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RGR: relative growth rate

RCR: relative consumption rate

ECI: effeciency of conversion of ingested food

FDI : feeding deterrence index

WL : weight loss

BBC : bleu brillant de coomassie

DMSO : diméthylsulfoxide

CLSI: clinical and laboratory standars institute

AMC: amoxicilline + acide clavulanique

CIP: ciprofloxacine

CTX: céfotaxime

SXT: triméthoprime-sulfamétoxazole

IPM: imipénéme

GM: Gentamicine



Liste des alinéviations

ATM: aztréonam

CAZ: ceftazidime

E: éruthromycine

P: benzylpénicilline

VA: vancomycine

AMP: ampicilline

AX: amoxicilline

ADMET : Absorption, distribution, métabolisme, excrétion et toxicité
RMSD: Root mean square deviation

RMSF: root mean square fluctuation
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis l'aube de I'numanité, des remedes traditionnels a base de produits naturels ont
été développés a partir des plantes médicinales, principalement a des fins thérapeutiques. En
effet, le terme "plante médicinale™ désigne toute plante contenant un ou plusieurs principes
actifs capables de prévenir, d'atténuer ou de guérir une maladie (Schauenberg & Paris, 2006).
Cette coutume s’est transmet de génération en génération et de nombreuses plantes sont
utilisées jusqu’a présent compte tenu de leur efficacité et de leur disponibilité dans différentes
régions du monde (Farrag et al., 2019 ; EI Newary et al., 2021). Selon l'organisation
mondiale de la santé (OMS) environ 80 % de la population mondiale dépend des plantes
médicinales pour satisfaire les besoins en matiere de soins et de santé (OMS, 2019). Le
nombre de plantes utilisées, est estimé entre 40 000 a 70 000 (Verpoorte et al., 2006; Jutte et
al., 2017; Anand et al., 2022), ce qui en fait une source majeure de biomolécules utilisées
dans le domaine médical (Halder et al., 2021 ; Khare et al., 2021 ; Tandon et al., 2021 ;
Anand et al., 2022). Ainsi, 25 % de produits pharmaceutiques sont issus de plantes, ce qui

souligne I’importance des dérivés végétaux (Anand et al., 2019 ; Anand et al., 2022).

Plus récemment, 'utilisation des plantes, notamment les plantes aromatiques, s’est
développee pour lutter contre tout agent nocif, présentant un risque pour la sécurité humaine.
De plus, outre la fabrication des produits pharmaceutiques biomédicaux a base d’extraits de
plantes, ces derniers sont également exploités en agriculture, dans le cadre de la préservation
de la sécurité alimentaire. En effet, I’utilisation de bio-pesticides ou de pesticides verts a base
de plantes a connu un essor remarquable ces derniers temps. En tant qu’un produit
thérapeutique, antimicrobien ou pesticide, les plantes garantissent toujours leurs efficacités,
en répondant a une variété de besoin avec plusieurs sortes de produits extraits. Par ailleurs, de
nouvelles techniques d’extraction ont révolutionné le criblage des plantes (Uysal et al., 2018)
et ont offert la possibilité d'obtenir des extraits de plantes potentiellement riches en composés
actifs. Ces derniers, interagissent plus efficacement contre le nuisible a une période plus
longue qu’un composé unique et avec un large éventail de mécanismes d’action en raison de

leurs complexités structurelles (Das et al., 2021 ; Anand et al., 2022).

A cet égard, la demande de produits naturels s’est intensifiée, non seulement pour leur
efficacité et leur biodégradabilité, mais aussi pour remplacer les produits chimiques qui
affectent tous les écosystemes sans exception et donc méme les organismes non-ciblés

(Anguiano-Cabello et al., 2023). A cette fin, la valorisation des plantes et 1’exploitation de
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nouvelles molécules végétales dans un contexte holistique, sont devenues une nécessité

primordiale pour faire face aux différents agents nuisibles.

L'Algérie, avec sa grande biodiversité floristique, est I'un des rares pays a posséder
une telle richesse végétale. De la Méditerranée au désert, elle possede une variéte
considérable d'espéces végétales. En 1963, Quézel et Santa recensaient plus de 3000 espéces,
tandis que Dobignard et Chatelain en ont recemment dénombré plus de 4 500, réparties entre
taxons endémiques et taxons introduits (Dobignard & Chatelain, 2013). L'une des familles
bien représentées dans la flore algérienne est celle des Lamiacées, qui occupe la cinquieéme
place en terme de nombre d'espéces (184 espéces, dont 19 endémiques). Cette famille
présente également un grand intérét économique pour la production d'huiles essentielles, qui
jouent un role crucial en aromathérapie. Outre les proprietés pharmacologiques, ces plantes
sont également utilisées comme arbustes ornementales, grace a leurs belles feuilles oblongues
et veloutées. En ce qui concerne les plantes ornementales, la famille des Geraniaceae figure
en téte de liste, avec ses différentes espéces de fleurs multicolores. Les espéces de ces deux
familles sont hautement considérées comme des plantes aromatiques et médicinales, qui ont
attiré l'attention des chercheurs, non seulement au niveau national, mais aussi au niveau
mondial, afin de les valoriser et de déterminer leurs diverses propriétés. Cependant, la plupart
des recherches se sont concentrées sur I'étude des effets des plantes et de leurs extraits a
différentes échelles, mais le mécanisme d'action reste ambigu. C’est a ce niveau, qu'intervient

la chimie computationnelle.

Au cours des deux dernieres décennies, le développement de la chimie
computationnelle a été faconné par I’innovation technologique. L'intérét porté pour ses
méthodes a considérablement explosé, apportant des avantages a de nombreux domaines, en
particulier le trio biologie-médecine-pharmacie. En outre, la chimie computationnelle a
introduit un nouveau terme, le criblage virtuel, qui a été définie en premier temps comme une
évaluation automatique d’un trés grand nombre de composés a I’aide des programmes
informatiques (Walters et al.,1998). Par ailleurs, il a été désormais, une méthode
d'identification de nouveaux produits ayant une activité biologique, conduisant finalement a
la conception d’un meédicament (Ekins et al., 2007 ; Adeosun et al., 2022). Ainsi, le succes du
criblage virtuel se définit en terme de découverte de nouvelles molécules intéressantes, plut6t

qu'en terme d'un grand nombre de résultats (Muegge & Oloff, 2006).



Jntweduction génénale

Actuellement, de nombreuses methodes sont dénombrées parmi celles du criblage
virtuel. Ainsi, elles peuvent étre divisées en deux grandes catégories, I’'une regroupant les
méthodes basées sur les structures et I’autre regroupe celles qui sont basées sur les ligands
(Sunseri & Koes, 2024). Le principe des approches basées sur les structures, repose sur la
reconnaissance de la structure de la cible protéique (biologique) afin de prédire les
interactions possibles avec les ligands (molécules a tester) et de sélectionner ainsi les
molécules ayant la capacité de se lier a cette cible. Les approches basées sur les ligands,
quant a elles, reposent sur la modélisation des interactions entre les ligands et les cibles
biologiques. En conclusion, les approches computationnelles déterminent tout éventuel

mécanisme d’action entre une cible biologique et un xénobiotique.

C’est dans ce contexte que s’inscrit la présente étude, qui vise a valoriser deux
especes végetales, Pelargonium graveolens (Geraniaceae) et Salvia officinalis (Lamiaceae)
de la région Nord-Est de I’ Algérie, en faisant intervenir deux disciplines majeures, la biologie
et la chimie. Ainsi, le manuscrit comporte une introduction générale avec quatre chapitres,

chacun traitant un objectif bien précis :

Le premier chapitre est destiné a présenter les plantes choisies pour I’étude, en
donnant une description générale, le lieu et la période de la collecte. Suivi d’une étude
histologique, réalisée au niveau des parties aériennes vegétatives des plantes, pour localiser
les organites responsables de la sécrétion des meétabolites secondaires. Ce chapitre aborde
également l'extraction des huiles essentielles et les différentes analyses auxquelles elles sont
soumises, a savoir, une analyse physico-chimique pour confirmer la pureté des HE, un
screening phytochimique pour identifier les principaux groupes chimiques et une analyse
chromatographique sur couche mince (CCM) et sur phase gazeuse couplée a une

spectrométrie de masse (CPG/SM) pour déterminer les composants chimiques.

Le deuxiéme chapitre, évalue le pouvoir insecticide des huiles essentielles extraites
des deux plantes contre deux ravageurs des denrées stockées, a savoir le coléoptere Tribolium
castaneum de la famille des ténébrionidés et le lépidoptere Ephestia kuehniella de la famille
des pyralidés. Le pouvoir insecticide de I'HE de S. officinalis, administrée seule ou formulée
avec ’argile, a été eévalué par différents tests en termes d’effets létaux, comportementaux et
anti-appétant contre le coléoptere. Par ailleurs, I’effet de ’'HE de P. graveolens a été

enregistré sur le développement et la reproduction d’E. kuehniella, avec une étude



Jntweduction génénale

morphométrique pour évaluer son effet sur la morphométrie des ovaires chez les femelles

adultes.

Le troisieme chapitre traite, en deux parties, I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles. La premiére partie examine le pouvoir antifongique contre un champignon
ascomycete du genre Fusarium, isolé des agrumes d’un champ de culture. La deuxiéme partie
¢tudie ’activité antibactérienne contre une collection de souches cliniques et référencées,

prélevées sur différents sites d’infections chez des patients hospitalisés.

En plus, le quatrieme chapitre aborde les principales méthodes utilisées en chimie
computationnelle, & savoir le docking moléculaire, la simulation de dynamique moléculaire et
une étude ADME-T. Chaque section couvre le principe de la méthode étudiée, son

application et un exemple avec des résultats interprétés.

En dernier, une conclusion générale rappelle les principaux objectifs de 1’étude et

présente les principaux résultats obtenus, avec d’éventuelles perspectives.



Chapitre 1 :
Mencgraphie des plantes étudiées
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1. INTRODUCTION

La diversité du régne végétal, Plantae, avec sa multitude d’espéces allant du plus
primitifs, les cyanobactéries, jusqu’aux angiospermes les plus évoluées, joue un role crucial
dans le maintien de 1’équilibre écologique. Ces derniéres dominent les flores terrestres avec
un nombre d’espéces compris entre 270 000 et 350 000, réparties entre 300 familles
différentes (Aouadi, 2020). Par ailleurs, en se limitant aux plantes supérieures en raison de
leur importance majeure sur terre, en enrichissant I’atmosphére en oxygene et en ¢laborant la
matiére organique indispensable a la survie des autres organismes vivants; leur classification
se base sur des caracteres morphologiques, biochimiques, cytologiques et moléculaires (El
Alami, 2018).

L’¢tude cytologique fait appel a [I’histologie végétale, une des études botaniques
permettant la differenciation des différents structures fondatrices d'une espece vegetale. Il
s’agit de différents types de tissus, ayant chacun une fonction bien déterminée : les tissus
méristématiques sont responsables de la croissance, tandis que les tissus de soutien, de
conduction, de protection, de remplissage et/ou de sécréetion sont également impliqués. La
diversité tissulaire difféere d’une plante a I’autre, voire au sein d’une méme espece, en

fonction d'un certain nombre de facteurs abiotiques.

L’intérét pharmacologique des plantes aromatiques et leurs efficacités thérapeutiques, ont
mis 1’accent sur leurs compositions chimiques. En outre, sa détermination implique souvent
I’analyse des profils chimiques des extraits de plantes, en fait intervenant de nombreuses
techniques, notamment la chromatographie. Les analyses chromatographiques, bien que leur
mode de fonctionnement change, ont pour objectif commun la séparation et I’identification

des composés.

Les alcaloides, les flavonoides, les terpenes et autres, parmi les familles phytochimiques,
présentent I’actualité des recherches sur le monde végétal. Ils se produisent naturellement
dans des cellules et des tissus différenciés et spécialisés pour répondre a des besoins
physiologiques ou pour se défendre. Par ailleurs, ces différentes familles acquiérent des
propriétés pharmacologiques tres intéressantes, souvent liée a leurs structures chimiques. Du
quel, la présence de quelques groupes fonctionnels spécifiques dans la structure des
composeés, leur confére des propriétés particuliéres, influencant leurs interactions avec les

cibles biologiques.
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A ce propos, ce chapitre vise a étudier d’une fagon exhaustive les deux plantes
sélectionnées. Ainsi, une étude histologique de leurs parties aériennes va permettre
d’identifier les structures sécrétrices des huiles essentielles. D’autre part, les huiles
essentielles extraites par hydrodistillation feront l'objet d'une série d'analyses afin de
déterminer leurs différentes caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques ainsi que

leurs compositions chimiques.
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2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Présentation du matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est représenté par deux plantes
aromatiques et médicinales, largement répandue en Algérie. 11 s’agit de Pelargonium

graveolens (L’Her) et Salvia officinalis L.
Le choix de plantes s’est basé sur plusieurs critéres, notamment :

e Fréquence d’utilisation en médecine populaire.
e Valorisation des especes végétales locales.

¢ Disponibilité¢ dans la région d’étude.

2.1.1. Pelargonium graveolens

Pelargonium, du grec ‘‘Pelargos’’ signifiant ‘‘cigogne’” en raison de la forme du fruit,
qui ressemble a un bec de cigogne. Ce genre, est lI'un de six genres de la famille des
Géraniacées, qui a été différencié pour la premiére fois par le botaniste Charles Louis
L'héritier en 1789. La grande diversité des caractéristiques climatiques de sa région d'origine,
I'Afrique du Sud, a conduit a I'émergence de nombreuses especes, actuellement au nombre de
280.

