionées tel que thiopépiritone,
thiocamphor, thiothujone qui sont responsable a des activités antimicrobienne et insecticide

plus importante que celle des molécules cétones.

Mots clé : huile essentielle, armoise de judée, armoise blanche, thionation, P,Ss.




Abstract :

Plants have always been a key source of medicines. Even today a majority of the world's
population, especially in developing countries, is treated only with traditional medicines made
from plants. The modem pharmaceutical industry itself is based on the diversity of secondary
metaholites of plants to find new molecules with novel biological properties.

In this context, this study focuses on the evaluation of antimicrobial and insecticidal activities
of essential oils of Artemisia herba alba Asso; Artemisia judaica L before and after chemical
modification by thionation. The extraction is done by hydrodistillation method. The thionation
reaction was carried out first on model molecules then on the essential oils matrix using P,S;s
with the Sodium bicarbonate in CS,.

The UV-Visible analysis shows the disappearance of spécific band of carbonyl function on
essential oil of Artemisia herba alba Asso; Artemisia judaica L modifies.

FTIR analysis showed too the disappearance of the absorption band of the carbonyl function
located at 1666 cm™ and 1742 cm™ for cyclic ketones and the appearance of new peak at
989cm™ and 1024 cm™ responsible of vibration of the cyclical thioketone function

GC/MS analysis shows the disappearance of ketones molecules like pépiritone, camphre,
thujone and the appearance of new thiomolecules like thiopépiritone, thiocamphor,
thiothujone, molecules have given greater antimicrobial and insecticide activity than the

native than ketones molecules.

Key words : essential oil, Artemisia judaica, Artemisia herba alba, thionation, P,Ss.
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Introduction :

Malgré les progrés réalisés en médecine au cours des derniéres décennies, de nombreux
traitements médicamenteux restent insuffisants face aux fléaux tels que: la malaria, premiére
cause de mortalit¢ dans le monde, cancer, Alzheimer, infections virales et bactériennes. A
ceci, s'ajoute l'augmentation de l'incidence des infections fongiques avec I'émergence de
nouvelles maladies qui affaiblissent le systéme immunitaire (SIDA), le recours aux
traitements immunosuppresseurs (afin d'éviter les rejets de greffes), les traitements
antinéoplasiques de plus en plus agressifs, ainsi que I'apparition de souches de
microorganismes de plus en plus résistantes aux traitements connus.

Dans le régne végétal, les métabolites secondaires jouent des rles écologiques importants,
notamment en contribuant aux phénoménes de communication et de défense [1].

Depuis I’antiquité, quelques caractéristiques des principes actifs étaient connues pour
’homme et certaines épices ont été utilisées pour leurs particularités de parfum, leur saveur et
leur effet de conservateur [2]. L’exploitation de ces composés s’effectuait sous forme d’huiles
extraites de plantes (huiles essentielles) par le moyen de la distillation, cette technique étant
employée en Inde et Perse il y a plus de 2000 ans [3].

La majorit€ des populations ont recours & des plantes médicinales pour se soigner, par manque
d’accés aux médicaments prescrits par la médecine moderne mais aussi parce que ces plantes
ont souvent une réelle efficacité. Aujourd’hui, le savoir des tradipraticiens est de moins en
moins transmis et tend & disparaitre. C’est pour cela que [I’ethnobotanique et
I’ethnopharmacologie s’emploient & recenser, partout dans le monde, des plantes réputées
actives et dont il appartient a la recherche moderne de préciser les propriétés et valider les
usages [4]. La recherche de nouvelles molécules doit étre entreprise au sein de la biodiversité
végétale en se servant de données ethnopharmacologiques. Cette approche permet de
sélectionner des plantes potentiellement actives et d’augmenter significativement le nombre
de découvertes de nouveaux actifs [5].

L’ Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore singuliérement riche
et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15% endémique et appartenant &
plusieurs familles botaniques [6].

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est faire une
modification chimique sur I’huile essentielle de I’ Artemisia judaica L et Artemisia herba alba

asso, étudier leurs activités biologiques.



Le travail est divisé en trois grandes parties :

Dans la premiére partie, une étude bibliographique est menée sur : généralité sur I’ Artemisia
judaica L et Artemisia herba alba Asso, le deuxiéme chapitre se focalise sur les huiles
essentielles et ses applications biologiques, le troisiéme chapitre est consacré a la thionation
des huiles essentielle.

Dans la seconde partie, on détaille ’outil méthodologique utilisé :

L’extraction des huiles essentielles de 1’armoise de judée et de 1’Armoise blanche par

hydrodistilation.
La caractérisation physico-chimique et organoleptique des huiles essentielles.
La thionation des huiles essentielles de I’armoise de judée et de 1’armoise blanche.

L’analyse des produits obtenus par les différentes techniques chromatographiques et

spectroscopiques afin d’élucider leurs structures chimiques.

L’étude du pouvoir antibactérien et du pouvoir insecticide des huiles essentielles avant et

apres thionation.

Dans la troisiéme partie se consacrée aux résultats et discussions obtenus dans ce travail.
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I. Etude des plantes médicinales :
L1. Etude botanique de /’Artemisia judaica L:
I.1.1. Dénomination :

Noms vernaculaires:

En Francais: Armoise de Judée
En Arabe: Chouihiya, baatharam

Nom scientifique: Artemisia judaica L ssp. Sahariensis[7].

GNTE. m :&&'ﬁf’..x e f"f oo - <
Figure 1 : Artemisia judaica L ssp. Sahariensis [8].
I.1.2. Caracteére botanique:

L'Artemisia judaica L est un arbrisseau vivace, formant de grosses touffes vert bleuté. Les
tiges sont plus ou moins ligneuses. Elle a des capitules jaunes bombés, jaune péle, assez gros.
Les petites feuilles trés divisées sont couvertes d'un duvet argenté [7].

L.1.3. Systématique d'Artemisia judaica L ssp sahariensis:

D'apres [7] et [9] la classification qu'occupe Artemisia judaica L ssp sahariensis est la
suivante:

Embranchement: Phanérogames ou Spermaphytes.

Sous-embranchement: Angiospermes.

Classe: Eudicots.

Sous classe: Asteridées

Ordre: Asterales.

Famille: Astéracées.

Genre: Artemisia.



Espéce: Artemisia judaica L

Sous espéce: Artemisia judaica L ssp. sahariensis.

I.1.4. Composition chimique de I’huile essentielle d’Artemisia judaica L:

L'analyse chimique de I'huile d'Artemisia judaica L ssp. Sahariensis a fait l'objet de quelques
travaux permettant d'avancer l'existence de différents types chimiques. [10] ont étudié cette
huile essentielle en Egypte et dont le composé majoritaire est le camphre (37,3 %) suivie par
Piperitone (27,4 %). D'autres travaux réalisés par [11] dans le nord de I'Egypte ont permis de
détecter 25 composés dont le composé majoritaire est le piperitone (45,0 %) suivie par
transéthylecinnamate (20,8 %) et éthyle-3-phényle propionate (11,0 %), les autres composés
sont Spathulenol (6,27 %), cis éthyle cinnamate (5 ,64 %), 2,6-diméthyle phénol (1,39 %),
méthyle cinnamate (1,06 %) et camphre (0,38 %).

