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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 douédes de
plusieurs propriétés biologiques. Dans ce contexte, nous avons essay¢ de modifié I’huile
essentielle de la verveine odorante par thionation dans le but d’augmenter leur hydrophobie
et leur volatilité et d’évaluer I’activité antibactérienne et insecticide de cette huile essentielle

avant et aprés modification chimique.

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par hydrodistilation de type clevenger. Les
résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction est de 0,28 % de I’espéce Lippia

citriodora.

L’étude des caractéristiques physicochimiques et I’analyse organoleptiques a révélé des
résultats conformes aux normes internationaux (AFNOR).
La réaction de thionation a été réalisée sur la matrice de I’huile essentielle en utilisant le

P,Ss avec le bicarbonate de sodium dans le CH,Cl,

Les analyses IRTF ont montré la disparition de la bande d’absorption de la fonction
carbonyle situé a 1672 cm™ pour les aldéhydes aliphatique dans I’huile essentielle de Lippia
citriodora et I’apparition de nouveau pic situé a 989 cm™' responsable de la vibration de la

fonction thioaldéhyde aliphatique.

Les analyses GCMS montre I’apparition de nouvelles molécules thionée identifié par les

spectres de masse.

L’huile essentielle thioné est donnée des activités microbiologique et insecticide plus

importante que celle de I’huile essentielle native.

Mots clé : huile essentielle, verveine odorante, Lippia citriodora, thionation, activité

antibactérienne, activité insecticide.



Abstract

Several research studies have focused on 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 Lemon verbena by thionation in order
to increase their hydrophobicity and their volatility and to evaluate the antibacterial and

insecticidal activity of this essential oils before and after chemical modification.

The extraction of the essential oil has been carried out by hydrodistillation of type
Clevenger. The results obtained show that the performance of extraction is 0.28% of the

species Lippia citriodora.

The study of the physicochemical characteristics and the organoleptic analysis revealed the

results conform to the international standards (AFNOR).

The thionation reaction was carried out on the essential oil matrix using PS5 with sodium

bicarbonate in CH,Cl,.

IRTF analysis showed the disappearance of the absorption band of the carbonyl function
located at 1672 cm™ for the aliphatic aldehyde in the essential oil of Lippia citriodora and
the appearance of a new peak at 989 cm™ responsible of the vibration of the function aliphatic

thioaldehyde.

The GCMS analysis shows the appearance of new thiomolecules identified by mass

spectra.

The modified essential oil have given greater microbiological and insecticide activity

than the native essential oil.

Key words: essential oil, Lemon verbena, Lippia citriodora, thionation, antibacterial activity,

insecticidal activity
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INTRODUCTION

Depuis des milliers d’années, 1’humanité a utilisé diverse plante trouvées dans son
environnement, a fin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
I’avantage d’étre d’une grande diversité de structure chimique et ils possédent un trés large
¢ventail d’activités biologiques. Cependant I’évaluation de ces activités demeure une tache

trés intéressante qui peut faire 1’intérét de nombreuses études [1].

Actuellement, les plantes aromatiques possédent un atout considérable grice a la
deécouverte progressive des applications de leurs huiles essentielles dans les soins de santé
ainsi que leurs utilisations dans d’autres domaines d’intérét €conomique. Leurs nombreux

usages font qu’elles connaissent une demande de plus en plus forte sur les marchés mondiaux
[1].

La popularit¢ dont jouissent de puis long temps les huiles essentielles et les plantes
aromatiques en générale reste liée & leurs propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques,
antivirales, antifongiques, bactéricides, anti-toniques, insecticides, tonifiantes, stimulantes, et

calmantes [2].

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.

Les composés soufiés sont trés rare dans les huiles essentielles, et n’existe pas dans I’huile
essentielle de la verveine odorante. Le soufre en tant qu’élément chimique tient une place
particuliére 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 & sa réactivité propre ou bien se limite a un role purement

structural [3].

L’ Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales, au regard de sa superficie et de
sa diversités bioclimatique, ses espéces sont trés riche en huiles essentielles et sont utilisées

en médecine populaire pour leurs propriétés antiseptiques, anti diarrhéiques et anti



bronchiques. A cet effet, et dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de notre

pays, nous nous sommes intéressés a étudier I’espéce Lippia citriodora (Verbénaceae).

Le choix de cette plante a été justifié par le fait qu’elle est tres utilisée dans la médecine

traditionnelle Algérienne.

Dans le présent travail notre objectif fut alors de modifier la matrice de cette huile
essentielle par thionation des composés carbonylée présent et d’étudier son activité
antimicrobienne vis-a-vis des souches bactériennes et des especes fongiques avant et apreés
modification. Dans un deuxiéme volet, nous nous sommes intéressés a étudier aussi Pactivité
insecticide de cette huile essentielle pour pouvoir valoriser la réaction de thionation et tirer
ultérieurement les meilleures informations possibles sur la relation entre la structure et
’activité.

Ainsi ce manuscrit s’articule autour de trois parties :

Dans la premiére partie, une étude bibliographique est menée sur : La matiére végétale, leur
composition chimique et les différents travaux dont elle a fait I’objet, ensuite on présentera la
la chimie des huiles essentielles et de ses applications biologiques, le troisiéme chapitre est
consacre€ a la thionation des huiles essentielle.
Dans la seconde partie, nous détaillerons 1’outil méthodologique utilisé :

e L’extraction de I’huile essentielle de Lippia citriodora par Hydrodistillation.

® La caractérisation physico-chimique et organoleptique de I’huile essentielle.

e Lathionation de I’huile essentielle de Lippia citriodora.

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

et spectroscopiques afin d’élucider leurs structures chimiques.

e L’étude du pouvoir antibactérien et du pouvoir insecticide de ’huile essentielle
avant et apres thionation.

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






Chapitre I : Apercu bibliographique sue I’espéce Lippia citriodora

1. Présentation de ’espéce Lippia citriodora

La verveine odorante (Lippia citriodora) est un sous-arbrisseau de la famille des
Verbénacée, originaire d'Amérique du Sud, introduit et cultivé sur le pourtour méditerranéen
(midi de la France et Afrique du Nord).

Il s'agit d'un arbrisseau vivace ramifié pouvant atteindre 1 & 5 m de hauteur [4], dont les
tiges anguleuses et cannelées portent des feuilles rudes, courtement pétiolées, verticillées par
3. Les fleurs disposées en épis possédent 4 pétales soudés 4 la base en un tube et étalés en 4
lobes bicolores : blancs sur la face externe et bleu violacé sur la face interne [5]. Les rameaux
sont récoltés peu avant la floraison, rassemblés en bouquets puis séchés. Les feuilles sont
mondées une fois séchées puis consommées en infusion [6].

La verveine odorante est utilisée en herboristerie et en industrie de la parfumerie a cause
de l'odeur de citron que dégagent les feuilles broyées.

2. Place dans la systématique botanique
Lippia citriodora est répertoriée comme suit :
Reégne : Plantae
Sous regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Verbenaceac
Genre : Lippia
Espéce : Lippia citriodora [7]
> Noms Vernaculaires :
Nom frangais : verveine vrais, verveine citronnée ou verveine du Pérou.
Nom en arabe : Louiza laymunia, « & s 3 313l »

Nom scientifique : Lippia citriodora [7]



Figure 1 : L’espéce Lippia citriodora

3. Composition chimique de I’huile essentielle de Lippia citriodora
L’huile essentielle de Lippia citriodora est particuliérement riche en citral. Elle a un aspect
liquide, limpide, épais, une couleur jaune pale & foncé et une odeur agréable citronnée. Elle

est obtenue par distillation de ses feuilles.