L’espéce Pelargonium graveolens (L hér, 1789) communément appelée Géranium rosat,
a été introduite en Algérie en 1847. C’est une espece odorante, caractérisée par des feuilles
pétiolées et des fleurs zygomorphes de couleur rose pale avec des taches plus foncées
(Fig.1.). Cette plante est un sous-arbrisseau vivace, qui s’étend de 60 a 100 cm de hauteur et

s’épanouit du mois de Mai au mois de Septembre.

Figure 1. Pelargonium graveolens (L’ hér, 1789) (photo personnelle, 2024).
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La classification systématique du Géranium rosat, se présente comme sulit :

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Geraniales

Famille : Geraniaceae

Genre : Pelargonium

Espéce : Pelargonium graveolens (L’hér, 1789)

Pelargonium graveolens, est fortement apprécié par son huile essentielle qui, grace a
son parfum unique, est considérée comme l'une des 20 huiles les plus importantes au monde.
Elle est utilisée principalement en parfumerie, en production des ardbmes alimentaires et en
cosmétiques. Elle est également connue pour ses propriétés pharmacologiques, notamment,

antiparasitaires, antituberculeuses, anti-inflammatoires, spasmolytiques et antimicrobiennes.

2.1.2. Salvia officinalis

Salvia officinalis vernaculairement dite, sauge officinale, est un sous-arbrisseau
vivace, au feuillage gris-verdatre caractéristique, de forme oblongue, pétiolée, rugueuse et
finement crénelée (Fig. 2). Elle fleurit en bleu-lilas de Mars a Juillet et fait partie de la
famille des Lamiacées, qui regroupe d’environ 500 espéces de Salvia. A son tour, Salvia
officinalis comprend trois sous-espece, Salvia officinalis subsp. officinalis (Espéce CD_NOM
= 140519), Salvia officinalis subsp. gallica (Espece CD_NOM = 718283) et Salvia officinalis
subsp. Lavandulifolia (Espece CD_NOM = 718284).
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Figure 2. Salvia officinalis subsp. officinalis (photo personnelle, 2024).
La sauge officinale présente la classification systématique suivante :

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacea

Genre : Salvia

Espéce : Salvia officinalis L., 1753.

Comme l'indique son nom latin "Salvare" qui signifie "sauver" ou "guérir”, la sauge
est I'une des principales plantes médicinales utilisées depuis I'Antiquité. Elle est utilisée en
usage interne et locale pour traiter diverses affections, essentiellement les maux de gorges, les
febrifuges, I'hypo/hyper tension, les problémes gastro-intestinaux et méme les morsures des

serpents. Elle aide égalementt a résoudre les probléemes hormonaux.
2.2. Site de récolte

Bien que les deux plantes étudiées sont actuellement cultivées dans différentes
régions du monde, leurs origines sont bien distinctes. Pelargonium graveolens provienne de

I’ Afrique du Sud, tandis que Salvia officinalis est originaire de la région mediterranéenne.
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La récolte des deux plantes a été faite dans deux régions voisines de la Wilaya
d’Annaba (36° 53° 60 " N 7 °,46°0.001" E), pendant la période de floraison (Fig. 3). La
récolte de P. graveolens provient de la commune d'El Bouni, située a la périphérie sud-ouest
d'’Annaba (36°51'55"N 7°46'07"E), tandis que la récolte de S. officinalis provient de la
commune de Sidi-Amar (36°48'49"N 7°43'00"E). Le climat des deux régions est
méditerranéen avec deux tendances bioclimatiques liées a la topographie, a la mer et a la

végétation.

s © 3 4 *
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36°51'55"N 7°46'07"E 36°48'49"N 7°43'00"E
Figure 3. Sites de récolte des plantes étudiées (photos personnelles).
2.3. Etude histologique

L’étude histologique des deux plantes étudiées, a été effectuée sur les parties
aériennes végétatives (feuilles et tiges), qui ont été collectées puis conservées dans une

solution éthanolique a 70° pendant au moins 48h.

L'expérimentation est basée sur la réalisation de coupes trés fines dans les organes des
plantes étudiées. L'opération est réalisée a l'aide d'une lame bien aiguisée et les meilleures

coupes sont immédiatement placées dans I'eau distillée (Fig. 4).
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Figure 4. Réalisation des coupes histologiques (photo personnelle, 2023).

La technique adoptée pour cette étude, est celle de double coloration qui permet de
distinguer les différents composants d’une espece végétale, dont les parois cellulosiques se
colorent en rose et les parois lignifiées se colorent en vert (Paris & Hurabielle, 1981). La

coloration se fait par les colorants, rouge Congo et vert de méthyle (Fig. 5).

Figure 5. Préparation des colorants (photos personnelles, 2023).
Les étapes de la technique se découlent comme suit :

» Traitement par I’hypochlorite de sodium dilué au % pendant quelques minutes,
afin d’¢éliminer le contenu des cellules.

» Ringage avec I’eau distillée.

= Ringage avec une solution d’hydroxyde de sodium a 5%.

= Ringage avec I’eau distillée.

» Traitement par ’acide acétique dilué (1%) pendant une 1 min pour faciliter la
fixation ultérieure des colorants.

= Traitement avec le vert de méthyl pendant 2 a 3 min.

11
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» Ringage avec I’eau distillée.
= Traitement avec le rouge Congo pendant 15 min.
= Ringage encore une fois avec I’eau distillée.

= Montage entre lame et lamelle

Les coupes histologiques sont observées sous microscope a différents grossissements

(%10, x20, x40) a l'aide d'un microscope optique modéle Leica®DM500.
2.4. Extraction des huiles essentielles et calcul du rendement

L'extraction des huiles essentielles fait appel a plusieurs techniques qui différent
expérimentalement en termes d’appareillage et du protocole utilisé. De méme, en termes de

résultats, la méthode utilisée peut influer sur la qualité des huiles essentielles.

L’hydrodistillation, ’expression a froid, et I’entrainement a la vapeur, sont les
méthodes les plus reconnues, et entre avantages et inconvénients, notre étude s'est orientée

vers la méthode d'hydrodistillation qui s’est faite a I'aide d'un appareil de type Clevenger.

En premier temps, les parties aériennes des deux plantes ont été sechées a I’ombre et a
une température ambiante pendant 15 jours. Une fois séché, le matériel vegétal a eté placé
dans un ballon en verre apres avoir été légerement écrasé a la main afin d'éviter toute perte de
composants volatils. Le ballon est ensuite placé avec le dispositif Clevenger sous un chauffe-
ballon (Fig.6).

Figure 6. Extraction par hydrodistillation a I’aide d’un appareil Clevenger (photo personnelle, 2023).

12



Menographie des plantes étudices : Maténiel £ méthodes

L’extraction doit avoir lieu pendant 3 heures, pour obtenir le maximum en principes
actifs et ne pas risquer d’altérer la composition chimique de ’HE extraite. L’HE séparée de
I’hydrolat par décantation est ensuite conservée dans un Vial en verre, hermétiquement ferme

au réfrigérateur a 4 C°,
= Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est un parametre important a prendre en compte lors
de Dl’extraction. Il est généralement mesuré¢ en pourcentage en HE par unité de matiere

végetale utilisée, selon la formule suivante :
R =Pue/ Pmv x 100

R : Rendement en huile essentielle extraite (%).
Pmv : Poids de la matiére végétale en g.

Pre : Poids de I’huile essentielle extraite en g.

2.5. Analyse physico-chimique et organoleptique
La qualité des huiles essentielles peut étre déterminée par un certain nombre de
facteurs, notamment leurs caracteristiques physico-chimiques et organoleptiques, qui
déterminent leur pureté, leur hydrophobicité et leur densité ; ainsi que leur couleur, leur odeur

et leur aspect.

Ces différentes caracteristiques font l'objet de normes internationales, recommandées
par 1’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR) qui visent a garantir la qualité et la
sécurité des huiles essentielles pour leur large éventail d’utilisations. A cette fin, les huiles
essentielles extraites des plantes étudiées, ont été soumises a différents tests afin de

déterminer leurs caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques.

2.6. Analyse phytochimique
Le screening ou le criblage phytochimique est un ensemble de tests qualitatifs réalisés
dans le but de mettre en évidence la présence de différentes familles chimiques composant un
extrait vegétal, permettant ainsi d'identifier d’un point de vue général, la composition

chimique du produit. Chaque test est congu pour détecter une famille cible et spécifique. Pour

13
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cela, plusieurs protocoles ont été appliqués dans cette étude ciblant les terpénes, les

alcaloides, les coumarines, les flavonoides et les tanins.

La détection des différentes familles phytochimiques repose sur I’interprétation des
réactions chimiques, qui sont interprétées par des changements colorimétriques et/ou de

précipitation.

2.7. Analyse chromatographique
La chromatographie, est une technique physico-chimique qui sert a séparer, quantifier
et a identifier les composants d’un mélange complexe donné. Le principe de la
chromatographie repose sur 1’équilibre de partage et/ou le déplacement des composants du
produit a travers une phase stationnaire et une phase mobile. En fonction de la nature de cette

derniere, qui représente I’échantillon a analyser, il existe plusieurs types de chromatographie.

Pour cette étude, en fonction des produits étudiés (huiles essentielles), nous nous
sommes intéressés par deux types de chromatographie, qui sont complémentaires 1’une a
I’autre : la chromatographie sur couche mince (CCM) et la chromatographie en phase
gazeuse (CPG). La CCM est une technique simple, rapide et facile a manipuler, moins
colteuse mais moins precise. La CPG, en revanche, est beaucoup plus precise, plus sensible

et plus codteuse.
2.7.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince a été appliquée pour les huiles essentielles
comme étant un test préliminaire, afin de quantifier leurs composés majoritaires, qui
apparaissent sous forme de taches bien distinctes sous lumiére ultra-violette (UV).
Egalement, la densité des taches refléte la concentration relative des composés présents dans
I’HE.

Expérimentalement, les HE ont été déposées séparément sur une plaqgue CCM en
aluminium, qui sert de support, et sur laquelle est déposé le gel de silice (absorbant) comme
une phase stationnaire. Par la suite, la partie basse de la plague est immergée dans un solvant
organique, qui constitue la phase mobile (Fig.7). A ce niveau, le solvant remonte par
capillarité¢ tout au long de la plaque, induisant I’immigration des composés a différentes

vitesses. L’interprétation de la plaque se fait sous une lampe UV, apres séchage.
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\

Figure 7. Chromatographie sur couche mince (photo personnelle).

2.7.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode analytique permettant
de séparer des composés qui se trouvent a I’état gazeux ou bien vaporisables. Cependant,
I’identification de ces composés nécessite une combinaison avec une autre technique, la

spectrométrie de masse (SM).

L’analyse CPG-SM de nos échantillons, a été effectuée au niveau du Centre de
Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC) (Bou Ismail,
Tipaza, Algérie) a I’aide d’un équipement chromatographe ‘H-P-Agilent 6890 couplé a un
spectrometre de masse ‘H-P-Agilent 5973°.

Une quantité de 0,2 pl d’HE a été introduite dans I’injecteur, qui a été réglé a une
température de 250 C° pour permettre 1’évaporation du produit. Les composés vont étre
transportés a I’aide d’un gaz vecteur, I’hélium pure 6.0, a travers une colonne de type HP-
SMS ayant des dimensions de 30m de long, 0,25 pm d’épaisseur et un diametre interne de
0,25mm. La phase stationnaire constituant la colonne est représentée par 5% de Phényle et
95% de diméthyle-poly-siloxane. L’analyse a duré 113 min a une température de four égale a
45 C° pendant les 8 premicres minutes, puis augmentée a un taux de 2 C°min jusqu’a

atteindre 250 C°.

A la sortie de la colonne, les différents composés rencontrent un détecteur couplé a un
spectrométre de masse, équipé d’un analyseur de masse de type quadripdles. A ce niveau, les
différents composés séparés par CPG sont ionisés, en mode ionisation a impact électronique a
une intensité de 70év. En fonction du rapport masse/charge (m/z) des ions obtenus, ceux-ci

sont séparés par l'analyseur et détectés apres conversion du signal ionique en signal
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électrique. Le signal électrique est converti en données numériques, représentées par un

spectre de masse, le chromatogramme (Fig. 8).

Sample
Injection
Injector
——
@ SN
@@l] , .- e
lonization Mass oo
Column Source Detector]
e Data System
Carrier Gas Gas Chromatograph Mass Spectrometer

Figure 8. Principe du fonctionnement de la CPG-SM (www.jardins-liorzou.fr).

L’interprétation des résultats fait recours a deux bases de données, la bibliotheque
NIST 02 et la bibliotheque WILEY 7N (Jennings & Shibamoto, 1980), qui permettent
d’identifier les composants des échantillons analysés, détectés sur le spectre de masse en

comparant les temps de rétention des pic avec ceux des étalons de référence.

2.8. Analyse statistique

Les traitements statistiques effectués pour ’ensemble des paramétres étudiés dans ce
travail, ont été analysés a I’aide d’un logiciel SPSS V.26. Chaque résultat obtenu est exprimé
par la moyenne et le standard de déviation (m£SD). Différents tests paramétriques (test ‘t” de
student, ANOVA) et non parameétriques (Mann-Withney, Kruskal-Walis) ont été appliqués
pour pouvoir comparer les moyennes entre les groupes, en fonction des conditions bien

déterminées. Le niveau de signification est représenté par la valeur p < 0,05.
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3. RESULTATS ET INTERPRETATION
3.1. Détermination des structures anatomiques des plantes
3.1.1. Caractéristiques anatomiques de Pelargonium graveolens

L’¢tude histologique de la feuille et de la tige de I’espéce Pelargonium graveolens
montre qu’elles se caractérisent par un tissu de revétement, 1’épiderme, composé d’une seule

assise cellulaire et sur lequel s’insérent deux types de poils ; poils tecteurs pluricellulaires a

fonction protectrice et poils sécréteurs des métabolites secondaires, a téte capitate (Fig.9).