L.1.5. Propriétés thérapeutiques :

Les feuilles séchées d'drtemisia judaica L ssp. Sahariensis sont avalées avec un verre d'eau
pendant les fétes afin d'éviter les désagréments intestinaux dans la tradition de la population
du sud Algérien. Cette plante est utilisée contre les maux intestinaux et diminue le risque de
l'athérosclérose. Elle a une activité antibactérienne, anti-inflammatoire et antipyrétique [12].
Artemisia judaica est traditionnellement utilisée comme herbe médicinale en Egypte. La
plante a ét€ utilisée pour traiter les troubles gastro-intestinaux, la mauvaise vue, les maladies
cardiovasculaires, les troubles de la peau, le systéme immunitaire affaibli, I’athérosclérose, le
cancer et Iarthrite. [10 ; 12 ; 13] ont publié de multiples travaux sur I’ Artemisia judaica L. Ils
ont montré que les deux composés chimiques pipéritone et trans-cinnamate d’éthyle
(principaux constituants d’huile essentielle d’Artemisia judaica L) possédent une activité
insecticide et une activité¢ antifongique. Ils ont révélés le pouvoir antifeedant du composé
trans-cinnamate d’éthyle. [8] a montré que I’huile essentielle d’A judaica L. posséde un
pouvoir fumigatif et un effet insecticide répulsif fort. [14] ont décrit pour la premiére fois
Iactivité molluscicide importante des extraits éthanoiques d’ Artemisia judaica L. [8] a étudié
les activités antioxydants et antibactériennes de I’artemisia judaica L par les composés du

métabolisme secondaire.

L.2. Etude botanique de /’Artemisia herba alba Asso:
I.2.1. Dénomination :

Noms vernaculaires:

En Francais: Armoise blanche.



En Arabe: Chih, Gaisoum, Chih korassani.

Nom scientifique : Artemisia herba alba Asso [7].

1.2.2. Caractére botanique:

L'Artemisia herba alba Asso est une plante steppique du genre Artemisia de la famille des
Astéracées. Elle est une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifiées, de 30 cm & 50 cm avec
une couche épaisse. Les feuilles sont petites, sessiles, pubescentes, a aspect argenté. Ces
feuilles sont groupées en grappes,  capitules trés petites et ovoides. L'involucre est bractée et
imbriquée. Le réceptacle floral est nu avec 2 a 5 fleures jaunétres et toutes hermaphrodites
[15].

1.2.3. Systématique d'Artemisia herba alba Asso:

D'aprés [7;9] la classification qu'occupe Artemisia herba alba Asso dans la systématique est la
suivante:

Embranchement: Phanérogames ou Spermaphytes.

Sous-embranchement: Angiospermes.

Classe: Eudicots.

Sous classe: Asteridées

Ordre: Asterales.

Famille: Astéracées.

Genre: Artemisia.

Espéce: Artemisia herba alba Asso.

1.2.4. Composition chimique:

L'analyse chimique des huiles essentielles d'Artemisia herba alba Asso a fait l'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 huile
essentielle. [16] 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 %),
B-thujone (10,10 %), accompagné de faible quantité de 1,8-cineole (3,30 %), chrysanthénone
(2.32 %) et acétate de chrysanthényle (3,93 %). En Jordanie [17] ont mis en évidence les
principaux composés: thujone (16,20 %), B-thujone (8,50 %), alcool santolina (13 %), cétone
armoise (12,4 %), trans-Pinocarveole (3,9 %), acétate artemisyle (3,7 %), acétate de sabinyle
(5,4 %), D-germacrene (2,6 %), eudesmol (2,2 %)et acétate caryophyllene (5,7 %).

L'analyse chimique de I'huile essentielle d'drtemisia herba alba Asso récoltée dans la région

de Misila (Algérie) effectuée par [18] révélent la présence d'un composé majoritaire: Camphre
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(19.4 %) suivie par trans- pinocarveole (16,9 %), chrysanthénone (15,8%) et B-thujone (15%).
L'huile essentielle d'drtemisia herba alba est trés variable. Des études faites par [19; 20; 21]
ont trouvé que le camphre a €t€ le composant majoritaire d’Artemisia herba alba dans les pays
suivantes: Algérie, Maroc et 'Espagne avec un pourcentage variable de 15% & 68,2%.
D'autres études ont montré que le composant majoritaire est le thujone (44%) [22].

L.2.5. Propriétés thérapeutiques de cette plante:

Depuis longtemps, I'armoise blanche a été reconnue par les populations pastorales et
nomades pour ses vertus purgatives. On l'utilise notamment comme vermifuge chez les ovins
[23]. Elle est employée par la population de Naguef pour soulager les maux gastro-intestinaux
[24]. En Tunisie, elle est utilisée pour les maladies digestives et pour le traitement
antidiabétique [25]. Artemisia herba alba Asso est utilisée comme anti-diarrhée, contre les
crampes abdominales, et pour curatif des blessures externes [20]. Elle est utilisée contre le

diabete et I'ictére [26]. Elle est recommandée pour des désordres neurologiques [27].



II. Les huiles essentielles

I1.1. Définition des huiles essentielles :
Les huiles essentielles sont des substances volatiles non grasses sécrétées par des plantes
aromatiques comme la lavande, 1'eucalyptus ou le thym. Elles sont constituées d'un mélange
souvent complexe de molécules organiques.
I1.2. Localisation et répartition:
Les huiles essentielles peuvent étre stockée dans les organes végétaux : tel que les fleurs,
l'écorce, bois, racines, des rhizomes de fruits et des grains. Les huiles essentielles se forment
dans les vacuoles des cellules épidermiques ou dans des cellules du mésophile de nombreux
pétales [28].
I1.3. Composition chimique des huiles essentielles:
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de constituants qui appartiennent a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes: le groupe des terpénoides d'une
part et le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane beaucoup moins
fréquents d'autre part.

3.1. Terpénoides:
Dans les huiles essentielles, seuls seront rencontrés les terpénes les plus volatils. C'est a dire,
ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée: monoterpenes et sesquiterpenes [29].

3.2. Composés aromatiques:
Les dérivés du phénylpropane (Cs-C3) sont beaucoup moins fréquent, il s'agit d'allyle et de
propenylphénols, parfois des aldéhydes, caractéristiques de certaines huiles essentielles. Nous
pouvons également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en (Cs-C;), plus
rares, tel le safrole [30].

3.3. Composés d'origines divers:
Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I'hydrodistillation [31].
I1.4. Domaine d'utilisation des huiles essentielles:
Les huiles essentielles peuvent avoir d'intéressantes applications dans différents secteurs.

4.1. En désinfection de I'air:

Les huiles essentielles sont composées d'un grand nombre de molécules volatiles. En
diffusion dans 1'air ou diluées dans les produits de nettoyage, elles désinfectent, désodorisent

et parfument agréablement et naturellement 1'air.



4.2. En agroalimentaire:
Les huiles essentielles actuellement employées comme ardmes alimentaires sont également
connus pour posséder des activités antioxydantes et antimicrobiennes sur plusieurs bactéries
responsables de la pollution des aliments et pourraient servir d'agents de conservation
alimentaires [32].

4.3. En traitement des infections:
Les huiles essentielles sont trés efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques. Ce qui
leur donne une place parmi les moyens thérapeutiques pour guérir, atténuer ou prévenir les
maladies et les infections.
IL.5. Mécanismes d'action des huiles essentielles:
Due aux microorganismes résistants aux antibiotiques, la recherche d'un nouveau médicament
prototype pour combattre ces infections est absolument nécessaire. Plusieurs huiles
essentielles offrent un espoir illimité et grand potentiel & 'égard de ce probléme. Connu de
facon empirique depuis des siécles, leurs efficacités anti-infecticuses ont été scientifiquement
démontrées in vitro par [33] et in vivo par [34].