L’¢tude menée par Fatima Bensabah et al. (2015) [8] sur la composition chimique de
I’huile essentielle de Lippia citriodora de la région de Settat Maroc est majoritairement
composée de limonéne (25.86%) suivie par géranial (15.63%) et néral (15.29%), accompagné
de faible quantité de D-germacréne (4.0%), B caryophylléne (3.0%), B- ociméne (3.0%) et
sabinéne (3.0%). Hanaa et al., (2008) [9] ont étudié I’huile essentielle de la région de Gizeh
Egypt, la composition chimique de cette huile essentielle est constituée principalement de
citral (14.21%), B- caryophylléne (10.71%), 1,8-cinéole (9.1%), citronellol (8.87%),iso
menthone (6.43%), a-bergamotene (5.33%), menthonol (5.10%) et p-cymene (4.23%).

En Jordanie Mohammed et al., (2013) [10] ont mis en évidence les principaux composés :
limonene (17.7%), 1,8-cinéole (11.7%), géranial (10.1%), néral (9.8%), a-curcuméne (6.3%)
et spathulenol (4.6%). L’huile essentielle de Lippia citriodora Syrien [11] est également
composée de géranial (25.6%) et le néral (19.4%) comme produits majoritaires ; les autres
composés sont : le B-caryophylléne (8.74%), le D-Germacrene (5 91%), le y-Elemene (5.84%)
et le Ar-curcumene (4.95%).

Par ailleurs, les principaux constituants de I’huile essentielle de Lippia citriodora cultivée

en Turquie [12] ; ont été déterminés comme étant, le limonéne (30.33%), le trans-citral (17%),
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Chapitre II : Les huiles essentielles

1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux volatiles et odorants appelés également
substances organiques aromatiques liquides, qu'on trouve naturellement dans diverses parties
des arbres, des plantes et des ¢pices, elles sont volatiles et sensibles a L'effet de la chaleur
[26].

L’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, Edition 2000) [27], a défini les huiles
essentielles comme étant : des produits obtenus soit 4 partir de matiéres premiéres naturelles
par distillation & ’eau ou a la vapeur d’eau, soit & 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 molécules volatiles et odoriférant, synthétisées grices a
I'énergie solaire, pour les cellules sécrétrices .Ces huiles sont comme sous différents noms :

essences végétales, essences aromatiques, huiles volatiles ou parfums [28].
2. Localisation des huiles essentielles chez les végétaux

Les huiles essentielles n’existent quasiment, que dans les végétaux, elles peuvent étre

stockées dans tous les organes des plantes aromatiques.

Fleurs : orange, rose, lavande, le bouton floral (girofle),...
Feuilles : eucalyptus, menthe, thyme, laurier, sarriette, sauge,...
Fruite : fenouil, anis, épicarpes des citrus,...

Tiges : citronnelles,...

Rhysomes et racines : gingembre, vétives, iris,...

Graines : noies de muscades, coriandre, ...

Bois et écorces : cannelle, santal, bois de rose,... [29].

3. Composition chimique des huiles essentielles

Les plantes vertes sont des véritables petites usines chimiques [30]. Dans le cas des huiles
essentielles seuls sont rencontrés les terpénes les plus volatils ¢’est-a-dire ceux dont le poids

moléculaire n’est pas élevé [31], on distingue deux types d’HE :
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a) Meélange des terpenes et sesquiterpénes contenant de petites quantités des autres classes

chimiques.

b) Mélange des composés aromatiques.
D’une maniere 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...) [32].
4. Les méthodes d’extraction des huiles essentielles
4.1. Entrainement a la vapeur d'eau

La plus part des huiles essentielles sont obtenus par l'entrainement 2 la vapeur d'eau qui
est applicable en générale a tous les essences qui ne sont pas sensiblement altérées par l'eau a
100C°.

Les méthodes d'extraction par I'entrainement a la vapeur d'eau sont basées sur le fait que la
plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables par la vapeur
d'eau, du fait de leur point d'ébullition relativement bas et de leur caractére hydrophobe.

Sous I'action de la vapeur d'eau introduite ou formée dans l'extracteur, l'essence se libére du
tissu végétal et entrainée par la vapeur d'eau. Le mélange de vapeurs est condensé sur une

surface froide et I'huile essentielle se sépare par décantation [33].
4.2. L'hydro diffusion

Elle consiste a pulser de la vapeur d'eau & travers la masse végétale, du haut vers le bas.
Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux

Techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant [34]
4.3. La distillation a vapeur saturée

Dans cette variante, la matiére végétale n'est pas en contact avec l'eau. La vapeur d'eau est
injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plaques perforées. La distillation a
vapeur saturée est la méthode la plus utilisée a I'heure actuelle dans 'industrie pour ['obtention

des huiles essentielles & partir de plantes aromatiques ou médicinales [34].
4.4. L'expression a froid

L'extraction par expression est souvent utilisée pour extraire les huiles essentielles des

agrumes comme le citron, l'orange, la mandarine,...etc. Son principe consiste a rompre
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dans le domaine gazeux. Le CO, est liquéfié par refroidissement et comprimé & la pression
d’extraction choisie, ensuite il est injecté dans I’extracteur contenant le matériel végétal,
apres le liquide se détend pour se convertir & I’état gazeux pour étre conduit vers un
séparateur ol il sera séparé en extrait et en solvant [36].

5. Utilisations des huiles essentielles

Les industries alimentaires, pharmaceutiques, cosmétiques et la phytothérapie consomment
des dizaines de milliers de temps de plantes 4 huile essentielle.
L’utilisation des huiles essentielles présente pour I’€tre humain 1’un des plaisirs de la vie
5.1. Utilisations en industrie agro alimentaire

Les huiles essentielles sont utilisées en industrie alimentaire comme agents naturels de
conservation [37]. Leur utilisation pour cette derniére est due 2 la présence de composées
ayant des propriétés antimicrobiennes et antioxydants [38].

> Elles augmentent le goiit des aliments.

> Pour parfumer et colorer.

» Le secteur des boissons gazeuses se confirme un gros consommateur d’huiles
essentielles.

> Les HEs peuvent étre utilisés comme additifs alimentaire [39].

Y

Les fabricants d’aliments utilisent de plus en plus les HEs parce que le consommateur
recherche d’avantage les produits avec les ingrédients naturels. L’huile la plus utilisée

dans le monde est I’huile essentielle d’orange.

> Les huiles essentielles ou leurs composés actifs pourraient également étre employés
comme agents de protection contre les champignons phytopathogénes et les
microorganismes envahissant les denrées alimentaires.

> La fabrication des géteaux, biscuits, soupes, sauces, chewing gum, chocolats et
bonbons.

5.2. Utilisations en industrie pharmaceutique

> Elles permettent I’amélioration de la circulation du sang et la bronchite chronique.
> Elles soulagent les nerfs, les symptomes d'estomac tels que le vomissement et la flatulence
aussi le rhumatisme et allégent la douleur.

»> Elles calment les émotions.

\4

Elles ajustent la tension artérielle.
> Elles interdisent I'acétylcholine de la décomposition, activent les cellules du cerveau et

améliorent la réminiscence



> Elles sont bonnes pour le bain sénile de crétinisme méme aux applications de peau avec
l'essence de Romarin.