Figure 9. Poils tecteurs et sécréteurs insérés sur I’épiderme de P. graveolens (photo personnelle,
2023).

Ainsi, ’observation microscopique de I’épiderme de la feuille a un grossissement (x40)
montre qu’il est parsemé de stomates anomocytiques permettant les échanges gazeux

(Fig.10).

Figure 10. Stomate anomocytique (photo personnelle, 2023).
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La position sous-épidermique est occupée par un collenchyme de type angulaire, suivi par
un ensemble de cellules jointives de forme polyédriques, assurant le remplissage et formant le

parenchyme cortical.

Juste aprées le parenchyme cortical la distinction entre la feuille et la tige devient
apparente, dont :

Comme le montre la figure 11, le centre de la nervure de la feuille est occupé par un
phloéme et un xyleme, formant des faisceaux conducteurs libéroligneux. Ces derniers, sont
associés a un sclérenchyme qui assure le soutien. La coupe histologique montre également la

présence des agrégats de cristaux d’oxalate de calcium insérés en joints a des cellules

parenchymateuses.
Poil técteur Poil sécréteur
a téte capitate
Epiderme
Agrégat de cristal
d'oxalate de calcium Pare_llCilyme
cortica!
Sclérenchyme
Y Phloéme
Xyléme

Figure 11. Coupe transversale (x10) au niveau de la nervure de la feuille de P. graveolens (photo

personnelle, 2023).

La tige, en vue transversale, montre une symétrie axiale et un centre occupé par une
moelle épiniére (Fig.12). Elle se distingue de la feuille par la présence du sclérenchyme sous

forme d’un cercle qui se colore en vert.
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Parenchyme médullaire

Poil non glandulaire

Poil glandulaire

Epiderme

Collenchyme

Parenchyme

—

Sclérenchyme

Phloéme
Xyléme

Figure 12. Coupe transversale (x10) d’une tige de P. graveolens (photo personnelle, 2023).

3.1.2. Caractéristiques anatomiques de Salvia officinalis

Les coupes histologiques au niveau des parties aériennes végétatives (feuille, tige
principale) de I’espéce S. officinalis montrent des caractéristiques anatomiques différentes a
celle de P. graveolens.

La coupe transversale au niveau de la feuille montre la présence de deux nervures,
principale et secondaire relié par un tissu spongieux. Le centre des nervures, est occupé par
des faisceaux libéroligneux qui sont formés par un phloéme et un xyléme superposés et
séparés par une assise génératrice de cambium. En périphérie, on distingue deux types de

poils glandulaires et non glandulaires insérés sur le tissu de revétement (Fig. 13).

Epiderme

Collenchyme

Parenchyme

Phloéme

Cambium

Xyléeme

Poil non glandulaire

Tissue spongieux

Poil glandulaire

Figure 13. Coupe transversale au niveau de la nervure principale de la feuille de S. officinalis (x10)

(photo personnelle, 2023).
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La coupe histologique au niveau de la tige principale de S. officinalis (Fig. 14),

montre de I’extérieur vers 1’intérieur :

> Un tissu de revétement tapissé de poils tecteurs et sécréteurs.

> Un collenchyme angulaire présent sur les quatre cotés de la tige, responsable de la
forme carrée, spécifique aux lamiacées.

» Un parenchyme cortical, qui remplit plusieurs fonctions.

» Des phellodermes, assurant le maintien du parenchyme cortical.

» Un phloéme secondaire (liber).

» Un cambium situé entre le phloéme et le xyléme.

> Un xyleme secondaire (bois).

» Une moelle remplissant le centre.

Poils glandulaires et
/ non glandulaires
/— ~ Collenchyme angulaire

- - — Phelloderme

—— Parenchyme cortical

Phloéme secondaire

Xyléme secondaire

Moelle

Figure 14. Coupe transversale au niveau de la tige de S. officinalis (x10) (photo personnelle, 2023).

L’étude histologique réalisée sur les parties aériennes végétatives des deux plantes
étudiees montre la caractérisation anatomique des dicotylédones. L’épiderme représenté par
le revétement qui recouvre la surface des organes des plantes, il remplit divers roles

importants :

Protection contre la perte d'eau : I'épiderme est généralement recouvert d'une

cuticule cireuse, appelée cuticule, qui limite I'eau perdue par évaporation. La cuticule agit
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comme une barriére physique contre les conditions environnementales défavorables, a savoir
la sécheresse (Riederrer & Schreiber, 2001).

Régulation des échanges gazeux : les stomates, structures présentes dans 1’épiderme
des feuilles, contrélent les échanges gazeux (photosynthése et respiration) entre la plante et
I’atmosphére ; lorsqu’ils se referment, ils permettent la rétention de 1’eau protégeant la plante

contre le desséchement (Zeiger et al., 1987).

Sécrétion de substances protectrices : des cellules épidermiques spécifiques ont la
capacité de synthétiser des substances protectrices, telles que les trichomes glandulaires, qui
produisent des composés phénoliques protégeant contre la prédation des herbivores, les

agents pathogénes et les conditions environnementales défavorables (\Wanger, 1991).

Réflexion de la lumiere et protection contre les rayonnements UV : la surface de
I’épiderme peut refléter certaines longueurs d’onde de la lumiére. Ce faisant, elle contribue a
réguler la température de la plante. De plus, elle peut protéger contre les rayonnements
ultraviolets (UV) du rayonnement solaire (Caldwell & Flint, 1994).

Ainsi, I’expansion des cellules épidermiques forme une sorte de poils, représentés par
des poils tecteurs assurant le réle de protection de la plante contre la dessication. Les plantes
peuvent réduire 1’évaporation en créant une couche d’air adhérente sur les feuilles et les tiges
a I’aide de poils protecteurs. Cette couche d’air limite le courant et devient un obstacle pour

la transpiration (Riederrer & Schreiber, 2001).

Les dicotylédones se distinguent également par leur organisation tissulaire complexe,

qui contribue a leur croissance, leur structure et leur fonctionnement. Il en existe :

Le sclérenchyme qui est un tissu de soutien présent dans de nombreux organes
vegétaux ages, tels que les tiges, les feuilles, les racines et les fruits. 1l est composé de
cellules spécialisées qui ont des parois cellulaires épaissies et renforcées grace a la présence
de lignine. Le réle principal du sclérenchyme est de fournir un support mécanique et de
renforcer la structure des organes végétaux (Taiz et al., 2018). Dans cette étude, le
sclérenchyme a été observé uniquement chez Pelargonium graveolens, ce qui indique que
I’espéce étudiée présente des organes plus agés en comparant avec ceux de la sauge, Salvia

officinalis L.
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Le parenchyme est un tissu végétal qui se divise en deux type en fonction de son

emplacement. Le parenchyme cortical présent dans la partie externe des tiges et des racines

des plantes, tandis que le parenchyme médullaire se situe au centre de la tige et de la racine

des plantes. Bien qu'il puissent se différencier en fonction des espéces et des organes, les

tissus parenchymateux remplissent un certain réles clés :

v

Stockage des nutriments dans les cellules, y compris les glucides, les lipides et les
protéines. Ces nutriments peuvent étre utilisés a une ultérieurement pour la croissance
et le développement de la plante (Taiz & Zeiger, 2010).

Transport des nutriments : Les parenchymes médullaire et corticales facilitent le
mouvement des nutriments dans la plante (Raven et al., 2005).

Soutien mecanique : lls peuvent également contribuer au soutien mecanique de la
plante en comblant I’espace entre les tissus vasculaires, les fibres, ou toute autre
structure. Ils offrent également une certaine résistance a la flexion et a la compression
(Esau, 1965).

Stockage d’eau : Certaines cellules de ces parenchymes peuvent stocker de I’eau. il
s’agit en quelque sorte d’une réserve d’eau interne pour la plante. Cela est
particulierement important dans les milieux desertiques ou lorsque la plante subit des
périodes de sécheresse (Salisbury et al., 1992).

Protection contre des pathogenes et des facteurs environnementaux : Ils peuvent
également contenir des cellules spécialisees pour lutter contre des pathogénes,

insectes ou autres agressions de I’environnement (Bolin & Kosh, 1993).

Il existe également chez les dicotylédones, les tissus conducteurs qui sont essentiels

pour véhiculer des substances vitales telles que l'eau, les nutriments et les molécules

organiques a travers les plantes. Ces tissus se présentent généralement sous forme de

faisceaux vasculaires distincts, constituant le xyleme et le phloeme (Evert & Esau, 2006).

+ Le Xyléme assure deux fonctions distinctes :

v Transport de I'eau et des minéraux : au sein de la plante, le xyléme permet une

circulation ascendante et descendante de l'eau et des sels minéraux. Ainsi, la

circulation de la séve brute s’effectue grace a ses vaisseaux.
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v’ Soutien mécanique : outre sa capacité a transporter la seve brute, le xyléeme contribue
également au soutien mécanique de la plante en fournissant de la rigidité et de la

résistance aux tiges et aux racines (Taiz, 2010).

+ Le Phloéme assure :

v' Translocation des sucres et des molécules organiques : le phloéme est
responsable de la translocation des sucres, hormones et autres molécules
organiques produites dans les parties sources de la plante (les feuilles) et leur
exportation vers les organes de stockage ou de croissance (les fruits, les racines).

v’ Signalisation et communication : Le phloéme joue aussi un réle dans la
signalisation et la communication a longue distance, pour obtenir une coordination

entre les différentes parties de la plante (Raven et al., 2005).

3.2. Détermination du rendement d’extraction des huiles essentielles

La procédure d’extraction réalisée par hydrodistillation des deux plantes étudiées a
permis d’obtenir des huiles essentielles avec des pourcentages de rendement variables. Cette
variation, dépend principalement de I’espéce végétale. Néanmoins, méme au sein d’une

méme espéce, le rendement peut varier d’une extraction a I’autre (Tab. 1).
Tableau 1. Pourcentage du rendement des huiles essentielles extraites.

Pelargonium graveolens Salvia officinalis
Rendement (%) 0,43 £ 0,25 1,10 £ 0,10

La différence en rendement enregistrée pour les deux plantes étudiées peut
s’expliquer par la différence en structure anatomique entre les deux especes. Du quel, I’étude
anatomique présentée auparavant montre que la plante S. officinalis possede deux structures
différentes sécrétrices des métabolites secondaires : les poches et les poils sécréteurs. En
revanche, P. graveolens présente que des structures sécrétrices en forme de poils, ce qui

réduit le rendement.

Dans la littérature, des résultats plus inférieurs qu’aux notres ont été enregistréS pour
P. graveolens. Boukhatem et al. (2013) ont obtenu un pourcentage égale a 0,15%. Boukhris

et al. (2015) bien qu'ils ont étudié le rendement durant les quatre stades végétatifs de la
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plante, le plafond a été estimé a 0,16%. Cependant, des pourcentages variables ont été
enregistrés pour S. officinalis ou le plus faible pourcentage a été estimé a 0,30% (Sellami et
al., 2012). D’autre étude ont marqué autres pourcentages variables, 0,66% (Ben-Kheder et
al., 2017), 1% (Arraiza et al., 2012) et 1,49% (Ben Farhat et al., 2016).

Plusieurs facteurs a savoir intrinseques et/ou extrinseques influencent le rendement en
huiles essentielles. Il s'agit notamment des conditions climatiques, géologiques, génétiques
et/ou techniques. En ce qui concerne les facteurs climatiques, la température et la
pluviométrie, jouent un rble tres important, duquel les température extrémes
(sécheresse/humidité) et le déficit hydrique, peuvent réduire le rendement jusqu’a 50%
(Bettaib et al., 2009 ; Corell et al., 2012 ; Ferrante et al., 2018 ; VValkovszki et al., 2023). Ceci
a été confirmé par Abu-El-Wafa et al. (2012), qui ont étudie le rendement du P. graveolens
pendant plusieurs périodes de 1’année et ont enregistré le pourcentage le plus élevé en
automne, lorsque le climat est modéré. En outre, I’altitude et la nature du sol sont aussi
impliqué. Cependant, les especes végétales d’une méme région bioclimatique sont influencés
par la pluviométrie que par Ialtitude (Kharoubi, 2021). De plus, la technique de récolte, la
période de récolte et le cycle phénologique au moment de la récolte, sont également mis en
jeu. L’étude de Hazrati et al. (2022) a montré I’influence de la période de récolte sur le
rendement en huile essentielle chez la sauge. Les résultats obtenus ont montré une réduction
de 50% sur une période de quelques heures au cours d’une méme journée (1,14% : récolte

entre 4 :00 et 6 : 00 p.m. ; 0,59% récolte entre 4 :00 et 6 : 00 a.m.).

3.3. Détermination des caractéristiques organoleptiques et physico-chimique des
HE

La détermination des caractéristiques organoleptiques des deux huiles essentielles
s’est basée sur des tests sensoriels. Une observation visuelle a permis de déterminer la
couleur et I’aspect. Tandis qu’une évaluation olfactive a permis d’identifier les aromes des

deux types (Tab.2).

Tableau 2. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles étudiées.

Pelargonium graveolens Salvia officinalis. L
(L’Her.)
Couleur Jaune ambreé Jaune péle
Odeur Aromatique prononcée ; Camphrée

fortement citronnée
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Aspect Liquide Liquide

La qualité des huiles essentielles peut également étre examinée par des tests physiques
(densité, indices de réfraction) et/ou chimiques (indice d’acide, pH). Le Tableau 3 montre
que les paramétres étudiés respectent les valeurs spécifiées dans les normes AFNOR qui

exigent des intervalles bien précis.

Tableau 3. Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles étudiées.