5.1. Mode d'action contre les bactéries:
Lorsque nous parlons d'activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d'effets: une activité
létale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique.
S.2. Mode d'action contre les champignons:

L'étude de l'effet fongicide et fongistatique des huiles essentielles vis-a-vis de champignons
pathogenes a fait I'objet de plusieurs travaux [35, 36].
IL.6. Méthodes d’extraction des huiles essentielles :
De tous temps, on connait les vertus des «essences de plante» et on s’efforca de les extraire
depuis la plus haute antiquité. C’est vers le 13°™ siécle, en Europe, plus précisément dans Ie
Sud de la France, au royaume des parfums, que I’on a commencé a explorer diverses
méthodes d’extraction de ces huiles volatiles [37]. Connaissant mieux les constituants des
huiles, des techniques se sont développées visant 4 optimiser la qualité de I’huile tout en
maintenant un rendement intéressant. La distillation est de loin, le procédé le plus utilisé pour
I’extraction des huiles essentielles.

I1.6.1. La distillation :
Selon [38] la distillation peut étre définie comme étant la séparation des constituants d’un
mélange de deux ou plusieurs composants en fonction de leur température de passage a 1’état
gazeux (€bullition ou sublimation). La distillation peut s’effectuer avec recyclage de I’eau de

distillation (cohobation), ou sans recyclage. La production des huiles essentielles se ferait
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donc en deux étapes : la diffusion de I’huile essentielle de I’intérieur des tissus vers la surface
du matériel végétal, et I’évaporation et entrainement a la vapeur d’eau.
[28] signale que le principe de la distillation repose sur la propriété qu’ont les huiles
essentielles d’€tre volatiles sous I’effet de la chaleur, I’huile est alors entrainée par la vapeur
d’eau. Apres condensation, I’huile essentielle se sépare du distillat par décantation.
Il existe deux méthodes de base de distillation pour I’obtention des huiles essentielles qui
reposent sur le méme principe : entrainement des constituants volatils du matériel végétal par
la vapeur d’eau. La différence entre eux réside dans le degré de contact entre ’eau liquide et
le matériel végétal [39].

6.1.1. Hydrodistillation :
Distillation a I’eau ou «hydrodistillation» le matériel végétal est en contact direct avec I’eau.
Lorsque le végétal est broyé on parle de turbo distillation. I’hydrodistillation consiste a
immerger directement le matériel végétal & traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un
alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont
condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité. Les
inconvénients de cette méthode sont : la calcination du matériel végétal, ce qui entraine une
modification de la composition et des caractéristiques chimiques de I’huile essentielle, La non
maitrise de la température du récipient contenant le mélange (eau + organes végétaux) et la
modification de 1’odeur, de la couleur et de la composition de I’huile essentielle au cours de la
distillation [40].
6.1.2. Distillation a la vapeur :
Distillation a la vapeur saturée : «vapo-hydrodistillation» : ¢’est le procédé le mieux adapté a
’extraction des essences, surtout si elles sont destinées a des fins thérapeutiques [41]. Le
matériel végétal, dans ce cas, n’est en contact avec ’eau, se trouve supporté par une grille ou
une plaque perforée placée a une distance adéquate du fond de 1’alambic, rempli d’eau. Sous
Paction de la chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a travers les plantes en entrainant
les molécules aromatiques vers un systéme de refroidissement. La vapeur d’eau chargée ainsi
d’essence retourne a I’état liquide par condensation. Le produit de la distillation se sépare
donc en deux phases distinctes : I’huile et I’eau condensée que 1’on appelle eau florale ou
hydrolat [39; 42].
Distillation a la vapeur directe : c’est une variante de 1’entrainement a la vapeur qui consiste &
pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression (0.02-0.15 bar) a travers la masse végétale du
haut vers le bas, en utilisant la pesanteur comme force de déplacement de la vapeur, la
composition des produits obtenus est qualitativement différente de celle des produits obtenus

par les méthodes classiques. Le procédé permet un gain de temps et d’énergie ; ce procédé est



appelé distillation par hydrodiffusion [39 ; 28]. Il découle des recherches de [43 ; 44 5 45] que
I’entrainement a la vapeur d’eau est préférable a ’hydrodistillation du fait qu’elle permet une
extraction totale des huiles essentielles en améliorant le rendement de 33% par rapport a
I’hydrodistillation.

I1.6.2. Extraction par les solvants volatils :

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en essence
relativement faible ou pour les essences que I’on ne peut extraire par distillation. Elle est
basée sur le pouvoir qu’ont certains solvants organiques a dissoudre les composants des huiles
essentielles. Dans ce procédé, un épuisement des plantes est effectué a 1’aide d’un solvant
volatil dont I’évaporation laisse un résidu cireux, trés coloré et trés aromatique appelé
«concrétey. Le traitement de cette concréte par 1’alcool absolu conduit a «1’absolue» [42; 46]
Le choix du solvant est influencé par des paramétres techniques et économiques : sélectivité
(pouvoir solvant a 1’égard des constituants odorants), stabilité, inertie chimique, température
d’ébullition pas trop élevée pour permettre son élimination totale, pas trop faible pour éviter
les pertes et donc une élévation des coiits, sécurité¢ de manipulation c’est a dire non toxique ou
inflammable. Les solvants les plus utilisés sont les hydrocarbures aliphatiques : I’éther de
pétrole et I’hexane, mais aussi le propane ou le butane liquide (sous pression). Si le benzéne
est un bon solvant, sa toxicité limite de plus en plus son utilisation. On a également recours
aux solvants halogénés (dérivés chlorés et fluorés du méthane et de I’éthane) ainsi qu’a
’éthanol. Aprés I’extraction, le solvant est distillé et en fin de I’opération, le solvant qui
imbibe la masse végétale est récupéré par injection de vapeur d’eau dans celle-ci [28, 47].
I1.6.3. Extraction par expression :

L’essence, altérable par entrainement a la vapeur d’eau, est ici extraite du péricarpe frais
d’agrumes par différents modes d’extractions : dans I’industrie, les zestes sont dilacérés et le
contenu des poches sécrétrices est récupéré par expression manuelle ou a 1’aide de machines
qui rompent les poches par expression et recueillent directement 1’huile essentielle [28]; ou
encore aprés scarifications mécaniques, un entrainement de 1’huile essentielle par un courant
d’eau. L’essence est séparée par décantation comme précédemment [48]. Cette méthode
artisanale est totalement abandonnée au bénéfice des machines utilisées pour permetire
I’extraction des jus des fruits d’une part, et d’essence d’autre part [42].

I1.6.4. Extraction par micro-ondes :

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-ondes pour
extraire de fagon rapide et sélective des produits chimiques de diverses substances [49]. Le

matériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux micro-ondes de maniere a ce
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que seul le végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont chauffer I’eau présente dans le systéme
glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi les produits volatils qui passent dans le
solvant (non chauffé). On filtre et on récupére ensuite 1’extrait. L. extraction par micro-ondes a
le grand avantage de réduire le temps d’extraction & quelques secondes [38] Ce procédé, trés
rapide et peu consommateur d’énergie, livre un produit qui, est le plus souvent, de qualité
supérieure a celle du produit d’hydrodistillation traditionnelle [28] Par ailleurs, 1’analyse des
huiles essentielles obtenues par cette méthode a montré selon [S0] que la composition
qualitative des huiles essentielles était la méme que celle des huiles obtenues par distillation
mais le pourcentage des constituants variait de maniére significative.

L’avantage essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la durée d’extraction,
d’augmenter le rendement en extrait et de faciliter I’extraction de molécules thermosensibles
[51].

I1.6.5. Extraction au fluide supercritique :

Procédé€ relativement nouveau semblait a priori intéressant pour augmenter le rendement dans
le cas de plantes peu riches en huiles essentielles. 1l utilise les fluides a 1’état supercritique
pour extraire les composants contenus dans les végétaux. En effet, dans des conditions
particuli¢res de température et de pression situées au-dela du point critique, les fluides a 1’état
supercritique acquiérent des propriétés importantes qui se caractérisent par une bonne
diffusibilit¢ dans les matiéres solides et un bon pouvoir solvant. C’est ainsi que plusieurs gaz
sont actuellement utilisés industriellement, mais I’intérét s’est porté tout particuliérement sur
le dioxyde de carbone CO; car, celui-ci présente d’incontestables atouts : produit naturel,
inerte chimiquement, ininflammable, non toxique, facile a4 éliminer totalement, sélectif,
aisément disponible et peu couteux [28; 52].