> Elles protégent 'ADN contre I'oxydation.
5.3. Utilisations en industrie cosmétique

> Les marques de cosmétiques naturels contiennent des huiles essentielles pour leurs
propriétés, pour servir de conservateur et aussi pour remplacer les parfums de
synthése.

> Les HEs sont largement utilisés dans la fabrication des produits cosmeétiques tels que
les parfums, savons, lotions et les pommades de soins [40], [41] et [42].

6. 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
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 &tre doudes 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.
6.1. 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 [43]. 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 létale ou
bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique. Le plus souvent
l'action des huiles essentielles est assimilée 4 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 premiére
mise en évidence de I’action des huiles essentielles contre les bactéries a été réalisée en 1881
par Delacroix [44]. Depuis, de nombreuses huiles ont ét¢ définies comme antibactériennes
[45].
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6.1.1. Activité antibactérienne de I’huile essentielle de Lippia citriodora

L’huile essentielle de Lippia citriodora présente, in vitro, une activité antibactérienne et
antifongique intéressante. Les composants majeurs comme le géranial, néral et limonéne
peuvent étre responsable de la différenciation de I’activité antimicrobienne. D’ailleurs, tous
ces composés sont bien connus pour leurs propriétés antimicrobiennes [46].

Plusieurs études ont montrés I’efficacité des extraits et de I’HE de Lippia citriodora sur des
souches microbiennes tels : L’activité antifongique des extraits méthanolique de Lippia
citriodora a été démontrée par les travaux de Ramzi et al, 2010 [47]. 1l existe aussi d’autres
travaux sur ’activité antimicrobienne des extraits aqueux et acétoniques de I’espece Lippia
citriodora [48]. Hanaa et al. [49] ont montré Pactivité antimicrobienne de I’huile essentielle

de ’espéce Lippia citriodora sur différente souche bactérienne.
6.2. Activité insecticide des huiles essentielles

L'effet insecticide des huiles essentielles par contact, ingestion et par fumigation a été bien
démontré 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
des plantes odorantes ont une activité insecticide indéniable vis-a-vis de Callosobruchus
maculatus F [50-51]. 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.
6.2.1. Activité insecticide de I’huile essentielle de Lippia citriodora

L’huile essentielle de Lippia citriodora présente, une activité insecticide intéressante.
L’effet insecticide de I’huile essentielle extraite de la plante aromatique Lippia citriodora, sur
la population d’insectes T.confusum 2 été réalisé par Veranocia et al. 2014{52]. Les résultats
ont montré que les huiles essentielles de Lippia citriodora expriment un effet insecticide sur
T.confusum (les adultes de Triboluim brun de la farine), avec une dose (CLs5o=5.53mg /L
d’air) par fumigation. Une étude similaire 3 &té réalisé par Abbas et al. 2012 [53], Les
résultats ont montre que I’huile essentielle de Lippia citriodora possédant une excellente
efficacité larvicide contre les C.maculata (ravageures des grains stockées (Callosobruchus
maculatus)). Les testes biologiques ont montré une valeur de (CLso =10.2pl/d’air), apres 24

heure d’exposition.
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Chapitre III : Thionation des huiles essentielles

1. Modification chimique des huiles essentielle :

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

étude vise a proposer des modifications chimiques des huiles essentielles.

2. Généralité sur la thionation :
2.1. Définition :

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

différents composées organosulfuré d’activité biologique intéressante [54-55].

*3/3

Figure 2: Structure générale des thioaldéhydes.

2.2. Nomenclature :

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

n'est pas prioritaire, il est désigné par le préfixe thioxo [56].
2.3. Intérét :

La thionation est I’une des possibilités de modification chimique qui peut influencer sur les
activités des composés.
Deux différences principales différencient les thioaldéhydes 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 [57].
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e S:1s?2¢ 2p° 35 3p* 3d"°
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C:15*2¢ 2p°

De plus, la double liaison entre le carbone et le soufte 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 [57].
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 ¢lectronégatif du soufre par rapport a I’oxygene, la
forte polarisabilité de la liaison C=S et la participation éventuelle des orbitales 3d vacantes
sont autant de facteurs qui par leurs effets propres ou cumulés, apportent 4 la fonction

thiocarbonyle une réactivité chimique bien distincte de la fonction cétone [58].

La plus grande instabilité et réactivité des dérivés thiocarbonylés peut expliquer que d’une
fagon générale ils aient été beaucoup moins étudiés que leurs homologues carbonylés. C’est
bien sur plus particuliérement 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 équipes de chercheurs 2 travailler dans ce domaine [58].

Seuls, les dérivés possédant des substituants a effets €lectroniques stabilisants sont bien
connus. Si des voies de synthése de dérivés non stabilisés sont connues, elles ne semblent
toutefois pas suffisamment générales et efficaces pour que la fonction thiocarbonyle puisse
étre considérée & I'image de la fonction carbonyle, comme une pierre angulaire en synthése
organique. Sa potentialité existe pourtant et I’on constate dans la littérature récente un intérét

renouvel€ pour cette chimie [58].
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2.4. Méthode de synthése :
Plusieurs méthodes sont annoncées dans la littérature pour la thionation des composées

organique.
2.4.1. Réaction avec du sulfure d’hydrogéne :

L'utilisation de sulfure d'hydrogeéne en présence d'un catalyseur acide, en général de I'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 [59].

O HO gy S

l HS H'
= >< = /[K + HZO

R R
R R R

Figure 3: Thionation avec le sulfure d'hydrogéne.
2.4.2. Réaction avec du pentasulfure de phosphore :
2.4.2.1. Introduction :

En 1869 le pentasulfure de phosphore était le premier réactif de thionation annoncé par
Henry [60] et Wislicenus [61]. 1l est connu également sous sa forme P4So. 1l 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 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 a des hautes températures dans la gamme 165-175°C [62].
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Figure 4 : P4So



2.4.2.2. Combinaison de pentasulfure de phosphore et de ’hexaméthyldisiloxane :

Récemment Curphey [63-64] & montré que la combinaison de P,Sipet de
I'hexaméthyldisiloxane convertit efficacement les esters, les lactones, les amides, les lactames
et les cétones a leurs dérivés thiono correspondant avec des rendements comparables ou

supérieurs a ceux obtenus avec le réactif de Lawesson [65].

CHa\ @) H3C
ST TSIulIHC
3
CHe HaC
Figure 5: HMDO

2.4.2.3. Thionation avec le complexe P;S;o — pyridine dans des solvants :

Bien que le P4Sio dans la pyridine a été utilisé pour thioner les composés carbonylés
pendant des années, sa structure n’a été détermingé que récemment. Il réagit facilement avec de
la pyridine a chaud pour former un zwitterion [66-67]. Dans d’autres travaux, il a été évoque

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

= s s
/NJ'\IU/S\IL/N* =
U

Figure 6 : Réactif zwitterionique du P,4So dans la pyridine.
2.4.2.4. Thionation avec le pentasulfure de phosphore dans I’ Alumine :