Pelargonium graveolens Salvia officinalis
[norme AFNOR] [norme AFNOR]
Densité 0,890 [0,884] 0.896 [0,890 a 0,908]
Indice de réfraction 1,465 [1,461-1,470] 1.460 [1,455 & 1,470]
Indice d’acide 5.3 [<10] 1.683 [<10]
pH 5 [<7] 5 [«7]

3.4. Screening phytochimique

Le screening phytochimique des deux huiles essentielles a révélé la présence de
quelques composes bioactifs. Comme le présente le tableau 4, les tests effectues montrent
que I’HE de P. graveolens est riche en terpenes, en flavonoides, en coumarines et en tanins
mais pauvre en alcaloides. L’HE de S. officinalis, quant a elle, est riche en terpénes,

alcaloides, flavonoides et tanins, mais pauvre en coumarines.

Tableau 4. Screening phytochimigue des huiles essentielles de P. graveolens et S. officinalis.

Groupes
o P. graveolens -
phytochimiques officinalis
Terpénes + +
Alcaloides - +
Tanins + +
Flavonoides + +
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Coumarines + -

3.5. Détermination de la composition chimique des huiles essentielles

3.5.1. Par chromatographie sur couche mince (CCM)

L’analyse chromatographique réalisée sur couche mince pour les deux huiles essentielles
a permis de révéler la présence de deux spots bien distinctes. Cela pourrait s’expliquer par

I’abondance de deux groupes phytochimiques dans les HE.
3.5.2. Par chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse

L’analyse chromatographique sur phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse, a
permis d’identifier sur une colonne HP-5, cinquante-sept composés pour I’'HE de P.

graveolens (Tab. 5) et quarante-deux composés pour I’HE de S. officinalis (Tab. 6).

Tableau 5. Composition chimique de I’huile essentielle de P. graveolens.

Terpénes
Monoterpenes hydrocarbonés Monoterpénes 0Xygénés
Composé IKexp | IKLit | % | Composé IKex | IKLit | %
p
a-Pinene 929 | 932 | 0,47 | Trans-Rose oxide 1026 | 1025 | 0,72
B-Myrcene 991 |990 | 0,19 | Trans-Linalool oxide 1087 | 1088 | 0,24
P-Cymene 1023 | 1024 | 0,33 | Linalool 1109 | 1100 | 6,09
Limonene 1027 | 1029 | 0,48 | Menthone 1150 | 1148 | 0,27
Cis- B-ocimene 1044 | 1038 | 1,53 | Iso-menthone 1163 | 1162 | 4,04
Trans-B-ocimene 1054 | 1048 | 0,14 | a-Terpineol 1187 | 1185 | 0,55
Sesquiterpénes hydrocarbonés p-citronellol 1235 | 1232 | 23,6
7
a-Cubebene 1341 | 1345 | 0,65 | Geraniol 1266 | 1250 | 14,5
7
0-copaene | 1363 | 1365 | 0,81 | Nerol 1757 - |05 |
B-bourbonene 1370 | 1373 | 0,94 | Citronellyl formate 1287 | 1286 | 3,29
B-cubebene 1377 | 1392 | 0,07 | Geranyl formate 1312 | 1320 | 4,22
B-Elemene 1380 | 1382 | 0,18 | Geranyl acetate 1387 | 1390 | 1,12
B-Caryophyllene 1401 | 1419 | 1,05 | Neryl propionate 1516 - 0,45
(E,Z2)- a.-Farnesene 1427 | 1487 | 0,19 | Citronellyl propionate 1530 | 1445 | 0,47
a-Caryophyllene 1437 | 1422 | 0,32 | Geranyl tiglate 1706 | 1701 | 3,09
Aromadendrene 1444 | 1441 | 0,69 | Geranyl isovalerate 1912 | 1887 | 0,05
Dehydro-Aromadendrene | 1458 | 1442 | 0,33 Sesquiterpénes oxygénes
Germacrene-D 1475 | 1479 | 3,59 | (-)-Nerolidol 1480 | 1564 | 1,10
d.-gurjunene 1478 | 1473 | 0,54 | Isoaromadendrene epoxide | 1537 | 1580 | 0,47
Ledene 1482 | 1491 | 0,99 | B-Eudesmol 1636 | 1651 | 0,83
a-Amorphene 1489 | 1484 | 0,43 | B-Neoclovene 1609 | 1556 | 2,62
a-Muurolene 1492 | 1496 | 0,42 | Guaiol 1641 | 1600 | 1,39
Zingibrene 1495 | 1494 | 0,10 | Alloaromadendrene oxide- | 1729 | 1749 | 0,04
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(1) | | |
y-Cadinene 1508 | 1509 | 0,72 Ester
0-Cadinene 1514 | 1516 | 2,24 | phenethyl isobutyrate 1353 | 1401 | 0,16
Isoledene 1530 | 1528 | 1,47 | Phenethyl propionate 1585 - 2,47
a-Elemene 1616 | - 0,89
B-Gurjunene 1624 | 1439 | 0,91
valencene 1632 | 1628 | 0,92
E,E-.a.-Farnesene 1654 0,16
Cycloisolongifolene, 8,9- | 1662 | - 0,60 Totale identifiés = 91,40%
dehydro- Totale monoterpénes = 72,35%
Trans-carane 1667 | - 0,44 Totale sesquiterpenes = 28,78%
trans-Caryophyllene 1696 | 1600 | 0,13 Esters=2,63%
FARNESYL ACETONE | 1914 | 1921 | 0,08
C

Tableau 6. Composition chimique de I’huile essentielle de S. officinalis.

Terpénes
Monoterpénes Sesquiterpénes
Monoterpénes hydrocarbonées Sesquiterpénes hydrocarbonées

Composé % IKexp | 1Kt | Composé % IKeo | IKLIT
Cis-salvene 0,04 860 | 852 trans-Caryophyllene | 2,36 | 1401 | 1428
Sabinene 0,10 914 975 a-Humelene 2,26 | 1438 | 1449
a-Pinene 2,14 930 929 Valencene 0,09 | 1443 | 1490
Camphene 4,10 944 944 d-Cadinene 0,04 | 1447 | 1519
B-Pinene 4,47 972 973 (+)-Aromadendrene | 0,04 | 1468 | 1466
I-Phellandrene 0,43 999 1007 | a-Muurolene 0,05 | 1489 | 1496
a-Terpinene 0,38 1014 | 1013 | Germacrene-D 0,13 | 1498 | 1484
E-B-OCIMENE 0,09 1046 | 1049 | L-calamenene 0,06 | 1507 | -
y-Terpinene 0,50 1060 | 1063 | y- Cadinene 0,45 | 1511 | 1514
a-Terpinolene 0,68 1085 | 1085 | a-Calacorene 0,04 | 1528 | 1537
3-Pinanone 0,30 1157 | 1156 | y-Gurjunene 0,13 | 1587 | 1572
a-Longipinene 0,42 1317 | 1330 | o-Elemene 0,21 | 1600 | -

Monoterpenes oxygénés a-Farnesene 0,52 | 1746 | 1743
cis-sabinene hydrate 0,23 1076 | 1050 Sesquiterpénes oxygénés
Terpinene-4-ol 0,64 1175 | 1179 | Caryophyllene oxide | 1,49 | 1565 | 1580
Myrtenol 0,21 1193 | 1194 | Veridiflorol 9,07 | 1583 | 1591
Carvacrol 0,11 1303 | 1304 | B-Eudesmol 0,10 | 1633 | 1654
a-Cubebene 0,06 1340 | 1348
a-Copaene 0,05 1362 | 1371
B-Bourbonene 0,05 1369 | 1379
Bornyl acetate 0,10 1279 | 1282
1,8-Cineole 16,10 | 1032 | 1032
a-Thujone 16,37 | 1104 | 1105 . e,
B-Thujone 6.64 1119 | 1118 Totale |dent]f|es= 91,29

Totale monoterpénes= 74,15

Camphor 18,59 |1145 | 1145 Totale sesquiterpénes=16,94
Bornéol L 1,31 1166 | 1166 ’
Ledene 0,16 1479 | 1499

IKexp= valeurs des indices de kovats sur colonne HP-5.

IKLit= valeurs de littérature des indices de kovats
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Comme indiqué aux tableaux 5 et 6, la fraction monoterpénique domine la
composition chimique des deux HE. Cependant, les monoterpénes oxygénés représentent
respectivement 88,69 % et 81,62 % de la fraction monoterpénique de I'HE de P. graveolens
et de S. officinalis. Par ailleurs, les composants majoritaires des deux huiles appartiennent a
cette classe. Le B-citronellol (23,67%), le géraniol (14,57%) et le linalool (6,09%) constituent
les composants majoritaires de I’HE de P. graveolens ; tandis que, le camphor (18,59%), I’a-
thujone (16,37%) le 1,8 cineole (16,10%) constituent les composants majoritaires de I’'HE de
S. officinalis (Fig.15).

; /
e l\ \/Y\v/ “ﬁ/ / N

p-Citronellol Géraniol Linalool

camphor a-Thujone 1,8 cinéole

Figure 15. Structures 2D des composés majoritaires des huiles essentielles de P. graveolens et de S.

officinalis (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).
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En effet, la présence des atomes d'oxygene chez certains composeés, leur confére une
structure unique souvent associée a une grande labilité chimique (Volcho et al., 2014). Cela
donne lieu a des molécules qui peuvent subir différentes interactions et donc produire des

propriétés biologiques distinctes (Klebe, 2013).

Par ailleurs, gréce a leur faible poids moléculaire, les monoterpenes constituent la
principale et la plus grande classe des métabolites secondaires des plantes (Ziclinska-Blajet &
Feder-Kubis, 2020). lls se distinguent des autres terpenes par la présence de 10 carbone dans
leur structure, qui peut exister sous forme hydrocarbonée simple, acyclique (ocimene,
myrcéne...), monocyclique (P-Cymene, limonéne...) ou bicyclique (camphéne, a-Pinene...).
De plus, diverses modifications réactionnelles post-synthétiques, (oxydation, réarrangement,
conjugaison) permettent la formation d’une grande variété de composés plus complexe, a
savoir les composés oxygénés. A leurs tours, les dérivés oxygénés peuvent étre époxydes
(trans-linalool oxide...), cétones (Menthone, isomenthone...), alcools (Geraniol, 1,8
cinéole...), ou encore des esters (citronellyl formate, Geranyl formate...). De méme, les
sesquiterpénes qui se composent de 15 carbones, forment un sous-groupe réparti de la méme

facon que les monoterpenes (Wink, 2003).

De nombreux facteurs se sont impliqués au processus de biosynthése des différents
composes des huiles essentielles. En effet, outre les facteurs génétiques de la plante (Ben
taarit et al., 2009; Valkovszki et al., 2023), les facteurs externes dont ceux mentionnés ci-
dessus qui influencent le rendement en huile essentielle (facteurs climatiques, géologiques,
et/ou techniques) sont a 1’origine de la variation de la composition chimique d’une famille a
I’autre et méme au sein d’une méme espéce. Cependant, les composés majoritaires pour une

méme espéce sont souvent les mémes avec des différences de pourcentage.

La présente étude, montre que les molécules majoritaires dominant 'HE de P.
graveolens ont également été enregistré comme étant majoritaires dans la composition
chimique de ’HE extraite des feuilles de la méme plante avec des pourcentages de 33,6 %,
26,8% et 10,5 %, respectivement (Rana et al., 2002). En outre, d’autres études ont rapporté
des résultats proches aux noétres, mais le linalool se classe a la quatrieme position, précédé du
citronellyl formate (Dzamic et al., 2014 ; Gogoi et al., 2024) et du menthol (Kacaniova et al.,
2023). De plus, le citronellol, le formiate de citronellyl et le géraniol dominent la composition
chimique de ’HE de cette plante en provenance d'Algerie (Boukhris et al., 2013; Boukhatem

et al., 2013; Boukhris et al., 2015). En revanche, d’autres études ont montré une différence
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significative. De I’Afrique de Sud, I’isomenthone et le decanoid acid, étaient les principaux
composés avec des pourcentages de 65,8 % et 12,9%, respectivement; tandis que le

citronellol et le citronellyl formate étaient présents a I'état de traces (Lalli, 2006).

Quant a la composition chimique de la deuxieme huile étudiée de S. officinalis, de
nombreux résultats ont été en en accord avec les notres, dont le camphor, I’a- thujone et le
1,8 cinéole qui alternent majoritairement avec une différence de pourcentage (Arraiza et al.,
2012; Ben-farhat et al., 2016 ; Ben-Khder et al., 2017; Samani et al., 2019). Les résultats
obtenus dans I’étude de Russo et al. (2013) qui a étudié la composition chimique de différents
HE de la sauge cultivée dans différentes conditions environnementales, montrent que les
principaux composants sont l'a-thuyone, le camphre, le bornéol, le y-muurolene et le sclaréol
pour tous les échantillons ; mais que les pourcentages de ces composes varient en fonction de

facteurs environnementaux.
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4. CONCLUSION

Le présent chapitre vise a explorer les deux plantes choisies pour I’étude, Pelargonium
graveolens et Salvia officinalis. Tout d’abord, une présentation des deux especes a été faite,
avec la localisation des sites de récolte. Une étude histologique a également été menée sur les
parties aériennes végétatives, dans le but de localiser les sites sécréteurs des huiles
essentielles, ciblés pour I’évaluation de leurs activités biologiques. De plus, les huiles
essentielles extraites par hydrodistillation, ont fait I’objet de nombreux tests qualitatives et

quantitatives, pour vérifier leur qualité et déterminer leur composition chimique.

L’étude histologique a montré une différence en structures entre les deux especes
étudiées. De plus, en ce qui concerne les structures sécrétrices des huiles essentielles, P.
graveolens possede des sites sécréteurs superficiels, représentés par des poils a téte capitate.
S. officinalis, en revanche, possede deux sortes de sites sécréteurs, externe superficiels

représentes par des poils glandulaires et internes, representés par des glandes spécialisées.