En conclusion, et selon [53], il n’existe pas de procédé meilleur que d’autres. Chaque végétal,
chaque partie du végétal, et I'utilisation du produit obtenu commandent la technologie a
employer. Bien entendu, les aspects de rentabilité économique sont tout aussi importants.

I1.7. Conservation des huiles essentielles :

A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilité a I’air et a4 la lumiére, les huiles
essentielles doivent étre conservées dans des flacons opaques et fermés hermétiquement

[54;55].
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I1.7. Conservation des huiles essentielles :
A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilité a 1’air et & la lumiére, les huiles

essentielles doivent étre conservées dans des flacons opaques et fermés hermétiquement
[54;55].
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ITI. Modification chimique des huiles essentielles :

IIL.1. Thionation :

Thionation est la conversion d'un groupement carbonyle en un thiocarbonyle. Il existe
différents agents de thionation. Parmi eux, le réactif de Lawesson’ est le plus utilisé car il
permet de travailler a des températures plus élevées, d’une part. Et d’autre part, il est plus

soluble dans les solvants organiques que le pentasulfure de diphosphore [54 ; 55 ; 56].

Les thiones ainsi formées sont en général instables et ont tendance a s’énoliser, sauf pour la
Benzothione [57].

Figure 2 : Structure générale des thiocétones

Réaction :
CHj CHj
0 < ] Agent de thlonatlo—n S <
CH 3 CH 3

ITL.2. Les agents de thionation :

Un apergu sur les agents de thionation est illustré comme suit :

II1.2.1. Pentasulfure de phosphore :

Il est connu également sous sa forme P,Ss. Il permet Ia thionation 4 des températures plus
¢levées. L'inconvénient de ce réactif est sa faible solubilité dans les solvants organiques. Les
solvants les plus utilisés 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 4 des hautes températures dans la gamme 165-
175°C [58].

Le rendement de la réaction sous I’action du P4S;¢ est de 64%. Le mécanisme réactionnel est
alors le fait d’une attaque nucléophile de I’anion formé entre la pyridine et le P4S;o sur le
C=0.

Intérét :

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

activités des composés.
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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 trés différentes (2p sur
du charbon et 3p sur le soufre), qui ne se chevauchent pas bien a cause des plus hautes
¢nergies 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 [59].
S : 1s* 2¢ 2p° 35% 3p* 3d°
0:1s*2¢° 2p*

C: 15?25 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, Ac.o = 0,89 Acs = 0,03. La fonction thiocaronyle est isoélectronique
de la fonction cétone. La double liaison C=S est formée par le recouvrement de I’orbitale 2p
du carbone avec I’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
€lectronégatif du soufre par rapport a I’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 4 la fonction thiocarbonyle une réactivité chimique bien
distincte de la fonction cétone [60].

IIL.2.2. Réactif de Lawesson :

C’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 [61 ; 62]. Ce réactif
versatile et efficace de thionation est utilisé pour des mombreux composés carbonyles
aromatiques, aliphatiques, insaturés et carboxamides hétérocycliques. 11 a ét€ signalés qu’il se

décompose a des températures supérieures a 110°C [63; 64].

S
@f\ /O
/ \ R o]
HC s\

Figure 3 : Structure chimique du réactif de Lawesson
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IT1.2.3. Réactif de Davy :

C’est une famille de composés chimiques organiques utilisés comme agents de thionation. Ils
sont composé€s d'un centre 2,4-disulfure de 1,3-dithia-2,4-diphosphétane et de deux extrémités
qui sont des groupes thioalkyles ot les alkyles sont un méthyle, éthyle, isopropyle ou butyle.

IIs sont beaucoup plus réactifs que les réactifs de Lawesson’ et Belleau [65].
S S R
o\
7\ N\
R S/ Ny
R=Me,Et,iPr,Bu

Figure 4 : Structure chimique de réactif de Davy

ITL.2.4. Réactif de Belleau :
I1 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 [66].

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 réactif, une thionation sélective de certains groupes est possible. Le réactif
de Lawesson est le plus utilisé actuellement pour la thionation des groupes carbonyles. Il est

plus réactif que le réactif de Belleau, mais moins que les réactifs de Davy [67 ; 68; 69].

Figure 5 : Réactif de Belleau
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Matériels et méthodes



1. Matériel et Méthode utilisés :
1.1. Matériel:
1.1.1. Matériel végétal :

Ce travail réalisé par 2 espéces de plantes a huiles essentielles suivantes :

Armoise de Judée récoltée dans la station d’Oued Talanteneche (elle est située a 6 km Nord-

est de la ville de Tamanrasset) durant le mois de Novembre 2016.

Figure 6 : Armoise de judée

Armoise blanche Récoltée dans le stade de la fleuraison de Djelfa en 2016.

Figure 7 : Armoise blanche
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1.1.2. Matériel biologique :

Afin d’étudier le pouvoir antibactérien des huiles essentielles d’Artemisia judaica L. nous

avons utilisé des souches de référence :
1.1.2.1. Bactéries :
Staphylococcus aureus (G+)

Escherichia coli (G-)

1.1.2.2. Levures :

Candida albicans

1.1.2.3. Milieux de culture :

Muller Hinton :

La gélose Mueller Hinton est un milieu riche, standardisé recommandé pour I’étude de la
sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens (la réalisation de l'antibiogramme).
Sabouraud :

Le milieu de Sabouraud (ou gélose de Sabouraud) est un milieu de culture acide favorisant la
culture et 1'isolement des champignons et des moisissures.

1.1.2.4. Insectes :

Rhizopertha dominica :

L’adulte est de couleur brune, de forme cylindrique avec des c6tés nettement paralléles,
caractéristiques des Bostrichidae. C’est un insecte de petite taille de 2,2 a4 3 mm de longueur
avec un prothorax qui couvre entiérement la téte d’oui le nom du « capucin des grains ». Cet
insecte présente des antennes en massues de 3 articles. Vu de la face dorsale, le

pronotum se termine par une rangée de dents réguli¢res (12 a 14). Les élytres sont bien
développés et ponctués longitudinalement. Les adultes peuvent voler ce qui facilite les

infestations.

Adutte ou Imago

ABDOMEN ,/_;.-’

—

Figure 8 : Rhizopertha dominica
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1.1.3. Produits et solvants utilisé :

Dichlométhane

Bisulfure de carbone
Pentasulfure de phosphore
Hexane

Acétate d’éthyle
1.2. Méthodes :
1.2.1. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation:

La distillation est la méthode la plus utilisée pour I'obtention des composés d'aromes volatiles.

Principe :

Le matériel végétal séché est soumis a une hydrodistilation au moyen d’un dispositif
d’extraction type Clevenger. Cette technique se base sur le pouvoir que posséde la vapeur
d’eau a transporter les huiles essentielles. L’opération consiste a introduire 100g de masse
végétale séchée dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau
distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’ébullition. Le
mélange est porté a ébullition a 1’aide d’une chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura
lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produits s’accumulent dans le tube rempli
auparavant d’eau distillée. L huile essentielle de faible densité par rapport a I’eau, surnage a
la surface de cette derniére. 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 I’huile et enfin elle est conservée dans des flacons opaques bien scelles a température

basse (4-5C°). L’ opération d’extraction dure 3 heures a partir du début d’ébullition.
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Figure 9: Dispositif d’extraction Clevenger

Détermination du rendement :
Le rendement des huiles essentielles est déterminé par le rapport entre la masse d'huile

essentielle et la masse végétale séche a traiter [70].