Une méthode simple, efficace et nouvelle a &té développée pour la synthése de
thioaldéhydes par thionation des aldéhydes en utilisant P4S1o / Al,O5 dans I'acétonitrile. Il a
eté trouvé que la combinaison de Al,O; Py S0 / Al concerne un procédé simple et commode
pour la synthése des thioaldéhydes. Dans les années récentes I'utilisation de réactifs et des
catalyseurs supportés sur des supports solides a recu beaucoup d'attention. De tels réactifs non
seulement simplifie les processus de purification aussi aider & prévenir la libération de résidus
de réaction dans I'environnement Cela a conduit & une croissance dans le domaine des réactifs
solides supportés sur de I'alumine [68]. Kauslik et al. Ont développé une nouvelle thionation

par encapsulation de pentasulfure de phosphore dans I’ Aluminium basique.
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La thionation des aldéhydes selon le procédé utilisant P4 S1o / ALLOs le a permis d’obtenir
des produits avec trés bon rendements mais Pinterprétation de I’effet de sur le déroulement de
la réaction de thionation avec P,;S;y n’est pas assez claire. La réaction (P4S)o / ALO;3) a été
effectuée dans I’acétonitrile et a donnée des trés bon rendements mais cette méthode nécessite

plus d’étude.
2.4.3. Réaction avec le réactif de Lawesson :
2.4.3.1. 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 premiere fois en 1956 [69-70]. Ce réactif
versatile et efficace de thionation est utilisé pour des nombreux composés carbonyles
aromatiques, aliphatiques, insaturés et carboxamides hétérocycliques. 11 a €té signalés qu’il se

décompose & des températures supérieures & 110°C [71-72].

Figure 7 : Réactif de Lawesson; 2,4-disulfure de 2,4-bis (4-méthoxyphényl)-1,3-dithia-2,4-
diphosphétane.

2.4.3.2. Mécanisme :

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

phosphores et les soufres [73]. Cette ouverture se fait principalement par voie thermique :

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

pour former un intermédiaire thiaoxaphosphétane:
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La formation d'une double liaison stable P=O déplace la réaction vers la droite et conduit ala

séparation de l'intermédiaire:
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Figure 8: Mécanisme de réaction avec LR

Cette réaction ressemble a la réaction de Wittig et est valable pour les cétones, les amides et
les lactames. Les esters réagissant dans des conditions réactionnelles plus agressives, il est

possible d'effectuer des thionations sélectives [59].

Pour ce qui est du réactif de Lawesson, malgré son cofit €levé, il a pu ces derniéres années
remplacer le P4Sjo. Il est considéré comme un réactif de choix pour de nombreuses
thionations. Les propriétés de cette derniére ont été d'abord étudides par Schumacher [74] 4 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 & I'utilité de ce réactif, La littérature montre que le réactif de Lawesson
est le meilleur agent de thionation pour la fonction carbonyle, ainsi que pour les amides, aussi

il est plus sélectif que le P4S;o en cas d'amides primaires [75].
2.4.4. Réactif de Belleau :

1l 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 [76].

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

méthoxyles sont remplacés par des groupes phénoxyles [77].

Figure 9: Réactif de Belleau.
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2.4.4.1. 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.
2.4.5. Réactifs de Davy :

2.4.5.1. 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 méthyle, éthyle, isopropyle

ou butyle. Ils sont beaucoup plus réactifs que les réactifs de Lawesson et Belleau [76].

\/\/

A
R \/\\S

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

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

phosphores et les soufres. Cette ouverture se fait principalement par voie thermique [75-76].

\/\/

{\/% N

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. II
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 [77-78-79].
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Introduction

Dans cette partie, nous détaillerons I’outil méthodologique utilisé

L’extraction de I’huile essentielle de Lippia citriodora par Hydrodistillation.

La caractérisation physico-chimique et organoleptique de I’huile essentielle.

La thionation de I’huile essentielle de Lippia citriodora

L’analyse de [Phuile essentielle obtenu par les différentes techniques
chromatographiques et spectroscopiques afin d’élucider leurs structure chimique.
L’étude du pouvoir antibactérien et du pouvoir insecticide de I’huile essentielle

avant et aprés thionation.

Le schéma dans la figure 12 représente les étapes de travail.
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1. Matériels
1.1 Matériel végétale

La partie aérienne (feuilles séches) de Lippia citriodora (verveine odorante) a été achetée
chez un herboriste et a été identifiée au niveau du laboratoire de botanique du département
d’Agronomie de I'Université SAAD DAHLEB DE BLIDA 1.

Les feuilles de Lippia citriodora ont été récoltées en mois de Septembre 2016 dans la
région de Khemis-Miliana, wilaya d’ Ain Defla.

La verveine odorante (Lippia citriodora) est une plante herbacée appartenant a la famille
des Verbénacées. Elle est caractérisée par ses feuilles treés parfumées, au goit de citron. Elle
est connue pour ces propriétés antipyrétique, antiasthmatique, et est également utilisé en cas

de troubles digestifs, rougeole, maux de téte [80-81].

1.2. Matériel biologique
1.2.1. Souches bactériennes et fongiques étudiées

Pour la détermination de l'activité antimicrobienne de Ihuile essenticlle de Lippia
citriodora, deux souches bactériennes (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) et une
levure ont été choisies (Candidas albicans).Ces bactéries sont pathogénes et sont connues
pour leur forte antibiorésistance et leur pouvoir invasif et toxique chez I’Homme. Les souches
pathogenes utilisées sont présentées dans le Tableau 1.

Tableau N°1: Les microorganismes testé

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

Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans

Figure 13 : Bactéries et levure vue sous microscope.
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1.2.2. Milieux de culture
Suivant les méthodes employées dans I’essai et selon les souches, nous avons utilisée les
milieux de culture:
» 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.
> Muller Hinton (MH) :
La gélose Mueller Hinton est un milieu riche, standardisé recommandé pour I’étude de
la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens (la réalisation de I'antibiogramme).
> Sabouraud :
Le milieu de Sabouraud (ou gélose de Sabouraud) est un milieu de culture acide
favorisant la culture et I'isolement des champignons et des moisissures.
1.2.3. 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 ol la
température varie entre 24 et 28°C et une humidité de 70%, sur le blé dur, dans un flacon
en verre.

peau coulé

(= )
{1 &
M- o
- : -
%" = 1
| 3 |
adulte larve
-i—b—’ iri_) ,'

pupe

Figure 14 : Cycle de vie de la Sitophilus oryzae.
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1.3. Matériels de caractérisation :

1.3.1. Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de

Masse (GC/MS)
Chromatographe : HP 6890

Spectrométre de masse : Quadripdle.

1.3.1.1. Conditions opératoire

L’huile essentielle a été analysée par chromatographie en phase gazeuse couplé a la

spectrométrie de masse, dans les conditions opératoire suivantes :

Tableau N° 2 : Condition opératoire du GCMS - HE de Lippia citriodora

Injecteur

Colonne

Détecteur de masse

Température : 250°C
Mode d’injection : Splitless

Volume injecté : 01pl

Type : HP-5Ms
Dimensions : long 30 m, D
int 0.25 mm, épaisseur film

0.25 um
Température du four : 60°C
pendant 8min, pallier02
°C/min jusqu’a 250°C,
isotherme pendant 10 min.
Temps d’analyse : 113min
Gaz vecteur : Hélium pure
Débit GV : 0.5ml/min

Mode d’analyse : Scan (de
35a 550)

Solvant utilisé : méthanol
Délai du solvant : 3.5min
Température de I’interface :
280 °c
Type d’ionisation : Impact
électronique
Intensité du filament : 70 év
Température de la source :

230 °c

1.4. Réactifs et Solvants

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

suivants :

Tableau N°3 : Réactifs utilisé

Produits chimiques M (g/mol) Marque Pureté %
P,Ss 22221 SIGMA-ALDRICH 99
NaHCO; 84,01 Biochem 99
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Tableau N°4 : Solvants utilisé

Produits chimiques M (g/mol) Marque Pureté %
CH,ClI, 84,933 Panreac 99
DMSO 78,13 Panreac 99

2. Méthodes

2.1. Extraction de ’huile essentielle:
2.1.1. Procédé d’extraction :

Nous avons utilisé l’hydrodistiHation en utilisant un appareil de type Clevenger [82] pour
Pextraction de I’huile essentielle. L’extraction est effectuée durant trois heures, durée
nécessaire a I’épuisement de la matiére premiére (environ 90%) en huile essentielle.