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation, a permis d’extraire deux HE
différentes, conformes aux normes AFNOR. Ainsi, le profil chimique réalisé, a déterminé
leurs compositions chimiques : P. graveolens avec 57 composes et S. officinalis avec 42

composes, dont une fraction terpénique dominante dans les deux échantillons.

En conclusion, le travail réalise dans ce chapitre nous a permis de déterminer les
principaux parametres des huiles essentielles, ce qui facilitera, d'une part, I'évaluation et
I'interprétation de leurs activités biologiques et, d'autre part, évitera d'éventuel erreurs dans

leur utilisation en tant que plantes médicinales.
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1. INTRODUCTION

La croissance démographique augmente a un rythme alarmant, passant de deux milliards
en 1950 a sept milliards en 2020. A ce rythme-Ia, la production alimentaire doit augmenter
proportionnellement pour satisfaire les besoins et pour améliorer la nutrition. A ce propos,
I’organisation des nations unies pour I’alimentation et 1’agriculture (FAO) indique que les
approvisionnements alimentaires doivent dépasser la croissance de la population (FAO,
2001). D’autre part, la sécurité alimentaire englobe un large éventail d’activités liées a la
production, a la transformation, a la commercialisation et a la consommation des produits
alimentaires ainsi qu’a leurs méthodes de conservation. Cependant, plusieurs formes
d’espéces nuisibles sont impliquées dans chaque étape. Néanmoins, I’infestation des stocks
par les insectes reste le danger le plus préoccupant, en particulier, lorsqu’il s’agit d’attaques

de ravageurs primaires a formes larvaires cachées a I’intérieur des grains.

Les insectes ravageurs sont a I’origine de nombreux dégats. lls peuvent causer de lourdes
pertes qualitatives et quantitatives des produits stockés et peuvent atteindre des dommages
plus importants au bout de six mois si aucune mesure n’est mise en place (Abouelatta et al.,
2016). En plus, P’infestation par les ravageurs des denrées stockees peut réduire la valeur
nutritive des aliments et peut aussi induire la formation de moisissures ce qui augmente, de
plus en plus, le taux de perte de la production mondiale, affectant ainsi la sécurité alimentaire
(Ristaino et al., 2021 ; Garcia et al., 2023; Grine et al., 2023). A la fin du dernier siécle, le
taux de pertes des denrées alimentaires a été estimé statistiquement entre 5 a 10 % (Hill,
1990). Plus recemment, il a été estimé entre 20% et 9% dans les pays en développement et les
pays développés respectivement (Aicha et al., 2024). Par ailleurs, la FAO estime des pertes
annuelles en terme de récolte d’environ 40% et en terme de pertes économiques d’environ 3,2

millions USD (FAO, 2020).

Cependant, le degré de dommage varie en fonction de plusieurs facteurs, notamment de la
classification de I’espéce ravageur. En outre, les ordres des Coléopteres et des Lépidoptéres
sont désormais les plus importants avec environ 380.000 et 150.000 especes, respectivement.
Ainsi, le mode d’attaque de ces ravageurs dépend principalement et spécifiquement de
I’espéce, duquel, une autre classification a ét¢é menée en fonction de la maniere dont ils
ciblent les aliments. Par conséquent, des ravageurs de type primaire et secondaire sont

distingués. Les espéces de la premiére classe sont désormais les plus dangereuses parce
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qu’elles sont susceptibles de détériorer les grains méme autant rigides et faire place par la

suite aux ravageurs secondaires.

A cet effet, plusieurs approches ont été développées en tant que stratégies primaires pour
lutter contre les insectes nuisibles. Plusieurs molécules synthétiques ont été utilisées comme
des pesticides contre pratiquement tous les ravageurs, ce qui a fait submerger le marché de
produits chimiques (Elimem et al., 2019). En outre, bien qu’ils aient prouvé leur efficacité
contre les organismes ciblés (Ebadollahi et al., 2017), ces molécules synthétiques ont créé de
nouveaux problémes plus compliqués, notamment, pour les organismes non-ciblés, avec des
effets létaux et une toxicité remarquable (Novato et al., 2015; Pangnakorn & Chuenchooklin,
2018; Taibi et al., 2018; Abouelatta et al., 2020).

En conséquence, la recherche de nouvelles méthodes efficaces contre les nuisibles avec
moins d’effets néfastes s’est imposée et les recherches scientifiques se sont orientées vers des
produits biologiques ou bio-pesticides. De surcroit, les pesticides d'origine végétale, font
l'objet d'une attention et d'un intérét accrus, d’une part, grace a leur efficacité approuvée
contre plusieurs ravageurs (Taibi et al., 2018 ; Bendjedid et al., 2021) ; d’autre part, grace a
leur capacité d’étre biodégradables, respectueux de l'environnement et sans danger pour les
organismes non ciblés (Regnault-Roger et al., 2012; Isman & Grieneisen, 2014; Baldin et al.,
2015; Chabban et al., 2022).

Cependant, bien que la volatilité des HE extraites de plantes soit avantageuse pour
leurs applications de différentes manieres en tant que bio-insecticides, elle présente
également de sérieux inconvénients, notamment, la rapidité du processus d’évaporation et la
sensibilité & la conservation. A noter que les HE sont trés sensibles a la lumiére, & la chaleur
et a ’oxydation qui peuvent, par consequence, altérer leur composition chimique et réduire
leur efficacité. A cet égard, un intérét particulier a développer des formulations & base de
substances qui servent de support aux HE, ayant pour objectif de réduire leur volatilité et

d’obtenir une stabilité et une efficacité a long terme, est imposé.

Les argiles connues pour leurs propriétés adsorbants, ont été couramment utilisées en
formulations médico-pharmaceutiques et en cosmétiques. En outre, en plus d’étre
abondantes, non toxiques et peu couteuses, les argiles présentent la capacité d’interagir avec
des molécules organiques (de Oliviera et al., 2022). A cet effet, les recherches scientifiques
se sont orientées de nouveau vers la combinaison des argiles et d’HE pour lutter contre les

différentes formes d’insectes nuisibles.
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Les considérations ci-dessus nous ont incités a mener une étude visant a déterminer le
pouvoir insecticide de deux plantes aromatiques, Salvia officinalis et Pelargonium
graveolens, contre deux espéces ravageurs appartenant a deux ordres différents, Tribolium
castaneum (Coléoptera : Tenebrionidea) et Ephestia kuehniella (Lépidoptera : Pyralidae).
Le potentiel insecticide de I’'HE de S. officinalis en étant brute ou formulé et combinée avec
de largile a été évalué sur quelques parametres toxicologiques, comportementaux (répulsif)
et biologiques (anti-appétant) contre I’espéce T. castaneum. Tandis que le potentiel
insecticide de I’'HE de P. graveolens a été déterminé en évaluant son effet sur la reproduction

de I’espéce E. kuehniella.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation du matériel biologique

Le modele biologique étudié dans ce chapitre est représenté par des ravageurs des denrées
stockées de deux ordres différents. L’espeéce Tribolium castaneum est choisie pour
représenter 1’ordre des Coléopteres, ainsi que Ephestia kuehniella pour représenter les
Lépidoptéres. Bien que morphologiquement différents, les espéces de ces deux ordres sont
holométaboles et partagent le méme cycle vital, de I’ceuf a I’adulte passant par le stade
larvaire et nymphal.

Entre ravageurs primaires et secondaires, ces insectes posent un réel danger pour la
sécurité alimentaire. En revanche, ils constituent un bon modéle biologique pour réaliser des
tests scientifiques grace a la facilité des manipulations, le faible codt et a leur court cycle de

vie qui facilite leur élevage au laboratoire.

L’¢levage d’E. kuehniella a été mené dans une étuve (LBAA) tandis que, 1’¢levage de T.
castaneum au niveau d’une chambre d’élevage (INRAT) sous des conditions optimales de
température 27 £ 2 C° et une humidité relative de 70% (Fig.16).

Figure 16. Chambre d’élevage d’insectes a 'INRAT (T= 27°C et une humidité relative de 70%)
(Photo personnelle, 2023).

2.1.1. Tribolium castaneum
=  Présentation

Le Tribolium castaneum (Herbst, 1797) ou le Tribolium rouge de la farine (Fig.17)
est un ravageur cosmopolite de la famille de Ténébrionidés, le plus commun dans les greniers
que d’autres Coléoptéres. La Commission Canadienne des Grains (CCG) classe cet insecte

parmi les insectes ravageurs primaires, ayant la capacit¢ d’endommager les grains pour se
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nourrir ou bien pour pondre les ceufs. Ainsi, sa nature polyphagie, son taux élevé de
reproduction ainsi que sa longévité qui s’étends de 2 a 3 ans le rend le plus destructeur des

ravageurs.

Figure 17. Tribolium castaneum (Herbst, 1797).
= Position systéematique

La position systématique de T. castaneum a été mise a jour la derniére fois en 1965 par
I’entomologiste Mallamaire, A; qui I’a énoncé comme suit :
Regne : Animalia

Embranchement :  Arthropoda

Classe : Insecta

Ordre : Coleoptera

Famille : Tenebrionidae

Genre : Tribolium

Espéce : Tribolium castaneum (Herbst, 1797)

= Morphologie

L’adulte de T. castaneum est de couleur brun rougeatre et mesure environ 4 mm de
longueur. Sa morphologie est bien distincte (Fig.18), avec deux segments et une téte
clairement visible, pourvue de deux antennes qui se terminent par une massue brusquement
¢largie. Le corps est subdivisé en deux grandes parties, I’abdomen et le thorax, sur lesquelles

s’inserent des pattes thoraciques.
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Figure 18. Morphologie d’un adulte de T. castaneum (photo personnelle).

= Cycle de vie

Le T. castaneum est un insecte holométabole (Fig.19). L’ceuf de taille 0,5 mm
environ, de couleur blanchatre et d’une forme cylindrique donne naissance a une larve au

bout de 16 jours. La larve mobile, de forme vermiforme et de couleur blanchatre, passe par
plusieurs stades larvaires, de 5 a 11 selon les conditions climatiques.

13 jours

™

4 -18 jours

Rl

8 -10 semaines

Figure 19. Cycle de vie de Tribolium castaneum (photos personnelle, 2023).
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A la fin du stade Larvaire, la larve cesse de se nourrir, s’immobilise et se transforme en

nymphe (Fig.20). Le stade nymphal dure en moyenne 10 jours.

Figure 20. Nymphe de Tribolium castaneum (photo personnelle, 2023).
= Distinction des sexes & reproduction

Les sexes se distinguent facilement au stade nymphal, au cours duquel, les femelles se
distinguent des males par la présence des papilles génitales insérées sur la partie terminale de
I’abdomen (Fig.21). Des les trois premiers jours de la vie adulte, la femelle commence a
pondre des ceufs. Elle ponde en moyenne deux a trois ceufs quotidiennement, pendant les

premiers six mois de sa vie.

Figure 21. Papilles génitales chez la femelle de T. castaneum (photo personnelle, 2023).

2.1.2. Ephestia kuehniella

=  Présentation

La pyrale de la farine Ephestia kuehniella (Zeller, 1879), est un insecte ravageur de la
famille des pyralidés. Ce ravageur originaire de 1’Asie, bien qu’il apprécie les zones chaudes

et humides, il se distribue actuellement dans le monde entier. Ainsi, il se classe parmi les
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insectes ravageurs secondaires, qui se nourrit principalement de produits féculents (farine,

blé, riz...).

Figure 22. Semoule infestée par Ephestia kuehniella (photo personnelle, 2023).
= Position systématique

Le Centre National d’Information sur la Biotechnologie (NCBI, 2018) a mis a jour la

position systématique de ’espéce E. kuehniella comme suit :

Régne : Animalia

Sous regne : Metazoa

Embranchement : Arthropoda

Classe : Insecta

Ordre : Lepidoptera

Famille : Pyralidae

Genre : Ephestia

Espeéce : Ephestia kuehniella (Zeller, 1879).

= Morphologie

L’adulte d’E. kuehniella mesure d’environ 20 mm d’envergure. Il posséde deux paires
d’ailes, les antérieures sont de couleur grise métallique avec des motifs en zigzag noirs.
Tandis que les ailes postérieures sont de couleur blanchatre et finement frangées. La téte est

de forme globuleuse, sur laquelle s’insérent deux antennes (Fig.23).
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Figure 23. Ephestia kuehniella (www.insecta.pro.net).

=  Cycle de vie

Le cycle de vie de I’insecte E. kuehniella est a métamorphose compléte, passant de I’ceuf
a adulte par le stade larvaire et nymphal (Fig.24). Les ceufs sont de forme ellipsoides,
blanchatres et eclosent quelques jours apres la ponte. La larve mesure environ 10 mm et se
caracterise par une couleur blanche rosée avec une téte brune, elle passe généralement par six
a huit stades larvaires. La larve du dernier stade est succédée par le stade nymphal, ou il
y’aura plusieurs remaniements, notamment le développement sexuel (Cassier, 1996). La
chrysalidation se fait dans un cocon de soie et la chrysalide (nymphe) passe du blanc au brun
au bout de quelques jours (8 & 12j). A ce niveau, I’adulte effectue un séchage et un

redressement des ailes (Daumal & Boinel, 1994).

3
1-4 jours e 3 -14 jours
-

8 -12 jours 30 - 40 jours

Figure 24. Cycle de vie de I’espece Ephestia kuehniella (photos personnelles, 2023).
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= Distinction des sexes & reproduction

La distinction des sexes chez I’insecte E. kuehniella se fait aisement au stade larvaire,
d’ou le male se distingue de la femelle par la présence des testicules sous forme d’une tache

marronne sur la face dorsale (Fig. 25).

2 Qe O

L ol e .
=] "

Figure 25. Distinction des méles et femelles au stade larvaire d’Ephestia kuehniella (photos

personnelles, 2023).

Juste aprés 1’accouplement, les femelles commencent la ponte, avec une fécondité

d’environ 200 ceufs.