R(%) = %*E*mo

R : le rendement exprimé en %.
mpyg : masse d’huile essentielle exprimé en g.
myv : masse de la matiére végétale exprimé en g.

1.2.2. Caractérisation des huiles essentielles :

1.2.2.1. Détermination des indices physiques :

Densité :
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 [71].
Elle consiste un point de repére important. Sa valeur permet d’avoir une idée sur la

composition chimique de I’HE [72].
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Mode opératoire :

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

La densit€ relative est donnée par 1’expression :

Dzo __ Imp-mg

~ my-my

my : Masse en g du pycnométre vide.

m; : Masse en g du pycnométre rempli d’eau distillée.

m; : Masse en g du pycnomeétre rempli d’huile essentielle.

Indice de réfraction :
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 mY a la température de référence t=20°C (N3?), est déterminée par la
formule suivante :

N3%=nl +0,0004 (-t) Avec t=20°C.
NZ%P=: est la valeur obtenue 2 la température t’.
L’appareil est ajusté de maniére a donner, a la température de 20 °C, une valeur de 1.333 pour

I’eau distillée.
1.2.3. Analyse des huiles essentielles :

1.2.3.1. Analyse par 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’extrait au cours de son fractionnement sur colonne et pour

évaluer la complexité des fractions.
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Figure 10 : Chambre de développement a cuve verticale et plaque de CCM
Principe : La chromatographie sur couche mince repose sur les phénoménes d’adsorption,
d’interactions et de polarité.

Un mélange de composes est placé 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 & une hauteur variant en fonction de
leur affinité pour la phase stationnaire et la phase mobile. On peut ainsi caractériser les
composés selon leur Ry (Rapport frontal : rapport de la distance de migration du composé par
rapport a celle du solvant).

Dans notre cas, les systémes de solvants pour les différentes classes sont les suivants:
Dichlorométhane/acétate d’éthyle (1:1 v/v).

hexane/acétate d’éthyle (4:1 v/v).

La phase stationnaire : gel de silice.

Aprées développement dans une cuve en verre et séchage, les plaques ont été observées sous
lampe UV a 254 et 366 nm. Les couleurs des spots ont été enregistrées ainsi de méme pour les
Ry

1.2.3.2. Analyse par UV-Visible :

Les huiles essentielles ont été analysées par 1’appareil Ultra-violet visible de type Jasco
1.2.3.3. Analyse par IR :

Un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) de marque Bruker
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1.2.3.4. Analyse par GC/MS :

Les huiles essentielles ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie

de masse
Chromatographe : HP 6890

Spectrométre de masse : Quadripole
Conditions opératoire :
Les produits ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie

de masse, dans les conditions opératoire suivantes :

Tableau 1: Condition opératoire du GC/MS

Injecteur Colonne Détecteur de masse

Température : 250°C Type : RTX-5Ms Mode d’analyse : Scan (de

Mode d’injection : Splitless | Dimensions : long 30 m, D | 40 a 550)

Volume injecté : 01pl int 0.25 mm, épaisseur film | Solvant utilis¢ : méthanol
0.25 pum Délai du solvant 3min

Température du four : 60°C
pendant pallier(2
°C/min 250°C,

8min,
jusqu’a
isotherme pendant 10 min.
Temps d’analyse : 113min
Gaz vecteur : Hélium pure

Débit GV : 1ml/min

Température de 1’interface :
270 °c

Type d’ionisation : Impact
électronique

Intensité du filament : 70 év
Température de la source :

230 °c

1.2.4. Thionation des huiles essentielles :

Mode opératoire :

L’huile essentielle préalablement séchée est dissout dans 30ml de disulfure de carbone.
Ensuite 2.8 g de P4S;o et 0,56g de bicarbonate de sodium sont additionnées. La réaction est
portée 4 reflux dans un bain marie a 45 jusqu'a 50°C. Aprés filtration, on évapore le solvant

par évaporateur rotative.
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1.2.5. Activité antibactérienne :
L’activité antimicrobienne d’huiles essentielle de I’Artemisia judaica L et Artemisia herba
alba asso a était évaluée sur 2 souches bactériennes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus
et une levure Candida albicans par la méthode de diffusion su disque. Les tests d’activité
antimicrobienne ont été réalisés au sein de laboratoire d’hygiéne et sécurité de Blida.

1.2.5.1. Préparation des solutions test :
Les solutions testées sont préparées par dissolution des huiles essentielles de 1’armoise de
judée et de I’armoise blanche natives et modifiées dans le DMSO. Les doses choisies pour
effectuer le test de toxicité sont : 10/100, 5/100, 1/100 (v/v).

1.2.5.2. Techniques d'étude du pouvoir antibactérien :

Lors de cette étude, nous avons testé 1’action des huiles essentielles natives et modifiée des
différentes espéces vis-a-vis des souches bactériennes par la méthode de diffusion sur disque
(aromatogramme) [73]. 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 ».
5.2.1 Méthode de diffusion :

Est initialement congue pour les antibiotiques (antibiogramme), mais en substituant les
disques d’antibiotiques par d’autres imprégnés par de I’huile essentielle (aromatogramme).
Inspiré d’une vieille méthode de [74].

L’aromatogramme consiste & déposer des disques de papiers filtres imprégnés des huiles
essentielles sur la surface des géloses ensemencées par le germe a tester et de mesurer les

diametres d’inhibition en millimétre (mm) aprés incubation.

5.2.2. Préparation de I’inoculum :
En premier lieu une suspension bactérienne est préparée a partir d’une culture pure et jeune
(agée de 18 heures).

Cet inoculum sert & ensemencer des géloses de Mueller Hinton coulées dans des boites de
Pétri sur une épaisseur de 4 mm puis séchées a I’étuve a 37°C avant emploi.
L’ensemencement est effectué par écouvillonnage, a partir de I’inoculum fraichement préparé.
Il consiste a tremper un écouvillon de coton stérile dans la suspension puis le frotter, aprés
’avoir essoré a I’intérieur du tube, a trois reprises sur la totalité de la surface gélosée de fagon
a former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60° aprés chaque application pour

obtenir une distribution égale de I’inoculum.
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Des disques de papiers chromatographiques de 6 mm de diamétre , préalablement stérilisés
sont déposés a la surface de gélose ensemencée aprés avoir été chargé de 5 pl d’huile
essentielle diluée dans du DMSO (dimethylsulfoxide) a 10/100, 5/100 et 1/100 (v/v). D’autres
disques, chargés de 5 pl de DMSO sont utilisés comme témoins. Afin de garantir des
conditions expérimentales comparables, chaque trois dépdét d’huile essentielle de
concentration similaire ont été placés dans la méme boite, le test est répété deux fois pour
avoir des résultats fiables. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, le diamétre d’inhibition est

mesure.
Lecture :

A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance micr: bienne se traduit par un halotranslucide
autour du puits, identique a la gélose stérile, dont le diamétre est mesuré a I’aide d’un pied a
coulisse ou une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone
d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité¢ des souches vis-a-vis
de I’huile essentielle [74].

1- Milieu de culture gélosé (agar) 3- Disque imbibé d'huile essentielle
2- Souche tfest (croissance microbienne) 4- Zone d'inhibition

Figure 11 : Principe de la méthode de diffusion par disque

D’aprés [74 ; 75], la sensibilité a ’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 2 14mm ;

Trés sensible (++) pour des diamétres de 15 4 19mm ;

Extrémement sensible (+++) pour les diamétres plus de 20mm.
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5.2.3. La concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Cette valeur est définie comme étant la concentration minimale d’extrait qui inhibe toute
croissance visible aprés 18 & 24 heures d’incubation a 37 °C.

En effet, la CMI est une valeur indicatrice du pouvoir bactériostatique d’un antibactérien.