2.1.2. Principe :

Le principe de I’hydrodistillation correspond & une distillation hétérogene. Le procédé
consiste a immerger la matiére végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté a
ébullition géndralement a pression atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement et la
libération des molécules odorantes contenus dans les cellules végétales.

Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Le
mélange est ensuite refroidi et condensé dans un essencier. Une fois condensées, eau et
molécules aromatiques du fait de leurs différences de densité, se séparent en une phase
aqueuse et une huile.

2.1.3. Mode opératoire

Nous avons introduit 100 g de feuilles séchées de Lippia citriodora aprés avoir été coupée
en petits morceaux dans un ballon d’une capacité nominale de 2 litres contenant de Ieau
distillée. L’ensemble est porté a I’ébullition pendant 3 h. Quelques grains de pierre ponce ont
¢té rajoutés dans le ballon dans le but de réguler la température du systéme. Le chauffage est
assuré par une chauffe ballon électrique. L’opération est conduite a pression atmosphérique.
Le systéme de cohobation permet de maintenir constant le volume d’eau présent initialement,
durant tout le processus de distillation.

Les vapeurs chargées des huiles essentielles se condensent a leur arrivée au niveau de
réfrigérant, elles retombent sous forme de gouttelettes et forment avec I’eau un mélange
hétérogéne. L huile essentielle de faible densité par rapport a I’eau, surnage a la surface de
cette dernicre. 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
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est conservée dans des flacons hermétique aprés d’étre pesé et conservé i une température de
4 °C jusqu’a ’analyse.

Le montage de I’hydrodistillation est représenté ci-dessus :

B

Figure 15 : montage de I’hydrodistillation « Clevenger »

2.2. Détermination du rendement

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

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

Le rendement, exprimé en pourcentage, est calculé par la formule suivante :

R g (%)= % X 100

Ou:
R yE : rendement en huile essentielle (%).
m: masse de I’huile essentielle en gramme.
mo : masse de la mati¢re végétale en gramme.
2.3. Analyses organoleptiques selon la Pharmacopée Européenne (1997).
L’huile essentielle extraite est soumise a des tests afin d’évaluer ses caractéres

organoleptiques, notamment I’aspect, la couleur et I’odeur.
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2.4.1.2. Indice de réfraction :
» Principe :

L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de I’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 ’HE maintenue a une température constante. La température de référence est de 20°C
[84].

» Mode opératoire :

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

L’indice de réfraction a la température de référence T=20°C (93’ ), est déterminée par la

formule suivante :

| 72%92° +0.00045 (T' — T)

|

Avec T=20°C

nb est la valeur obtenue 2 la température T’

2.4.1.3. Pouvoir rotatoire [a]3°
> Principe
Le pouvoir rotatoire est la propriété que présente certaines substances de dévier la lumiére
polarisée. L’angle de rotation optique d’un liquide et I’angle de rotation () exprimé en degré
(°c) du plan de polarisation a la longueur d’onde de la raie D du sodium (avec & =589.3 nm)
mesurée a 20°C, sous une épaisseur de 1 décimétre [85].
» Mode opératoire
Amener I’échantillon a une température spécifique et introduire dans le tube en s’assurant
qu’il ne reste aucune bulle d’air interposée.
Placer le tube dans le polarimétre et lire I’angle de rotation dextrogyre (+) ou lévogyre (-) de
I’échantillon sur ’échelle de ’appareil.

Le pouvoir rotatoire est calculé selon la formule suivante :

!, 20_ A
; = X =
Avec : [a]D 100 L

A :rotation en degré (°).

L : longueur de la cellule, en décimétre (L=0,1).
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2.4.2. Chromatographie sur couche mince CCM

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

La chromatographie sur couche mince repose sur les phénomenes d’adsorption,
d’interaction et de polarité.
Un mélange de composés est placé sur un support solide (phase stationnaire) qui est plongé
dans un solvant (phase mobile) qui, par capillarité, se déplace le longe 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.
2.4.2.2. Protocole expérimentale

Les échantillons sont analysés en utilisant des plaques CCM commerciale prétes a étre
utiliser, de gel de silice de dimension (20/20 cm).
La cuve de migration est partiellement remplie du mélange de solvant (phase mobile) et
recouvrée, afin qu’elle soit saturée en vapeur d’éluant, ce qui facilite et améliore la migration.
Une ligne de dépot est tracée a 1,5 cm du bord, I’huile essenticlle est solubilisés dans le
solvant appropri¢ et déposés, puis la plaque est mise en contact avec la phase mobile dans la
cuve jusqu’a migration de la phase mobile 4 0,5 cm du bord supérieur de la plaque.
2.4.2.3. Calcul du rapport frontal Rf

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

i

D
Rf=D—:

Ou:
Dc : La distance parcourue par le composé (mesuré au centre de la tache).

Ds : La distance parcourue par le front du solvant.

2.5. Thionation de I’huile essentielle
2.5.1. Mode opératoire

L’huile essentielle préalablement séchée est dissout dans 30ml de CHCl,, Ensuite 0,7 g de
P>Ss et 0,146g 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.
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2.6. Activité antibactérienne
2.6.1. Introduction .

Ces dernicres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections avec les
microorganismes résistant aux antibiotiques. Une des approches courantes pour la recherche
des substances biologiquement actives est le criblage systématique des micro-organismes ou
des plantes, qui sont des sources de beaucoup d’agents thérapeutiques utiles.

En particulier, I’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits de plantes ont
formé la base de beaucoup d’application, y compris, pharmaceutiques, médicales et
agroalimentaires.

L’activité des huiles essentielles et des extraits aromatiques est souvent réduit a I’activité
de leurs composés majoritaires, ou ceux susceptible d’étre actifs. Evalués séparément sous la
forme des composés synthétiques, ils confirment I’activité des huiles essentielles de
compositions semblables. Il est cependant probable que les compos€s minoritaires agissent de
manicre synergique. De cette maniére, la valeur d’une huile essentielle tienne & Pintégrité de
ses composés majoritaires.

Les tests d’activité antimicrobienne ont été réalisés au sein de laboratoire d’hygiéne de
wilaya de Blida.
2.6.2. Préparation des solutions test

Les solutions testées sont préparées par dissolution de I’huile essentielle de Lippia
citriodora native et modifiée dans le DMSO. Les doses choisies pour effectuer le test de
toxicité sont : 5/100,10/100 et 30/100.
2.6.3. Techniques d'étude du pouvoir antibactérien

Lors de cette étude, nous avons testé I’action de I’huile essentielle native et modifiée des
différentes espéces vis-a-vis des souches bactériennes par la méthode de diffusion sur disque
(aromatogramme) [86].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 ».
2.6.3.1. Principe

La technique consiste & utiliser des disques de papier absorbants stériles (de 9 mm de
diametre) 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 'HE a partir du disque au sein de la gélose détermine un gradient de

concentration. Les micro-organismes poussent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles
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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 diamétre de cette zone est grand, plus la
souche est sensible a I’huile essentielle. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante [87].