2.2. Lutte contre Tribolium castaneum avec I’huile essentielle de Salvia officinalis
2.2.1. Lutte avec ’huile essentielle

2.2.1.1. Toxicité par fumigation

L’effet toxique de I’huile essenticlle de Salvia officinalis a été évalué par un test de
fumigation sur des adultes du méme age (<24h) de Tribolium castaneum. Ce test consiste a
saturer I’air avec différentes doses de I’HE, versées sur un papier whatman mis préalablement
sur la face interne du couvercle des crachoirs (Fig.26). Différentes doses ont €té utilisées dans
cette étude (2, 4, 8 et 12,5 pl), correspondaient a des concentrations de 50, 100, 200 et 312,5
ul/L d’air, respectivement. Pour chaque concentration, le test a été répété 3 fois avec 10
adultes chacune. Une série témoin sans aucun traitement a été examinée de la méme facon et
dans les mémes conditions. La mortalité a été déterminée chaque heure jusqu’a obtenir la
mortalité totale. L’insecte est considéré mort si aucun mouvement des antennes ou des pates

n’est détecté.
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Figure 26. Test de fumigation a I’'HE brute contre les adultes de Tribolium castaneum (photo
personnelle).

2.2.1.2. Test de répulsion

Le test de repulsion a pour but d'estimer l'effet répulsif de I’huile essentielle de S.
officinalis contre le Coléoptere, T. castaneum. Le protocole utilisé dans cette étude est celui
propose par McDonald et al. (1970) ; dans lequel dix adultes sont placés au centre d'une boite
Pétri tapissée du papier filtre, préalablement diviser en deux parties. La premiere partie est
pulvérisée avec la dose sélectionnée de I’HE diluée dans I’acétone et la seconde partie est
traitée avec 1’acétone pure. Cing doses de 2, 4, 8, 12,5 et 25 pl, correspondaient a des
concentrations de 0,07 ; 0,15 ; 0,31 ; 0,49 et 0,99 pl/cm?, respectivement, ont été testées avec

trois répétitions chacune.

Apres une, trois, cing et vingt-quatre heures d’exposition, les insectes trouvés sur chaque
partie du papier sont comptés.
4+ Détermination du pourcentage de répulsion
Le pourcentage de répulsion (PR) est calculé par I'équation proposée par Nerio et al., (2009) :
PR = [(Nt:-Nt2) / (Nt1-Nt2)] x 100
Avec,
Nt: : nombre d’insectes sur la partie non traitée apres la période d’exposition.

Nt> : nombre d’insectes sur la partie traitée apres la période d’exposition.

Apres avoir calculé le pourcentage de répulsion, il est attribué¢ a 'une des différentes
classes répulsives (Tab.7) qui se varie de 0 a V selon le classement de McDonald et al.,
(1970).
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Tableau 7. Les différentes classes répulsives, McDonald et al. (1970).

Classe Intervalle de répulsion Interprétation
Classe 0 0<PR<0,1 % N’est pas répulsive
Classe | 0,1% <PR <20% Trés faiblement répulsive
Classe 11 20 % < PR <40% Faiblement répulsive
Classe 111 40 % < PR <60% Modérément répulsive
Classe IV 60 % < PR < 80% Répulsive

Classe V 80% < PR < 100% Trés répulsive

+ Détermination de la dose répulsive médiane DRso
La dose médiane répulsive est déterminée en étant la dose de I’huile essentielle qui fait
repousser 50% des insectes exposés pendant 24h. Elle est déterminée par I’analyse de Probit

selon la méthode de Finney (1971).
2.2.1.3. Test anti-appétant

Le pouvoir anti-appétant de I’huile essentielle de S. officinalis a été évalué par la
méthode des disques de farine, concue par Xie et al. (1996) et modifié par Huang et al.
(2002). Ce test consiste a introduire ’'HE dans le régime alimentaire des adultes de T.

castaneum et par rapport a une série témoin, plusieurs indices seront determines.

Les disques de farine sont préparés en mélangeant de la farine avec de l'eau ; le
mélange est ensuite laissé a sécher pour pouvoir former des disques égaux. Une fois préparés,
les disques ont éte traités avec les différentes concentrations de I’HE (5 ; 10 et 15 pl) diluées
dans I’acétone. Apreés traitement, les disques ont été pesés et placés dans des crachoirs avec
10 adultes de T. castaneum prealablement pesés. Les insectes ont été privés de nourriture

pendant 48h avant le test. Trois répétitions ont été établies pour chaque traitement.

Apreés 72h, les disques et les insectes sont pesés encore une fois et les indices de nutrition

sont calculés selon les formules suivantes :
= Taux de croissance relatif (Relative Growth Rate (RGR)) :
RGR =[(A-B)/B] xJ

A : poids des insectes vivants aprées le traitement (mg) / nombre d’insectes vivants.
B : poids initial des insectes (mg) / nombre d’insectes.

J : nombre de jours de traitement.
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= Taux de consommation relatif (Relative Consumption Rate (RCR)) :
RCR = (D/B) x J

D : biomasse ingérée (mg) / nombre d’insectes vivants aprés le traitement.
B : poids initial des insectes (mg) / nombre d’insectes.

J : nombre de jours de traitement.

= Efficacité de conversion des aliments ingérés (Effeciency of Conversion of Ingested
food (ECI)) :

ECI (%)= RGR / RCR

= Indice de dissuasion alimentaire (Feeding Deterrence Index (FDI)) :
FDI =[(C-T) / C] x 100

C : consommation alimentaire pour les disques de témoin.
T : consommation alimentaire pour les disques traités.
= Perte de poids (Weight LosS) :
WL = [(PI - PF) / PI] x 100
Pl: poids initial
PF: poids final

2.2.2. Lutte avec ’huile essentielle en formulation

La lutte biologique contre le T. castaneum avec I’HE de S. officinalis en formulation a été
faite en utilisant I’argile comme encapsulant. L’argile utilisée a ét¢ aimablement fournie par
Pr Mediouni Ben-Jemaa (Professeur chercheur a ’'INRAT), aprés avoir faire une chaine de

protocoles pour la purifier.
2.2.2.1.Préparation de la formulation argile-huile essentielle

La préparation de la formulation a base d’argile et d’huile essentielle de S. officinalis a été
faite selon le protocole de Keita et al. (2001). Le protocole consiste & diluer une dose d’HE
dans D’acétone et la mélanger avec une quantité d’argile. Le mélange subit une agitation

manuelle pendant quelques minutes avant d’étre mis dans un bain marie a 30C° afin
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d’¢éliminer I’acétone. Ensuite, aprés 1’évaporation compléte du solvant, la formulation

obtenue est conservée au 4C° dans un flacon hermétiquement fermé.
2.2.2.2. Toxicité par fumigation de ’HE en formulation

Afin d’évaluer I’effet fumigéne de la formulation argile-HE, la valeur des concentrations
létales (CLso, CLgo) obtenues a partir du test de fumigation a I’'HE incorporée seule, sont
utilisées pour déterminer la quantité de la poudre de formulation a tester. De la méme facon
que le protocole du test de fumigation par ’'HE administrée seule, le protocole du test de
fumigation par I'HE formulée a été realise dans des crachoirs avec 10 adultes de T.
castaneum pour chaque concentration, mais en utilisant un tissu de mousseline enveloppant la
poudre formulée afin de ne pas la faire chuter et d'en assurer la diffusion. Une série témoin a

été faite avec de I’argile pure.
2.2.2.3. Test de répulsion par ’HE en formulation

L’effet répulsif de la formulation argile-HE a également été testée contre T.
castaneum. La quantité de la formulation utilisée était 1’équivalent de la dose médiane
répulsive (DRso). Le protocole adopté pour le test est celui utilisé précédemment avec
quelques modifications. Dans lequel, dans une boite Pétri divisée en deux, une partie a été
remplie d’une quantité de la poudre formulée et la deuxiéme partie est laissée vide. Dix (10)
adultes seront par la suite mis au milieu de la boite et le suivi ainsi que I’interprétation ont été

faits comme proposé par Mc Donald et al. (1970).

2.3. Lutte contre Ephestia kuehniella avec I’huile essentielle de Pelargonium

graveolens

Le processus de reproduction de la pyrale E. kuehniella a été évalué dans le cadre d’une
étude de lutte biologique avec I’HE de P. graveolens. La dose utilisée corresponde a une dose
létale (DLso: 13,18 pl/ml) préalablement déterminée par Dr HAMI (Enseignante chercheur,
Université 8 Mai 1954, Guelma). Ainsi, quelques paramétres du potentiel reproducteur et une

étude morphométrique et biochimique des ovaires des femelles ont été déterminés.

Tout d’abord, la dose létale (DLso) a été administrée, par application topique, a des
chrysalides femelles nouvellement exuviées (0j), avec une quantiteé de 2 pl, sur la face

ventrale postérieur. Aucun traitement n’est administré aux témoins.
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2.3.1. Potentiel reproducteur

Les parametres déterminant le potentiel reproducteur sont mesurés une fois que les
adultes ont émergés. A ce stade, une femelle et un male du méme age sont mis en couple et le
suivi du processus d’accouplement et de reproduction commence (Fig.27). Deux séries de

couples sont distinguées avec 05 répétions chacune:

1% série : femelle Temoin X MAle Témoin

»  2%me s@rje - femelle pLso X Male Témoin

Figure 27. Accouplement des adultes de I’espece Ephestia kuehniella (photo personnelle, 2024).

Le premier parametre a mesurer, apres accouplement, correspond a la période de pré-
oviposition qui se détermine par le nombre de jours entre le processus d’émergence et le
début de ponte. Une fois la ponte commencée, un autre parametre est déterminé en comptant
le nombre de jours dans lesquels la femelle a pondu : c’est la période d’oviposition. Ainsi, le

nombre d’ceufs pondus détermine la fécondité des femelles.

Ainsi, la durée séparant I’exuviation nymphale de I’exuviation adulte, qui permet

d’évaluer la période du développement nymphal a été évaluée.
2.3.2. Morphométrie des ovaires

L’étude morphométrique des ovaires de la femelle E. kuehniella a été réalisée sur une
série témoin et une série traitée avec la DLso. Les ovaires ont été prélevés par dissection sous
une loupe binoculaire des 1’émergence. En premier temps, le poids des ovaires a été
déterminé, puis le nombre d’ovocytes de chaque paire d’ovaires ainsi que la longueur (L) et

la largeur (I) de ’ovocyte basal sont mesurés par le biais d’un micrométre oculaire.

Ainsi, le volume qui s’exprime en mm?3 est calculé par la formule proposée par Lumbreras
etal. (1991) :
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V= 4/3n (L/2) (1/2)?
2.3.3. Prélévement des ovaires et dosage des vitellines

Les ovaires prélevés des femelles témoins et traitées ont été conservés dans 0,5 ml de
tampon Tris-HCL-NaCl & pH égal a 7,4. L’extraction a été faite en suivant le protocole
proposé par Postlethwait et al. (1980). Les échantillons sont homogénéisés par ultrason et
I’homogénat obtenu est soumis a une centrifugation pendant 10 min a 5000 tours/min. Trois
couches sont distinguées, la surnageante, le culot et I’intermédiaire qui renferme les

vitellines. Cette derniére est récupérée et conservée a -20 C°.

Le dosage des vitellines est fait selon le protocole de Bradford et al. (1976) qui utilise le
Bleu Brillant de Coomassie (BBC) comme réactif et ’albumine de sérum de Boeuf comme
strandard. La lecture des absorbances a été faite a 1’aide d’un spectrophotométre a une

longueur d’onde de 595nm et les résultats sont exprimés en pg/mg.
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3. RESULTATS

3.1.Effet toxique de ’HE de Salvia officinalis par fumigation sur des adultes de

Tribolium castaneum.

L’effet toxique de I’huile essentielle de Salvia officinalis par fumigation sur des
adultes de Tribolium castaneum est présenté par le taux de mortalité des insectes en fonction
du temps. L’analyse statistique de la variance, ANOVA, indique que la toxicité par
fumigation dépend significativement des concentrations utilisées (F= 4,3 ; P < 0,01 ; ddI= 4)
et dépend d’une maniere trés hautement significative en fonction du temps d’exposition (F=

11,24; P <0,001; ddlI= 4).

La figure 28 montre que les pourcentages de mortalité augmentent
proportionnellement avec ’augmentation des doses utilisées. En outre, on constate une
mortalité totale aprés 60h d’exposition pour les concentrations les plus élevees (200 et 312,5
pl/L d’air), tandis que la concentration 100 pl/L d’air ne I'induit qu’apres 132h. Le
pourcentage de mortalité pour la série d’insectes traités avec la plus petite concentration
utilisée (50 pl/L d’air) a progressé rapidement au bout de 36h d’exposition, puis il a marqué
une stabilité pendant les heures qui suivent; pour qu’il atteint 90% a 132h. En revanche,

aucune mortalité n’a été observée chez les témoins tout au longs de I’expérimentation.
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80 B & 7 A & X
;\a :':' . s A A 4 &
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o —e— 200 pl/ L d'air
20 7 &— 100 pl/L d'air
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0 L« H
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Figure 28. Pourcentage de mortalité des adultes de Tribolium castaneum exposés a

différentes doses de I'HE de Salvia officinalis au cours du temps (h).

L’analyse de régression linéaire, Probit, a prouvé I’efficacité de I’'HE de S. officinalis

aprés 24h d’exposition contre les adultes de T. castaneum avec des concentrations létales
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(CLso, CLgo) égales a 75,41 et 438,63 ul/L d’air, correspondaient a des doses 1étales (DLsp,
DLgo) de 3,01 et 17,54 pl, respectivement (Tab.8).

Tableau 8. Valeurs des concentrations létales (CLso, CLgo) de I’'HE de S. officinalis contre des

adultes de T. castaneum exposés par fumigation.