La CMI a été déterminée en utilisant la gélose de Mueller Hinton (MHA) coulée en boites de
Pétri puis ensemencée. L’activité est ensuite estimée visuellement par la présence ou
I’absence de colonies apreés incubation a I’étuve a 37 °C pendant 18 heures.

Les valeurs de la CMI ont été relevées a la plus faible concentration du composé ne montrant
aucune croissance microbienne. L'absence de toxicité des solvants utilisés a été vérifice.
Technique de macro dilution en milieu solide :

100 pL de I’huile essentielle a tester sont placés dans un flacon stérile contenant 50 ml de
milieu MH a chaud, supplémenté en Tween 80 (0,01 %, v/v). Une dilution en cascade est
effectuée dans du milieu MH-Tween 80 (0,01 %, v/v), de maniére & obtenir une gamme de
concentration comprise entre 20 mg. Ml et 0,3 mg. ml-.

L’adjonction d’un émulsifiant (Tween 80), inerte, stable et dépourvu d’action synergique
antibiotique, peut étre réalisée pour améliorer la solubilité de I’huile essentielle et sa diffusion
dans la gélose.

L’ensemble est homogénéisé puis mis dans des boites de Pétri,13 pL d’un inoculum bactérien
sont déposés dans chacun des boites de la gamme, lesquels sont ensuite placés, incubés a
37°C pendant 24 heures.

Aprés incubation, La CMI (%) de I’huile essentielle testée est déduite & partir de la premiére

boite de la gamme dépourvue de croissance bactérienne.
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Figure 12: les étapes détaillées de la CMI en milieu solide
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1.2.5. Etude de ’activité insecticide:
1.2.5.1. 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 [76, 77, 78]. Dans notre cas les solutions des
huiles essentielles sont testées par fumigation pour favoriser leur diffusion dans le milieu
traité.

5.1.1. Méthode d’application des huiles essentielles par fumigation sur les adultes
de Rhizopertha dominica :
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
I’huile essentielle contre les adultes du R. dominica. 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. Chaque flacon contient 10 insectes. Un témoin est réalisé dans les mémes
conditions avec une rondelle du papier filtre non chargée. Le contréle 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.

application insecticide

Figure 13 : Boites pour 1
5.1.2. Correction de Ia 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 tu€ par ce
toxique. Les pourcentages de mortalité des individus tués par les huiles essentielles des
plantes sont corrigés par la formule de Schneider Orelli qui tient compte de la mortalité
naturelle (t€émoin)

M-Mt

Mc(%) ~100-m,

M, : le pourcentage de mortalité corrigé (%).

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

1.1. Rendements en

huile essentielle :

Le rendement en huile essentielle a été calculé en fonction de la matiére végétale séche de la

partie aérienne de la plante.

Le rendement en huile essentielie varie en fonction de la masse de la matiére végétale. Il

atteint son maximum avec 200 g de la plante séche avec un rendement d’environ 2% pour les

deux espéces : Armoise de judée et Armoise blanche.

2,5

1.5

R(%)

0,5

o L

Armoise de
judée

Armoise
blanche

Graphique 1: Rendement d’huile essentielle de I'armoise de judée et Armoise blanche

2. Caractérisation d’huile essentielle de I’ Arfemisia judaica L et Artemisia herba alba :

2.1. Détermination des caractéristiques organoleptiques :

Les caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle de 1’Arfemisia judaica L et

Artemisia herba alba obtenue par hydro-distillation sont représentées dans le tableau :

Tableau 2: Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle d’Artemisia judaica L et

Artemisia herba alba

Origine

Aspect

Couleur

Odeur et saveur

HE de ’armoise de

judée

Liquide, mobile

Jaune foncé

Odeur caractéristique

de la plante

HE de I’armoise
blanche

Liquide, mobile

Jaune pale

Herbacée camphrée
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2.1.1. Détermination Indices physiques :

Les résultats des analyses physiques sont regroupés dans le tableau :

Tableau 3 : les Indices physiques de I’ Armoise de judée et armoise blanche

Caractéristiques Densité a 20°C Indice de
physiques réfraction

armoise de judée 0.942 1.4818

armoise blanche 0.667 1.4721

3. Analyse des huiles essentielles :

3.1. Analyse par CCM:

Tableau 4: La séparation des composés cétoniques par CCM d’huile essentielle de I’ Armoise

de judée et Armoise de judée modifiée

Espéces La phase mobile : CH,Cl,/CH3C00C,H; (1:1 v/v)
Couleur R¢
Armoise de judée rose 0.71
Armoise de judée rose 0.84
modifiée

Tableau 5: La séparation d’huile essentielle de 1’Armoise de judée et Armoise blanche

modifiée par CCM
Espéces La phase mobile : C¢Hg/CH3C00C,Hs (4:1 v/v)
Couleur R¢
Armoise blanche rose 0.68
Armoise blanche rose 0.86
modifié
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3.2. Analyse par IR :
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Figure 14 : Spectre IRTF de I'huile essentielle de l'armoise de judée

Le spectre IRTF de I’HE de 1’ Armoise de judée est caractérisé pic 2 3030cm™ correspondant a
la liaison (C-H) aromatique et trois pics situes 2 2968cm™, 2934cm et 2831cm™ responsable
de la vibration de la liaison C-H relatif aux groupements méthyle, méthyléne et méthylyle, un
pic de forte intensité, trés pointue correspondant a I’absorption du groupement carbonyle
(C=0) présent dans les cétones est situé a 1666cm™ et deux autres pics a 1732cm™et 1715cm”
) correspondant & la fonction ester (R-COOR), ce spectre montre aussi des pics de

déformation vers 1500 cm™.
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Figure 15 : Spectre IRTF de 1'huile essenteille de 1'armoise blanche

0.0

Le spectre IR de I’HE de ’armoise montre ’appariation de trois pics situes 2 2958 cm™, 2931
cm” et 2872 cm™ responsable des vibrations de la liaison C-H relatif aux groupements
méthyle, méthyléne et méthylyle. Un pic est localisé a 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 a la vibration du groupement carbonyle de la fonction cétones cyclique de

trois molécules différentes. Ce spectre montre aussi des pics de déformation vers 1500 cm™.
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3.3. Analyse par GC/MS :

L’analyse chromatographiques d’HE de I’armoise de judée a donné le chromatogramme

suivant:
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Figure 16 : Chromatogramme de I'huile essentielle de I’armoise de judée
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Figure 17 : Spectre de masse de pipéritone
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Composition chimique :

L’analyse par CG/SM dans les conditions citées auparavant a permis I’identification des

composés regroupés dans le tableau.