Boite de Pétri

: i Souches test

Mibieude culture gélosé

Disque imbibé d"HE

e Croissance microbienne

Figure 16: Principe de la méthode de diffusion par disque.

2.6.3.2. Protocole expérimental

> Préparation de I’inoculum

Les suspensions bactériennes ont été réalisée par prélévement de 3 4 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.

> 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.

> Préparation de la deuxiéme couche du milieu

- Remplir des flacons stériles avec 50 ml de Muller-Hinton pour les bactéries, et avec 50 ml

de Sabouraud pour les levures, ceci pour chacune des souches.
- Ensemencer les milieux de culture avec 200 uL de chaque suspension

- Transvaser rapidement 4 ml de chaque milieu inoculé en deuxiéme couche sur la surface des

boites contenant déja la premiére couche de gélose.

30



- Etaler rapidement la seconde couche en faisant pivoter la boite sur elle-méme pour avoir une

surface uniforme et laisser solidifier sur la paillasse.

> Dépot 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 & 37°C pendant 24h pour les bactéries et 25°C pendant 48h pour les levures.
2.6.3.3. Lecture

A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo

translucide autour du puits, identique 2 la gélose stérile, dont le diamétre est mesuré 3 1’aide
d’un pied & 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 [88].

D’aprés Ponce et al. (2003) [86-89], la sensibilité 3 ’huile a ¢té classée par le diamétre des
halos d'inhibition :

> Non sensible (-) pour les diamétres moins de 8mm :
> Sensible (+) pour des diamétres de 8 4 14mm ;
> Trés sensible (++) pour des diamétres de 15 & 19mm ;

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

La sensibilité des souches microbiennes a été testée vis-a-vis d’un antibiotique.

2.7. Etude de P’activité insecticide:
2.7.1 Méthode d’application de I’huile essentielle

Les méthodes d’application d’insecticide sont varides et elles dépendent surtout de la nature
de Pinsecte 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.
2.7.1.1 Méthode d’application des huiles essentielles par fumigation sur les adultes de
Sitophilus oryzae

La fumigation avec I’huile essentielle a été effectuée dans des boites en verre, hermétiques
et transparentes, de capacité de 0,25L comme chambre d'exposition pour tester la toxicité de
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.
Chaque flacon contient 30 insectes, un témoin est réalisé dans les mémes conditions avec une

rondelle du papier filtre non chargée. Le controle de mortalité s'est fait par dénombrement
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d'insectes morts chaque 1h du premier jour de traitement jusqu'a la mort de tous les individus

sans ouvrir les flacons.

Figure 17 : Boite pour I'application insecticide

2.7.1.2 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 I’huile essentielle de la plante est

corriges par la formule de Schneider Orelli qui tient compte de la mortalité naturelle (témoin).
M — Mt
100 — Mt

Mc % =

Mc : le pourcentage de mortalité corrigé.
M : le pourcentage de morts dans la population traitée.

Mt : le pourcentage de morts dans la population témoin
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1. Extraction de L’huile essentielle
1.1. Rendement en huile essentielle

Le rendement moyen en huile essentielle, qui est calculé en fonction de la masse du
matériel végétal séche, pour Iespéce Lippia citriodora est représenté dans la figure

suivante :

0.30 % 0.32%

0,35
0,3
0,25

0,2

R (%)

0,15
0,1

0,05

R1 R2 R3 moyenne
Echantillon

Graphique N° 1 : Représentation des différents rendements en huile essentielle de Lippia

citriodora.

L’extraction de I'HE de Lippia citriodora effectué par ’hydrodistillation de type Clevenger

a fourni un rendement moyen de 0.28%.

Notre rendement en huile essentielle est comparable a celui de Lippia citriodora provenant
de la région de Kabylie (Algérie) 0.29% [13], et de nord de I’Algérie (Blida) 0.36 % [14],
mais faible comparativement a celui de Lippia citriodora provenant de I’Argentine 3.8 %
[90].

Les feuilles de Lippia citriodora ont montré un rendement moyen de 0,28 % valeur bien
inférieure a celle trouvée par (Agah et Najafian, 2012) [91], a partir des feuilles de Lippia

citriodora distillées a shirazen Iran et qui est de 1,03 %.

Des autres travaux ont été réalisés par Adilson et al. (2004) [92], et Gomes et al. (2006)

[93] sur Lippia citriodora qu’ont trouvé de 0.22 % et 1.2 % respectivement.
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1.2. Caractérisation de L’huile essentielle de Lippia citriodora
1.2.1. Détermination des caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle de Lippia citriodora obtenue par
hydro distillation sont représentées dans le tableau 5.

D’aprés le tableau 5, I’huile essentielle de Lippia citriodora. Présent un aspect liquide,
limpide, jaune foncé et elle est caractérisée par une forte odeur citronnée.

Tableau N°5 : Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de Lippia citriodora.

Origine Aspect Couleur Odeur Saveur
HE de Lippia Co .
Liquide, limpide Jaune foncé Citronnée Agréable
citriodora

Figure 18 : L huile essentielle de Lippia citriodora

1.2.2. Détermination des Indices physiques
Les résultats des analyses physiques sont regroupés dans le tableau 6.

Tableau N° 6 : Caractéristiques physiques de I’huile essentielle de Lippia citriodora.

Caractéristiques physiques de 78} [a]2®
Valeurs 0.902 1.491 -21.6
Normes AFNOR 0.890-0.920 1.475-1.495 -22a12
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Les résultats des analyses physiques révélent que les indices de I’'HE de Lippia citriodora
sont conformes a la norme AFNOR.

1.3. Caractérisation de L’huile essentielle de Lippia citriodora par IRTF

La figure 19 représente le Spectre d’absorption IRTF de I’huile essentielle de Lippia

citridora.

huile

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longueur d’onde (cm™ ")

Figurel9 : Spectre IRTF de I’'HE de Lippia citriodora.

Le spectre IRTF de I’HE de Lippia citriodora est caractérisé par deux pics situes a 2956
cm™ et 2926 cm’! responsable de la vibration de la liaison C—H relatif aux groupements —CHj
et —CH, suivi d’une bande moins prononcée vers 2864 cm™ du groupement (~C—H), un faible
pic est localisé & 3050 cm™ montre la présence d’une double liaison alcéne dans I’huile. Un
autre pic localisé & 3454 cm™ spécifique 4 la vibration du groupement O—H d’un alcool, un

pic de forte intensité, trés pointue correspondant a ’absorption du groupement carbonyle

(C=0) présent dans les aldéhydes est située 4 1672 cm™.
2. Résultat de la Thionation
2.1. Thionation de L’huile essentielle de Lippia citriodora

Aspect : liquide orange.
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2.1.1. Caractérisation par CCM

La chromatographie sur couche mince des huiles essentielles (native et modifiée) de Lippia

citriodora aprés révélation sous UV est représentée ci-dessous :

Deux taches
correspondant
a I’huile
essentielle

modifiée

Deux taches
correspondant
a I’huile
essentielle

native

Figure 20 : La chromatographie sur couche mince de I’huile essentielle de Lippia citriodora.

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

et modifiée) de Lippia citriodora sont représentés dans le tableau 7.

Tableau N°7 : Résultats de la chromatographie sur couche mince de I’huile essentielle de

Lippia citriodora.