CL 50 CL90 %2 Sig Ddl
(nl/L d’air) (nl/L d’air)
75,41 438,63
S. officinalis 0,003  0,999* 2

(-130,07 - 142,17) (313,01 — 1051,14)

Le tableau 9, présente les temps létaux auxquels I’'HE de S. officinalis peut tuer 50 %
et 90 % de la totalite de la population, exposée a différentes concentrations. On remarque que
les temps létaux (TLso, TLoo) ont subi un décroissement en fonction de I’augmentation des
concentrations. D’ailleurs, a la plus faible concentration (50 pl/L d’air) les TL 50,90 étaient
respectivement de 'ordre de 51,61 et 133,97 (h); pour qu’ils soient 19,50 et 32,79 (h) en

s’exposant a la plus forte concentration (312,5 ul/L d’air).

Tableau 9. Valeurs des temps létaux (TLso, TLeo) de I’HE de S. officinalis contre des adultes de T.

castaneum exposés par fumigation.

Concentrations TL 50 (h) TL90 (h) %2 Sig ddl
(n/L d’air)
50 51,61 133,97 19,71  <0,001° 2
100 27,84 68,50 23,03 <0,001 2
200 22,69 35,54 7,04 <0,03 2
312,5 19,50 32,79 1297 <0,002 2

3.2.Effet répulsif de P’HE de Salvia officinalis contre Tribolium castaneum

3.2.1. Deétermination des pourcentages de répulsion

Les résultats obtenus pour le test de répulsion de 'HE de S. officinalis contre le
coléoptére T. castaneum dépendent principalement de la concentration a laquelle I’insecte est
exposeé et, également, de la durée d’exposition. La figure 29 montre qu’a la plus faible
concentration testée, le pourcentage de répulsion se décroit en fonction du temps. En allant de
80% a la premiére heure, jusqu’a 46% apreés 24 h d’exposition ; cela pourrait étre di a

I’évaporation de ’'HE, compte tenu de la faible dose utilisée.
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En revanche, pour les concentrations 0,15 ; 0,31 et 0,49 pl/cm?, le pourcentage de
répulsion augmente au cours du temps avec 1’augmentation des concentrations utilisées,
jusqu’a I’obtention d’un effet répulsif total (100%) apreés 24h d’exposition. Cependant, une
perturbation du comportement des insectes a été observée, apres traitement par la
concentration la plus élevée (0,99 ul/cm?), a laquelle, les plus faibles pourcentages sont
enregistrés. Ceci pourrait étre expliqué par I’effet neuro-insecticide de 'HE exercé sur

I’insecte, provoquant sa perte de conscience.

Pourcentage de répulsion (%)
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Figure 29. Pourcentage de répulsion (%) de I’insecte T. castaneum au cours du temps (h), attribué a la

classe répulsive correspondante.
3.2.2. Determination de la dose répulsive médiane DRsg

L’analyse statistique démontre la valeur de la dose répulsive médiane DRso qui a fait
repousser 50% des adultes de T. castaneum exposés aux différentes concentrations de I’'HE
de S. officinalis pendant 24h (Tab.10).

Tableau 10. Dose répulsive médiane DRsg

DRso Khi-deux ddl P
(uL/ cng)
Salvia officinalis 8,14 175,065 3 < 0,001
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3.3.Effet anti-appétant de ’HE de Salvia officinalis contre des adultes de
Tribolium castaneum

3.3.1. Effet sur les indices de nutrition et de dissuasion alimentaire

Le pouvoir anti-appétant de 'HE de S. officinalis exercé contre des adultes de T.
castaneum se traduit par les différentes valeurs d’indices de nutrition et de dissuasion
alimentaire déterminées. Ainsi, le taux de croissance relative RGR, le taux de consommation
relative RCR, P’efficacité de conversion des aliments ingérés ECI et 1’indice de dissuasion

alimentaire FDI, sont consignés dans le Tableau 11.

Tableau 11. Indices de nutritions pour les adultes de T. castaneum traités avec différentes

concentrations de ’HE de S. officinalis.

RGR RCR ECI (%) FDI (%)
Témoin 0,216 + 0,08 1,756 + 0,02 13,53 + 0,05 -

Cl -0,106 + 0,02** 1270 +0,07**  -08,41+004  7,47+007
C2 -0,187 + 0,08** 0,943 +0,00%**  -19,38+0,08 25 g5+ 0,09
C3 0,232 £0,03*** 0,723 +0,09***  -30,97 +0,06  4848+0,09

L’analyse statistique montre qu’une différence tres hautement significative existe
entre les valeurs des séries traitées et celles des témoins pour les indice RGR, (ddl= 3;
P<0,001 ; F= 15,62) ; et RCR, (ddl= 3 ; P <0,001 ; F= 27,67). Par ailleurs, a mesure que les
concentrations de I’HE augmentaient, le taux de croissance des insectes et le taux de
consommation relative décroit. De méme, pour les trois concentrations testées, la conversion

des aliments ingérée a diminué de maniére dose-dépendante.

De plus, le traitement utilisé a montré une dissuasion alimentaire remarquable, qui
augmentait avec la dose utilisée. D’ailleurs, les insectes qui s’étaient nourris avec la dose la

plus élevée, présentaient un pourcentage FDI de plus de 48 %.
3.3.2. Effet sur la perte de poids.

Le test statistique appliqué pour comparer les moyennes entre les groupes des témoin
et des traités avec les différentes concentrations, révele que le traitement utilisé contre les
adultes de T. castaneum a montré une différence hautement significative (p <0,001) sur leur

poids. En outre, au bout de trois jours le groupe traité par la dose la plus élevée a marqué une
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perte de poids égale a 10 % en moyenne. En revanche, le groupe des témoins a montré une

prise de poids considérable.

Perte de poids (%0)
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Figure 30. Pourcentage de perte et/ou de prise de poids chez les adultes de T. castaneum.

3.4.Effet de la formulation Argile-HE de S. officinalis sur des adultes de
Tribolium castaneum
3.4.1. Effet fumigant de la formulation Argile-HE

L’effet fumigant de la formulation Argile-HE a été également déterminée contre des
adultes de T. castaneum. La figure 31, montre le pourcentage de mortalité des insectes
exposés a différentes quantité de la formulation (équivalente de la CLso et CLgg). On constate
que la formulation avec la CLgo a induit une mortali¢ a 100% aprés 36 heures d’exposition.

En revanche la formulation avec la CLso ne I’a induit qu’aprés 60h.
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Figure 31. Pourcentage de mortalité des adultes de T. castaneum exposés a différentes concentrations
de la formulation Argile-HE.

3.4.2. Effet répulsif de la formulation Argile-HE

L’effet répulsif de la formulation d’argile avec I’'HE de S. officinalis a été teste contre
les adultes de T. castaneum. Les résultats obtenus montrent que la formulation a exhibé un
fort pouvoir répulsif contre I’insecte avec un pourcentage de répulsion égal a 100% pour les

différents temps d’exposition (Fig. 32).

Figure 32. Effet répulsif de la formulation argile-HE contre des adultes de T. castaneum (photo

personnelle, 2024).

3.5.Effet de ’HE de P. graveolens sur le potentiel reproducteur d’Ephestia
kuehniella

3.5.1. Effet sur le développement nymphal

La période de développement nymphal, identifiée par le nombre de jours séparant
I’exuviation nymphale de ’exuviation adulte a été déterminée. Le test ‘t” de student montre
une différence significative (p <0,05) entre les valeurs de la série traitée avec la DLso et la
série des temoins. De plus, on constate une prolongation remarquable chez les traités avec
une moyenne de 15x1 jours, contrairement aux témoins qui ont pris 10£0,6 jours en moyenne
(Fig.33).
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Figure 33. Effet de I'HE de P. graveolens administrée par application topique sur des chrysalides
d’E. kuehniella nouvellement exuvies, sur la période de développement nymphal.

3.5.2. Effet sur les périodes de pré-oviposition et d’oviposition

Le test statistique effectué pour estimer la différence entre la durée des périodes de
pré-oviposition et d’oviposition des adultes femelles d’E. kuehniella, révéle une différence
hautement significative (p <0,01) entre les valeurs enregistrées chez les traitées et les
témoins. Comme montré sur la figure 34, la période de pré-oviposition chez les traitées a été
prolongée avec 2 jours de plus en moyenne, par rapport aux témoins. Par contre, la période

d’oviposition a marqué une réduction de 4 jours en moyenne.

Périodes de préoviposition et d'oviposition

Temps (jours)
N w ~ w )]

=

Pré-oviposition Oviposition

B Témoin M Traitées

Figure 34. Effet de I’'HE de P. graveolens administrée par application topique sur des chrysalides

d’E. kuehniella nouvellement exuvies, sur les périodes de pré-oviposition et d’oviposition.
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3.5.3. Effet sur la fécondité des femelles

La fécondité des femelles, déterminée par le nombre d’ceufs pondus par les femelles
tout au long de leur période d’oviposition, a été estimée avec une différence hautement
significative (p <0,01) entre les valeurs de la série témoin et celles de la série traitée. La
figure 35 montre le nombre d’ceufs comptés pour les deux séries. Les femelles témoins, ont

pondu en moyenne 128 ceufs, tandis que les femelles traitées ont pondu 40 ceufs en moyenne.

Fécondité
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Figure 35. Effet de I’'HE de P. graveolens administrée par application topique sur des chrysalides

d’E. kuehniella nouvellement exuvies, sur la fécondité des femelles.
3.6.Effet de ’HE de P. graveolens sur la morphometrie des ovaires

L’étude morphométrique effectuée sur les ovaires des femelles adultes d’E. kuehniella a
permis de déterminer les différents parameétres susceptibles d'étre affectés par le traitement.
La figure 36 montre les principales étapes réealisées, en commencant par la dissection sous-
binoculaire, I'extraction des ovaires et enfin le dénombrement des ovocytes et la

détermination de la biométrie de I’ovocyte basal.
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Figure 36. Etude morphométrique. A : dissection. B : extraction des ovaires. C : détermination du

nomre d’ovocytes. D : détermination des dimensions de 1’ovocyte basal.

3.6.1. Effet sur le poids des ovaires

Apres dissection, les ovaires sont immédiatement préelevés et pesés a ’aide d’une
balancede précision. Les résultats obtenus révelent une différence significative (p <0,05)

entre le poids des ovaires chez les femelles témoins et traitée (Tab.12).

Tableau 12. Effet de I’'HE de P. graveolens administrée par application topique sur des chrysalides

femelles nouvellement exuvies sur le poids de leurs ovaires.

Traitement Poids des ovaires (mg)
Témoins 4,7 £0,05
DLso 3,0£0,04*

3.6.2. Effet sur le nombre d’ovocytes

L’HE de P. graveolens appliquée sur des nymphes nouvellement exuvie a induit une
réduction hautement significative (P <0,01) du nombre d’ovocytes dans les ovaires. Tableau
13 montre que le nombre d’ovocytes dans les ovaires des témoins était presque le double par

rapport a celui dans les ovaires des traitées (Tab 13).
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Tableau 13. Effet de ’'HE de P. graveolens administrée par application topique sur des chrysalides

femelles nouvellement exuvies sur le nombre d’ovocytes.

Traitement Nombre d’ovocytes
Témoins 108,66 + 2,08
DLso 64,00 + 4,35**

3.6.3. Effet sur la longueur et la largeur de I’ovocyte basal

Les différentes dimensions prises sur les ovocytes des séries témoins et traitées ont

marqué une différence significative (P<0,05) (Tab. 14).

Tableau 14. Effet de ’'HE de P. graveolens administrée par application topique sur des chrysalides

femelles nouvellement exuvies sur la longueur et la largeur de I’ovocyte basal.

Traitement Longueur (um) Largeur (um)
Témoins 525,0 + 25,0 260,6 + 12,8
DLso 308,3 + 14,4* 183,3 £ 14,4*

3.6.4. Effet sur le volume de I’ovocyte basal

De méme, le traitement appliqué sur les nymphes femelles a induit une réduction

significative (P <0,05) sur le volume des ovocytes basaux (Tab.15).

Tableau 15. Effet de I’'HE de P. graveolens administrée par application topique sur des chrysalides

femelles nouvellement exuvies sur le volume de 1’ovocyte basal.

Volume de I’ovocyte basal

Traitement s
(mm°)
Témoin 0,0194 + 0,0023
DLs 0,0054 + 0,0007 *

3.7.Effet de ’HE de P. graveolens sur la teneur en vitellines dans les ovaires

Le test statistique, Mann-Whitney, révele une différence significative (p<0,05) entre la
teneur en vitellines déterminé dans les ovaires des échantillons traités et témoins. Une valeur
de 174,3 £ 9,97ug/mg a été enregistré pour les témoins et une valeur de 73,4 £ 1,90 pour les

traités, soit une réduction de 42,11%.
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Tableau 16. Effet de 'HE de P. graveolens sur la teneur en vitellines dans les ovaires d’E.

kuehniella.
Traitement Contenu en vitellines
(Mg/mg)
Témoins 174,3 + 19,97
DLs 73,4+1,90*
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4. DISCUSSION

Depuis des années, la mise en place de stratégies efficaces de lutte contre les
ravageurs des denrées stockées s’est imposée, afin d’assurer une sécurité alimentaire durable.
Par ailleurs, diverses méthodes curatives et/ou préventives ont été impliquées. Les plus
anciennes ont basé généralement sur des techniques physiques et biologiques (Aicha et al.,
2024); incluant le criblage, le tamisage, le tri manuel, ou méme des piéges mécaniques, pour
pouvoir séparer les insectes des aliments. De plus, des traitements thermiques basés sur
I’emploi de sources de froid (congélation, réfrigération) ou de chaleur (air et eau chaude,
vapeur, micro-ondes ou méme des rayons infrarouges) ont €té appliqués (Ben-Jemaa et al.,
2013). D’autre part, les méthodes biologiques, impliquant en particulier des espéces

prédatrices ont garantis une efficacité considérable.