Tableau 6: Composition chimique de l'huile essentielle de 1'armoise de judée

composé Formule Tr (min) Teneur (%)

Isovalerate d’éthyle H‘C\/O\[N(}% 718 Z.16

O G
p-cymene GH 17.89 1.62
H3C CHgy
pipéritone CH, 34.67 86.48
o]
HC” “CHs
Ethyle cinnamate lf\/ \ 48.69 3.24
o
Davanone a, 55.67 6.48
HC
Q /
l-!zC\ a4
(0]

Les résultats chromatographique montre la présence des monoterpénes oxygénés sont présent

dans I’huile essentielle, le pipéritone qui est le constituant majoritaire (86.48%). Ils sont

accompagnés d’autres monoterpénes hydrocarbonés tels que le p-cymene (1.62).
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Figure 18: Composition chimique de I’armoise de judée
4. Résultat de la thionation :

4.1. Analyse par CCM :

Figure 19 : plaques CCM de séparation d’huile essentielle de I’ Armoise de judée et Armoise
blanche

Interprétation :

Apres 11h de la réaction, la CCM montre la disparition des taches d’huile essentielle des deux

armoises et apparition des nouvelles taches ce qui confirme la fin de la réaction.
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4.2. Analyse par UV-Visible :
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Figure 20 : Spectre UV-Visible de I’huile essentielle de I’armoise de judée modifiée et non

modifiée : —huile essentielle —huile essentielle modifié
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Figure 21 : Spectre UV-Visible de I’huile essentielle de I’armoise blanche modifié et non
modifiée :

huile essentielle — huile essentielle modifié
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Les spectres UV-Visible des deux armoises montrent la présence de deux bandes :

La 1% bande localisée & 270 nm spécifique de la fonction carbonyle C=0 des cétones de

@ . *
P’excitationn — =«

La 2°™ situé 4 224 nm montre la présence d’une liaison 7 des alcénes spécifique a I’excitation

*
T—T

Les spectres UV-Visible des deux armoises modifiées montrent la disparition des bandes

spécifiques des cétones

4.3. Analyse par IR :

huile modifie
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@
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»
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a
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Figure 22 : Spectre IRTF de l'huile essentielle de 1'armoise de judée modifiée
Sur le spectre de I’HE de 1’armoise modifié, on observe respectivement les mémes bandes de
’HE de l’armoise (figure), on remarque I’apparition d’un nouveau pic 4 989 cm™ aprés
thionation, ce dernier correspond a 1’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 2 1666 cm™.
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Figure 23 : Spectre IR de I'huile essentielle de I'armoise blanche modifiée

Sur le spectre de I’HE de 1’armoise modifié, on observe respectivement les mémes bandes de
’'HE de ’armoise (figure), on remarque ’apparition d’un nouveau pic 4 926 cm™ apres
thionation, ce dernier correspond a 1’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™.
4.4. Analyse par GC/MS :

L’analyse chromatographiques d’HE de I’armoise de judée modifiée a donné le

chromatogramme suivant:
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Figure 24 : Chromatogramme de I'huile essentielle de I’armoise de judée modifiée
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Figure 25: Spectre de masse thiopipéritone
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Figure 26 : Réaction de thionation de thiopipéritone

Thiopipéritone :

Composition chimique :

L’analyse par CG/SM dans les conditions citées auparavant a permis I’identification des
composés regroupés dans le tableau.

Tableau 7 : Composition chimique de 1'huile essentielle de 1'armoise de judée modifiée

composé Formule Tgr (min) Teneur (%)
p-cymene G 17.91 7.29
HsC CHs3
pipéritone GHs 34.50 12.77
o
HaC CHs
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I'AC\/%@

Pipéritone thiol HC 34.67 6.20
i SH
HyC CHs
Thymol thiol HsC 38.89 18.97
: SH
HyC CHj
thiopipéritone C: Hj 43.88 41.96
S
H3C CH,
Ethyle cinnamate 48.71 12.04
0]

Le chromatographie de I’HE de 1’armoise de judée aprés thionation montre la présence du pic

du pipéritone(12.77%) en faible quantité et I’apparition d’un nouveau pic de thiopipéritone

(41.96%) ainsi que ses isomérales et les pics des composés d’HE qui non pas réagit.
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Figure 27 : Composition chimique de ’armoise de judée modifiée

L’analyse chromatographiques d’HE de [I’armoise blanche modifiée a donné le

chromatogramme suivant:
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Figure 28 : Chromatogramme de I'huile essentielle de I’armoise blanche modifiée
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Figure 31: Spectre de masse de thio- B-thujone
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Figure 32: Spectre de masse de thiocamphor
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Figure 33 : Réaction de thionation de I’a-thujone
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Figure 34 : Réaction de thionation du camphre

Thiocamphor :
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Composition chimique :

L’analyse par CG/SM dans les conditions citées auparavant a permis I’identification des

composés regroupés dans le tableau.

Tableau 8 : Composition chimique de I'huile essentielle de 1'armoise blanche modifiée

composé Formule Tr (min) Teneur (%)
a- terpinéne i 14,30 0,58
HsC CH,
p-cymene C: Ha 14,969 14,18
Hs;C CH,
1,8-cineole CHa 15,343 14,91
H4C E Ec Hg
Filifolone g (Hg 20,414 4,09
A
N
HaC
CHs,
a-thujone CHs 20,598 4,38
; s
H,C CHj
B-thujone EHsy 21,423 7,18
(0}
HigC CH,
Camphre CH3 23,399 22,36
0
HsC
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Thiofilifolone . CH, 27,148 1,9
NS
N
CH,
Thio-o-thujone CHg 29,006 1,32
/5
HgC CHg
Thio-B-thujone CHg 29,849 8,62
/5
H g€ ~CH,
Thiocamphor CHj 30,465 9,64
S

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-B-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 I’huile essentielle, le camphre qui est le constituant majoritaire (22.36%), le

filifolone (4.09%), I’o-thujone (4.38%) et le B-thujone

(7.18%). Ils sont accompagnés

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

(14.18%).

® o- terpinéne
E p-cymene

1 1,8-cineole
H Filifolone

m a-thujone

1 B-thujone

i Camphre

i Thiofilifolone

Thio-a-thujone

Figure 35: Composition chimique de I'huile essentielle de I’armoise blanche modifiée
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5. Résultats de Pactivité antibactérienne :

L’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Artemisia judaica L et herba alba sont étés
évaluées par la méthode de diffusion par disque. Les résultats relatifs a I’activité d’HE envers
les bactéries sont rapportés dans les tableaux (les diamétres des zones d’inhibitions des

huiles essentielles de I’armoise blanche et de I’armoise de judée, natif puis se de modifiée).

Tableau 9: Les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) par la

méthode de disques d’huile essentielle de I’armoise de judée a différentes concentrations.

E-coli S. aureus C. albicans
Non Modifiée Non Modifiée Non Modifiée
modifiée modifiée modifiée
Armoise de 18 25 20 30 +40 +40
judée 100%
Armoise de - 22 15 23 27 29
judée 10%
Armoise de - 20 12 15 23 19
judée 5%
Armoise de - 19 - 12 13 15
judée 1%

40
30
20
O & p——— L S R g me— A A L i £ 7
Non Modifiée Non Modifiée Non Modifiée
modifiée modifiée modifiée
E-coli S. aureus C. albicans

B Armoise de judée 100% 2 Armoise de judée 10%  Armoise de judée 5%

Armoise de judée 1%

Graphique 2 : Activité antibactérienne de 1'huile essentielle de I'armoise de judée modifiée et
non modifiée
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Tableau 10: Les diametres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) par la

méthode de disques de 1’huile essentielle de ’armoise blanche a différentes concentrations.

E-coli S. aureus C. albicans
Non Modifiée Non Modifiée Non Modifiée
modifiée modifiée modifiée
Armoise 30 40 25 30 40 43
blanche100%
Armoise 13 26 12 19 14 30
blanche 10%
Armoise - 22 11 15 13 24
blanche 5%
Armoise - 22 10 13 10 15
blanche 1%
50
40
30
20
10
0
Non Modifiée Non Modifiée Non Modifiée
modifiée modifiée modifiée
E-coli S. aureus C. albicans
H Armoise blanche 100% = Armoise blanche 10%
2 Armoise blanche 5% Armoise blanche 1%
Graphique 3 : Activité antibactérienne de 1'huile essentielle de I'armoise blanche modifiée et

non modifiée
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100% 10% 5% 1% 100% 10% 5% 1%

I'armoise de judée I’'armoise blanche

E-coli = S.aureus  C. albicans

Graphique 4 : Activité antibactérienne de I'huile essentielle de I'armoise blanche et armoise

de judée.