Huile étudiée Systéme de solvant v /v (ml) N° de spot Rf

1 0.31
HE
2 0.25
Hexane/Acétate d’éthyle (9.5/0.5)
1 0.89
HEM
2 0.81
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On a suivie la cinétique de la réaction de thionation de I’huile essentielle de Lippia
citriodora. Aprés 1 heure, on a observé la disparition des deux taches correspondant a I’huile
essentielle et I’apparition de nouvelles deux taches responsables & la formation de

thiocarbonyle C=S, Cela montre la fin de la réaction chimique.
2.1.2. Caractérisation de I’huile essentielle de Lippia citriodora modifiée par IRTF

0 huile modifie
1.0

o
(D @

mfﬁ:mu’-apmu,b

0.21

0.0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longueur d’onde (cm™ )

Figure 21: Spectre IRTF de I'HE de Lippia citriodora modifiée.

Sur le spectre IRTF de I’HE de Lippia citriodora modifiée, on observe respectivement les
mémes bandes de I’'HE de Lippia citriodora native (figurel9), on remarque I’apparition d’un
nouveau pic 2 989 cm™ aprés thionation, ce dernier correspond a 1’absorption du groupement
C=S, cette bande est absente sur le spectre de I'HE Lippia citriodora, par conséquence on
observe la disparation presque totale du pic responsable de la vibration de la fonction C=0

situé 4 1672 cm™.
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2.1.3. Caractérisation de 'HE de Lippia citriodora native et modifiée par UV-visible

1,800 T T

- Huile essentielle native

—— Huile essentielle modifiée

1,000 -

Abs.

0,500

T
1

0,000 1 === .
200,00 250,00 300,00 350,00
nm.

Figure 22 : Spectre UV-visible de I’'HE de Lippia citriodora native et modifiée.

Le spectre UV-visible de I'HE de Lippia citriodora montre la présence de deux bandes

située a 232 nm et 223 nm.

La 1*° bande localisé & 232 nm est attribué a la fonction carbonyle C=0 d’un Aldéhyde
caractéristique a la transition électronique n—m*. Cependant la 2 ™ bande possédant une
longueur d’onde a 223 nm est spécifique a la transition €lectronique n—7* de la double
liaison des terpénes. Par contre le spectre UV-visible de I’'HE modifiée ne possede aucune
bande d’absorption dans les zones de I’HE native, mais I’'HE modifide présent un
déplacement ipsochrome caractérisé a la présence de plusieurs transitions électroniques m—*

relatives aux nouvelles molécules et 3 la tautomérie.
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2.1.4. Etude analytique de I’huile essentielle de Pespéce Lippia citriodora

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
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Figure 23 : Chromatogramme de I'HE de Lippia citriodora modifiée
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Figure 24 : Spectre de masse de (1E,3Z,5E)-3,7-diméthylocta-1,3,5,7-tetra éne-1-thiol.
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Figure 25 : Structure de (1E,3Z,5E)-3,7-diméthylocta-1,3,5,7-tetra éne-1-thiol.
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Figure 26 : Spectre de masse de (1Z,3Z,5E)-3,7-diméthylocta-1,3,5,7-tetra éne-1-thiol
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Figure 27 : Structure de (1Z,3Z,5E)-3,7-diméthylocta-1,3,5, 7-tetra éne-1-thiol

L’analyse par GC-MS dans les conditions citées auparavant a permis I’identification des

composés regroupés dans le tableau 8.

Tableau N° 8 : Composition chimique de ’HE modifiée de Lippia citriodora.

Structure
Composés Tr Teneur
CH,
1,8-cinéol %?l 10.18 1.3
H,C CHy
CHy,
Limonéne (E, 18.90 2.6
NN
H;C CH,
CH,
(1E,3Z,5E)-3,7- e T
diméthylocta-1,3,5,7, tetra L% 20.67 4.14
éne -1-thiol
H,C CH;
CH,
(12,3Z,5E)-3,7- =
diméthylocta-1,3,5,7 tetra 22.59 3.10
X SH
éne -1-thiol
H,CZ SCH,




N
(3z, 7z)-4,8-diméthyl-5,6-
. o X s 24.99 10.36
dihydro-2H-thiocine
HsC
HaC
/
5 , HyC z_: 29.04 1.2
- Muurololene >_<_>:CH2
HaC
/CH2
" N W
Nerolidol 31.24 2.5
h, O
HG
Curcumene e 37.53 12.95
3
H,C

Hse. O __CH,

Spathulenol 43.50 27.46
H,C
)
Caryophyllene oxide H,C 15.18
T 43.66
0- cadinene 6.73
46.85
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La classification des composants identifiés est basée sur les groupements fonctionnels, les
résultats chromatographique de I’HE modifiée montre la présence de (3z,7z)-4,8-diméthyl-
5,6-dihydro-2H-thiocine (10.36%),de (1E,3Z,5E)-3,7-diméthylocta-1,3,5,7-tetra éne-1-thiol
(4.14%),et de ( 12,37,5E)-3,7-diméthylocta-1,3,5,7-tetra éne-1-thiol (3.10%), nous constatons
que la conversion n’été pas totale, par conséquence I’huile essentielle est majoritairement
composés de Spathulenol (27.46%), de Caryophyllene oxide (15.18%), de curcumene (12.95
%), et de 8- cadinene (6.73%). Ils sont accompagnés d’autres composés tels que le limonéne
(2.6%) et le 1,8-cinéol (1.3%)).

D’apres I’étude effectuée sur Lippia citriodora, on peut conclure que les résultats obtenus
de ’analyse GC-MS de notre huile essentielle sont accord avec la littérature [91] et [95]. Mais
sont complétement différentes avec ceux obtenu a partir des espeéces récoltées en Algérie
(Kabylie) [13]. Ceci peut étre dues & plusieurs parametres qui influent la composition, tels que

la partie étudiée, la période de la récolte, le sol...
3. Résultats de I’évaluation de Pactivité antimicrobienne

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

huiles essentielles.
3.1. Détermination de I'activité antibactérienne

La détermination de I'activité antibactérienne se fait par la méthode de diffusion par disque
(aromatogramme). Nous rapportons dans le tableau 9 les diamétres des zones d'inhibition des

huiles essentielles de Lippia citriodora, native puis modifiée.
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Tableau N° 9 : Les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) par la

méthode de diffusion sur disque de I’HE native et modifiée a différentes concentrations.

ouches microbiennes Escherichia | Staphylococcus Candida

coli aureus albicans

ATCC 25922 ATCC 6538 ATCC 10231

G() G

Concentratidn
del’huile

essentielle de la HE | HEM { HE | HEM | HE | HEM

verveine (%)

5 12 22 - 13 16 23
10 14 24 10 14 17 25
30 22 30 13 24 27 30
100 26 32 14 26 36 40

Escherichia coli

Gram (-)
€ L2200 aq 30
E 35 12{“‘7%\14R 2288
Q ‘: B E ‘ 7 )
) \\\ :
10 30

Graphique N°2 : Activité antibactérienne de I’HE native et modifiée de Lippia citriodora

sur la souche bactérienne Escherichia coli.
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Staphylococcus aureus
Gram (+)

D (mm)

C (%)

Graphique N°3 : Activité antibactérienne de I’HE native et modifiée de Lippia citriodora

sur la souche bactérienne Staphylococcus aureus

Candida albicans

s 2730

D(mm)

100 |
C (%)

Graphique N°4 : Activité antibactérienne de I’HE native et modifiée de Lippia citriodora

sur la souche fongique Candida albicans

Les résultats obtenus montrent que I’huile essentielle native de Lippia citriodora donne

des zones d’inhibitions trés importantes 14 et 26 mm avec les deux souches bactériennes.

La bactérie Gram™ (Escherichia coli) présente la plus grande activité avec une zone
d’inhibition de 32 mm alors que la bactérie Gram+ présente une zone d’inhibition de 26 mm

pour Staphylococcus aureus.

Les résultats obtenus pour la souche antifongique testée ont montré que la souche
Candida albicans est extrémement sensible pour I'HE native de Lippia citriodora avec une

zone d’inhibition de 36mm.
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La différence des diamétres d’inhibition pourrait étre due principalement & la composition
chimique de I’huile essentielle de Lippia citriodora et I’activité antibactérienne de ces
derniéres pourrait principalement étre due aux composeés majoritaires : Citral (géranial, néral)
et limonéne. D’aprés (Cushnie T et al. 2011) [94] il y a plusieurs paramétres peuvent influer
la détermination de Iactivité antimicrobienne comme : le type des micro-organismes ciblés, la
méthode d’évaluation de Iactivité antimicrobienne, la concentration, le type de I’extrait et
particuliérement la nature et la structure moléculaire des molécules bioactives des métabolites
secondaires.

Pour PHE modifiée de Lippia citriodora, le tableau 9 montre une activité fortement
inhibitrice. Des diamétres d’inhibition plus élevés que I’HE native surtout pour les souches
antifongiques.

L’HE modifiée de Lippia citriodora montre une activité extrémement sensible vis-a-vis les
deux souches bactériennes testées Escherichia coli et Staphylococcus aureus avec des zones

d’inhibition de 32 mm et 26 mm.

Selon le tableau 9 I’'HE modifiée de Lippia citriodora présente aussi une trés forte activité
antifongique vis-a-vis Candida albicans avec une zone d’inhibition de 40 mm. Donc dans ce

cas I’HE modifiée est fortement inhibitrice.

35 4

{30 1

25 -

5%

10%
730%
m100% |

15 -+

10 +

HE | HEM
G() G(+)

ATCC 25922 ATCC 6538 i ATCC 10231 1

| Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans i

Graphique N°5: Activité antibactérienne de I’HE native et modifiée de Lippia citriodora.
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D’aprés les résultats obtenus dans le tableau 9, Il faut noter que tous les dérivés thioné
testés ont montré des diamétres d’inhibition supérieure devant celle de I’huile essentielle

native,

Nous remarquons que la souche antifongique Candida albicans est la plus sensible a toutes
les huiles essentielles (native et modifiée) elle révéle des résultats assez modéres, les
meilleurs zones d’inhibition sont observées pour Thuile essentielle modifiée de Lippia

citriodora.

Les composés thionés possédent une activité trés intéressante surtout contre la souche
antifongique candidat albicans, malgré le non solubilité totale du produit, il révéle des

résultats assez modérés.

En conclusion, ’HE native et modifiée a réagit positivement sur toute les souches
microbiennes testées ce qui confirme que 'HE native et modifiée de la plante Lippia

citriodora est douée des propriétés antimicrobiennes.
4. Résultats de I’évaluation de I’activité insecticide

L’application de I’huile essentielle (native et modifiée) de Lippia citriodora comme

insecticide contre a donner les résultats suivants :
Tableau N° 10 : Le taux de mortalité des insectes traité par ’HE de Lippia citriodora native

et modifiée.

Temps (h) 1 2 5 10 15 20 21 22
La mortalité
0 0 0 0 0 0 0 0
des Témoins%
La mortalité
13.33 13.33 20 26.27 46.66 73.33 93.33 100
de ’HE %

La mortalité
de PTHEM %

100 100 100 100 100 100 100 100
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4.1. Huile essentielle de Lippia citriodora native
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Graphique N°6: Variation du taux de mortalité des insectes traité¢ par I'HE de Lippia

citriodora native en fonction du temps

4.2. Huile essentielle de Lippia citriodora modifiée
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Graphique N°7: Variation du taux de mortalité des insectes traitd par I'HE de Lippia

citriodora modifiée en fonction du temps.

47



4.3. Huile essentielle de Lippia citriodora native et modifiée
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Graphique N°8: Variation du taux de mortalité des insectes traité¢ par I'HE de Lippia

citriodora native et modifiée en fonction du temps.

L’ensemble des figures montrent I’action de I'HE de Lippia citriodora avant et aprés

thionation vis-a-vis des charangons de blé.

La 1°° courbe représente ’effet de I’huile essentielle de Lippia citriodora contre la

Sitophilus oryzae par fumigation, les Sitophilus oryzae ont été éliminé totalement apres 22 h.

La 2 ™ courbe montre que 'HE de Lippia citriodora modifiée manifeste une activité
insecticide vis-a-vis la Sitophilus oryzae apres 1h d’exposition avec un taux de mortalité de
100 %.

Les résultats consignés dans le tableau 10, montrent que I'HE de Lippia citriodora
manifeste une activité insecticide vis-a-vis la Stophilus oryzae aprés 1h d’exposition avec un
taux de mortalité de 13.33 %, par contre le taux de mortalité de I’'HE modifiée aprés la méme

durée atteint son maximum 100 %.
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Ce travail a ét¢ mené dans le cadre d’étudier la thionation de I’huile essentielle de I’espéce
Lippia citriodora, plante médicinale et aromatique de la famille des Verbenaceae, endémique
de I’Ouest de 1’Algérie (récoltée a Khemis Miliana). Cette plante est utilisée dans la
pharmacopée traditionnelle Algérienne pour le traitement d’asthme, des spasme, le froid, la
fievre, la flatulence, la colique, la diarrée, ’indigestion, 1’insomnie et I’anxiété, et administrée

exclusivement par voie orale (Tisane).

En premier lieu, nous avons procédé a I’extraction de I’huile essentielle a partir de la plante
seche par hydrodistilation dans un appareil de type Clevenger. Cette opération a conduit a

I’obtentention de bon rendement moyen de 0.28 %.

Les résultats obtenus indiquent que le remplacement du groupe carbonyle par un autre
thiocarbonyle par action du P,Ss sur les aldéhydes contenus dans I’huile essentielle de Lippia
citriodora est responsable de nouvelles propriétés physiologiques et biologiques de cette

huile essentielle.

Les analyses IRTF montre la disparition de la bande C=0 des aldéhydes aliphatiques et le

remplacement de celle-ci par un groupe thiocarbonyle.

La méme remarque est présente dans le spectre IRTF de Lippia citriodora, ou les
groupements carbonyles des aldéhydes sont remplacés par des nouveaux groupements

thionés.

Ces résultats sont confirmés par I’analyse GC-MS ou de nouveaux groupements thionés one
été  identifiée (1E,3Z,5E)-3,7-diméthylocta-1,3,5,7-tetra éne-1-thiol, (1Z,3Z,5E)-3,7-
diméthylocta-1,3,5,7-tetra éne-1-thiol et (32,72)-4,8-diméthyl-5,6-dihydro-2H-thiocine.

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

souche Sitophilus Oryzae.
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Annexe 1 : Spectre de masse
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Annexe 2 : résultats des testes microbiologiques
Escherichia coli ATCC 25922

Verveine non modifie 100 %

Verveine non modifiée avec des dilutions




Verveine modifiée avec des dilutions

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Verveine non modifiée avec des dilutions
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Candidas albicans ATCC 10231

Verveine non modifiée 100%




Verveine modifiée 100%

Verveine modifiée avec des dilutions