Figure 36 : Aromatogramme de I’huile essentielle de ’armoise de judée sur E-coli

Figure 37 : Aromatogramme de 1’huile essentielle de /’armoise de judée sur C. albicans
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Figure 38 - Aromatogramme de I’huile essentielle de 1’armoise de judée sur S. aureus
Interprétation :
L’activité antimicrobienne des huiles essentielles de I’Artemisia judaica L et Artemisia herba
alba sont évaluées par la méthode de diffusion, ont permissent de révéler une activité
moyenne sur la croissance de S. aureus (diamétre d’inhibition entre 20 et 25 mm) et E. coli
(diamétre d’inhibition entre 18 et 30 mm) alors que la bactérie 2 Gram- (E. coli) est avérée la
plus résistante que S.eureus. Ces huiles ont présentées une forte activité sur C. albicans avec
un diamétre d’inhibition de +40 mm. Les diamétres des halos d’inhibition montrent que le
pouvoir antimicrobien est inversement proportionnel a la dilution, ¢’est-a-dire ’effet diminue
avec I’augmentation de la dilution de I’huile essentielle. La différence da ns la sensibilité des
espéces microbiennes enregistrée suggere la susceptibilité des différents microorganismes aux
divers composants de I’huile essentielle.
La présence d’une teneur importante de monoterpénes oxygénés (pipéritone) dans les huiles
essentielles d'drtemisia peut étre responsable de son activité prononcée contre Staphylococcus
aureus. En effet. 11 a ét¢ démontré que le Staphylococcus aureus est le plus affecté par les
monoterpénes cétones comme les thujones [79, 80]. A l'inverse, une armoise A. campestris
qui est composée essentiellement de monoterpénes hydrocarbonés, a révélé une activité
antimicrobienne faible contre les germes pathogénes comme E. coli et S. aureus [81]. Ce qui
indique que la présence d'une fonction oxygéne dans la structure augmente les propriétés
bactériostatique et fongistatique des terpénoides.
Des études antécédentes ont démontré que la majorité des HE testées pour leur propriétés
antibactériennes ont un effet plus prononcé contre les Gram +. La résistance des Gram — est
attribuée a leur membrane externe hydrophile qui peut bloquer la pénétration de composés
hydrophobes dans la membrane cellulaire cible [82]. L’action relative de thujone et de

’eucalyptol (ou 1,8-cinéole) a été associée a leur basse hydrosolubilité et la capacité de
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former des liaisons hydrogénes, ce qui limite leur entrée dans les Gram- qui possédent des
voies hydrophobes inopérants dans la membrane externe [83].
Les diametres d’inhibition générée par I’'HE Artemisia judaica L sont inférieurs que de I'HE
de I’ Artemisia herba alba.
Les composés thionés possédent une activité trés intéressante par rapport aux huiles
A essentielles pures.

L’activit¢ I’HE de ['Artemisia judaica L modifiée est plus forte que I ’Artemisia herba alba
I modifiée.

6. Résultats de la CMI :

A Tableau 11: la concentration minimale inhibitrice de différentes espéces

Espéces

CMI (mg/ml)

S.aureus

E-coli

C.albicans

Armoise de judée

0.5

>1

=2

Armoise blanche

1

>2

>l

1

0.031

Armoise de judée 1
modifiée

Armoise blanche > 1 0.25

modifiée

I
CMI(mg/ml)
o o o 9 2 B e
N =y (o)} [e5] = N S [«)} o] N

o

C.albicans S.aureus E-coli

Graphique 5 : La CMI de I’armoise de judée modifiée et armoise blanche modifiée

mArmoise blanche modifiée mArmoise de judée modifiée
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o

C.albicans S.aureus E-coli

Graphique 6 : La CMI de I’armoise de judée et armoise blanche :
mArmoise blanche mArmoise de judée

Interprétation :
La CMI a été déterminée pour les différentes souches microbiennes La souche C.albicans a
€t€ la plus sensible pour [’Artemisia judaica L modifiée et I’Artemisia herba alba modifiée
que leurs HEs natives, avec une CMI de 0.031 et 0.25 mg/ml, tandis que les deux autres
souches d’E. Coli et S.aureus semblent plus résistants que la souche C.albicans avec des CMI
del et 2 mg/ml.
Les HEs modifiées sont plus efficaces que les HEs natives.
7. Résultats de I’évaluation de Pactivité insecticide :
L’application des deux huiles essentielles comme insecticide contre les R. dominica 4 donner
les résultats suivants :

Tableau 12: Taux de mortalité¢ de R. dominica par HE de I’ Armoise de judée avant et aprés

modification
Temps (h) 0 4 5
TM de I’'HE (%) 0 80 100
T™ de I’'HE 0 100 100
modifiée (%)
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Graphique 7 : Variation du taux de mortalité R. dominica traité par I'HE de I'armoise de
judée avant et apres modification on fonction du temps :
¢TM (%)de 'HE = TM (%) de I’HE modifiée
Tableau 13: Taux de mortalit¢ d’espece d’insecte R. dominica modification par HE de

I’ Armoise blanche avant ef aprés modification

Temps(h) 0 o S
TM de I’HE (%) 0 70 100
TM de I’'HE modifié 0 100 100
(%)

0 1 2 t(h) 3 4 5

Graphique 8 : Variation du taux de mortalité R. dominica traité par 1'huile essentielle de
I'armoise blanche avant et aprés modification on fonction du temps :

e TM de ’'HE < TM de I’HE modifiée
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Interprétation :

Selon ces résultats on peut conclure que les HE de [/’Armoise de judée modifié et de
I’ Armoise blanche modifié se sont avérées les plus efficaces avec R. dominica, puisque la
mortalité des insectes était totale et cela dans les premiéres 4 h qui suivent le traitement.

L’HE de I’Armoise de judée est plus efficace que I’HE de I’Armoise blanche, puisque la
mortalité des insectes était 80% dans la boite de I’armoise de judée.

Les monoterpénes oxygénés majoritaires qui constituent dans les HEs de 1’armoise blanche et
armoise de judée responsable de 1’effet insecticide puisque ces derniers agirent comme des
neurotoxicants contre les insectes.

L’activit¢ a été amélioré de fait du remplacement de groupement carbonyle par un

thiocarbonyle, ce dernier est plus volatile, ce qui augmente la toxicité par fumigation.
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Conclusion genérale



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
’armoise de judée et de ’armoise blanche (extraient par hydrodistilation) est responsable de

nouvelles propriétés physiologiques et biologiques de ces huiles essentielles.

Les analyses UV-Visible montre la disparition de bande spécifique de la fonction carbonyle
C=0 des cétones des deux huiles essentielles modifiés.

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

nouveaux groupements thiones.

Les résultats obtenus par les analyses GCIMS cont confirmés la disparition des molécules
cétones et le remplacement de celle-ci par des molécules thiocarbonyles tel que
thiopipéritone, a-thiothujone, B-thiothujone et le thiocamphor des huiles essentielles de

I’armoise blanche et armoise de judée.
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 Rhizopertha dominica.
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Annexe 2 : résultat des testes microbiologiques

Aromatogramme d’HE
Artemisia judaica sur S.

aureus

Aromatogramme d’HE
Artemisia judaica 10%

sur E-coli

Aromatogramme d’HE
Artemisia judaica 10%

sur S.aureus




Aromatogramme d’HE
Artemisia judaica 5%

sur S. aureus

| Aromatogramme d’HE

| judaica 1% sur S.aureus

Aromatogramme d’HE
Artemisia herba alba

10% sur S.aureus




Aromatogramme d’HE
Artemisia herba alba

5% sur E- coli

Aromatogramme d’HE
Artemisia herba alba

5% sur S.aureus

Aromatogramme d’HE
Artemisia herba alba

1% sur S.aureus




Aromatogramme d’HE
Artemisia herba alba
modifiée 10%  sur

C.albicans

Aromatogramme d’HE
Artemisia herba alba
modifiée 5% sur

C.albicans