Par ailleurs, avec le developpement de la chimie de synthése, les méthodes
traditionnelles ont été progressivement remplacées par des pesticides a base de molécules
synthétiques, qui étaient efficaces, pratiques et a effet immediat. Ceci a conduit a une
dépendance d’usage totale. La phosphine, le fluorure de sulfuryle et le méthyl bromide ont
été parmi les premiers pesticides utilisés, par contre le méthyl bromide a éte retiré par
I’organisation météorologique mondiale a cause de son potentiel a appauvrir la couche

d’ozone (WHO, 1991).

D’autre part, de nombreuses familles chimiques telles que les organophosphorés et les
carbamates ¢étaient a [Dorigine de plusieurs formulations insecticides (Malathion,
Chlorpyrifos, Actara...). Les organophosphorés (OP) sont apparus en premier et ils ont été
utilisés contre une large gamme d’insectes nuisibles en tant qu’inhibiteurs
d’acétylcholinestérase (Amira et al., 2011; Amamra et al., 2019; Belabed & Soltani, 2022).
En outre, les carbamates ont été développés en tant qu’alternatives aux OP avec une grande

spécificité (Vale & Lotti, 2015).

Parmi les sérieux problémes traités par les pesticides chimiques figure I’infestation
des aliments et des denrées stockées par les insectes nuisibles, appartenant aux différents
ordres. Ainsi, un large éventail a prouvé son potentiel insecticide contre des Lépidoptéres
ravageurs (Sharifi et al., 2013; Chandra & Tiwari, 2020; Asadi et al., 2021) ; également

contre des Coléoptéres ravageurs (Elzen et al., 2000; Ali et al., 2013; Darvishzadeh &
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Sharifian, 2015; Hasan & Ansari, 2017) et aussi contre des Hémiptéres ravageurs
(Kontsedalov et al., 2009; Baldin et al., 2015).

Cependant, malgré 1’efficacité prouvées des insecticides chimiques, ceci ne leur fait
pas exempts d’inconvénients. En effet, leur utilisation abusive a provoqué des effets néfastes
qui se sont répercutés sur la biodiversité, I’équilibre des écosystémes et sur la santé des étres
humains (Sambou, 2018; Gupta & Gupta, 2020). D’ailleurs, la FAO déclare que la majorité
des produits synthétiques utilisés pour la gestion des insectes est devenue une sérieuse
problématique (FAO, 2015). En outre, de nombreuses espéces non-ciblés sont affectées par
voie directe ou indirecte. Par conséquent, divers degrés d’effets secondaires sont enregistrés,

affectant le développement, la reproduction ou méme induisant la mort.

Les considérations ci-dessus, ont orienté la recherche vers des alternatives efficaces,
en tenant compte de leurs effets sur les espéces non-ciblés. Ces alternatives sont qualifiées de
bio-pesticides, en raison de leur origine 100 % biologique. Les ressources vegétales se
considérent comme la nouvelle génération des insecticides dotées de differentes propriétés,
ovicide, larvicide, répulsif, fumigants, anti-appétant et méme inhibiteur de croissance (Carroll
et al., 2011; Yang et al., 2020; Visakh et al., 2022). Ces diverses propriétes sont attribuables
a la richesse des plantes en métabolites secondaires, qui se présentent sous forme d’huiles

essentielles.

En outre, I’application des HE comme traitement insecticide implique différentes
méthodes, dont I’efficacité varie en fonction de I’espéce ravageur et du champ de traitement.
Ainsi, la méthode d’application des bio-insecticides détermine leur mode d’action en agissant
sur I’insecte apres avoir atteint la cible de plusieurs fagons. Par ailleurs, certains traitements
peuvent étre trés toxiques et conduire directement a la mort, tandis que d’autres interferent
avec le cycle de reproduction, réduisant la fécondité et perturbant la croissance et le

développement des générations suivantes.

La présente étude a mis en évidence le mode d’action des huiles essentielles étudiées,
aprées les avoir appliqué par différentes méthodes contre les insectes ravageurs sélectionnés.
Le chapitre est subdivisé en deux parties: la premiére couvre les parametres étudiés avec I’'HE
de S. officinalis en termes d'effets létaux, comportementaux et biologiques contre le
Coléoptere T. castaneum. Tandis que la deuxieme partie se concentre sur la reproduction du

Lépidoptére E. kuehniella, traité par application topique avec I’'HE de P. graveolens.
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I. Effet insecticide de ’HE de S. officinalis contre T. castaneum

> Effet fumigéne

Le test de fumigation réalisé contre les adultes de T. castaneum, a permis de
confirmer la viabilité de cette méthode qui est la plus connue et la plus adoptée depuis des
années, quel que soit le traitement utilisé. Les résultats obtenus, ont dévoilé un pourcentage
de mortalité trés important juste aprés 24h d’exposition. En fait, un pourcentage de plus de 66
% et de 80 % a été enregistré pour les doses 8 et 12,5 pl, respectivement. Avec les mémes
doses de la méme plante, Alcala-Orozco et al. (2019) ont marqué un taux de mortalité égale a
13%, ce qui est tres loin des résultats obtenus au cours de notre étude. En revanche, un
pourcentage proche au notre a été enregistré avec I’HE de Artemisia herba-alba contre le
méme insecte (Badreddine et al., 2016). En effet, I’effet fumigéne de quelques huiles
essentielles issues de differentes familles de plantes, a été testé contre des larves et des
adultes du T. castaneum (Abou-Taleb et al., 2016; Boukraa et al., 2020; Liang et al., 2020;
Alsudani et al., 2021; Bano et al., 2022). Les résultats montrent que les adultes semblent plus
résistants au traitement que les larves; Cette resistance pourrait étre expliquée par la présence
d’une cuticule rigide chez les adultes, necessitant des concentrations plus élevées et une
période d’exposition plus longue pour la pénétration de ’'HE (Benzi et al., 2014; Chaaban et
al., 2024).

La forte teneur en terpénes de I’HE de S. officinalis peut étre la principale raison de sa
toxicité, du fait que plusieurs études ont établi un lien entre I'activité insecticide et la présence
des composés terpéniques (Kim & Lee, 2014; Rosa et al., 2020). D’ailleurs, les monoterpénes
qui dominent la composition chimique de 'HE de la sauge sont connus par leur toxicité
contre T. castaneum (Awoyinka et al., 2006; Silva et al., 2008; Khani et al., 2012). De
surcroit, le 1,8 Cinéole, une des terpenes majoritaires, a montré son fort potentiel insecticide
contre une large gamme d’insectes ravageurs. En outre, cette molécule était un puissant
fumigant contre T. castaneum, en induisant des effets létaux, des perturbations de croissance
et des réductions de la progéniture (Sener et al., 2009; Liska et al., 2011; 2015; Derbalah et
al., 2024).

D’autre part, I’efficacité approuvée par les bio-insecticides fumigants est due au fait
que I’insecte est exposé au traitement par deux voies différentes, la voie cutanée par laquelle

I’HE pénétre par la peau et la voie d’inhalation & travers le systéme respiratoire. Par
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conséquent, I’HE agira a différent niveaux, a savoir moléculaire, cellulaire ou tissulaire (Fu et

al., 2023).
» Effet répulsif

Le comportement de I’insecte a été étudié dans ce travail en appliquant la méthode de
la zone préférée, proposée par Mc Donald et al. (1970). En effet, I'insecte choisira I’'une des
deux zones définies pour la sélection. Le traitement utilisé peut étre aussi bien répulsif
qu'attractif, mais généralement la majorité des dérivés végétaux sont répulsifs. Par ailleurs, il
a été démontré que plusieurs plantes aromatiques repoussent le coléoptére T. castaneum
(Wang et al., 2006; You et al., 2015; Elnabawy et al., 2022). De méme, nos résultats
montrent que ’HE de la sauge présente un fort potentiel répulsif contre le méme insecte. En
revanche, I’étude de Jerbi et al. (2021) a montré que cette HE présentait un faible effet
répulsif, qui ne dépasse pas la classe Il. En outre, un effet répulsif de I’HE de la méme plante

a été enregistré contre Trogoderma granarium (Rguez et al., 2019).

En général, les composes végétaux qui agissent comme répulsifs se considérent
comme des substances semio-chimiques qui seront captées par I’insecte via les sensilles
olfactives de ses antennes (Ukeh & Umoetok, 2011). Ces derniéres sont considérées comme
le principal organe de perception de l'odorat chez les insectes (Haridasan et al., 2017). De
plus, le traitement répulsif crée une sorte de barriére qui empéche I’insecte de traverser ou
d’entrer en contact avec la surface traitée (Nerio et al., 2010). A cette fin, le comportement de
I’insecte se modifie dépendamment de la composition et de la concentration du traitement
utilisé.

Par ailleurs, les différentes caractéristiques qui conférent aux molécules la capacité
d’agir comme répulsives sont toujours mal connues. Cependant, quelques études ont permis
de déterminer certains parametres qui pourraient étre de bons descripteurs du pouvoir
répulsif, en donnant par exemple la pression, la lipophilie, et le point d'ébullition du produit
(Katritzky et al., 2006; Wang et al., 2008; Caballero-Gallardo et al., 2011).

En outre, quelques études ont dévoilé la corrélation entre la composition chimique et
I’effet répulsif des huiles essentielles. Cependant, il a été révélé que leurs propriétés
insecticides dépendent principalement de la teneur totale en monoterpenes, en raison de leur

volatilité et de leur lipophilie élevée (Lee et al., 2003; Stamopoulos et al., 2007). Or, la
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majorité des composés de I’HE de la sauge sont des monoterpénes, ce qui explique les

résultats obtenus au cours de notre étude.

» Effet anti-appétant

L’effet anti-appétant de ’'HE de S. officinalis contre le coléoptére T. castaneum a
également éte étudie. En effet, I'alimentation est un processus biologique fondamental pour la
survie des étres vivants, y compris les insectes. Ainsi, son inhibition altére leur
développement et leur croissance. A cette fin, la méthode consistant & inhiber I'alimentation
des insectes, s’est avérée trés efficace pour lutter contre les ravageurs des denrées stockées

(Khani et al., 2012).

En outre, plusieurs indices biologiques ont été determinés, y compris les indices de
nutrition et de dissuasion alimentaire. Les résultats obtenus démontrent que le traitement
utilisé a permis de réduire la consommation de nourriture et donc de perturber la croissance
des insectes. Par ailleurs, I’HE de la sauge s'est également avérée dissuasive pour l'insecte

étudie, avec une relation dose-dependante.

De méme, différents extraits de plantes ont montré un effet anti-appétant contre
I’insecte T. castaneum. Dans 1’étude de Haridasan et al. (2017), une réduction remarquable
des indices RGR et RCR pour les deux extraits étudiés a été enregistrée. Egalement, les deux
indices ont été inhibés apres traitement avec de la noix de muscade (Huang et al., 1997) et la
molécule 1,8 Cinéole (Tripathi et al., 2001). Cependant, des pourcentages tres significatifs de
dissuasion alimentaire ont été marqués dans I’étude de Brari & Kumar, (2019). En outre, il a
¢été démontré que les HE’s de Cymbopogon martinii, Caesulia axillaris et Mentha arvensis
ont protégé des aliments pendant les 12 premiers mois de stockage contre plusieurs ravageurs

y compris T. castaneum (Varma & Dubey, 2001 ; Kumar et al., 2007).

L’effet anti-appétant peut-étre interprété de différentes fagcons, notamment en fonction
du mode de détection de la nourriture par ’'insecte. En fait, il peut s’agir d’une simple
dégustation, dans laquelle, I’insecte golte directement la nourriture et, en fonction du godat,
s’abstient de se nourrir, provoquant ainsi un effet anti-appétant. Toutefois, des études ont
suggeré que les composés phytochimiques utilisés comme des anti-appétants, peuvent
interférer avec la réception des signaux alimentaires. Cela peut se produire soit en inhibant

les récepteur sensoriels phagostimulants qui stimulent 1’appétit ; soit en modifiant les signaux
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responsables de la régulation de I'appétit, qui s’interprétent comme des inhibiteurs au sein du

systeme nerveux central (Chun, 1972 ; Haridasan et al., 2017).

» Effet insecticide de la formulation Argile-HE de S. ofiicinalis contre T.

castaneum

Les infestations d'insectes nuisibles sont de plus en plus en augmentation et la
recherche développe constamment des insecticides efficaces pour les combattre. Comme
mentionné ci-dessus, les HE sont percues comme des alternatives plus sires et plus efficaces
aux insecticides de synthese. Cependant, leur évaporation rapide est leur principal
inconvénient. C'est pourquoi l'idée de formuler les HE avec d'autres produits s'est imposée.
En outre, la formulation des HE préserve leur composition et renforce leurs activités
biologiques (Shishido et al., 2015 ; Ben-Abada et al., 2019 ; Herrera et al., 2019). Il existe
pluiseurs type de formulation, a savoir liquides a base de solvant ou d’émulsifiant, et/ou

poudreuses (Nguemtchouin, 2012).

Les minéraux argileux figurent parmi les principaux produits utilisés dans les
formulations médicales, cosmetiques et insecticides (Patel & Bajaj, 2010). Les smectites, les
palygorskite et les talcs sont les principaux types d’argile utilisés grace a leur forte capacité
d’adsorption (Ben-Abada, 2020). En effet, ’argile libére progressivement les principes actifs,
prolangeant ainsi leur efficacité. De plus, ¢ca permet de réduire la sensibilit¢ des HE a
I’oxydation ainsi qu’a la lumiére (Keita et al., 2001 ; Turek & Stinzing, 2013). Par ailleurs, il
a été démontré que l’argile en étant pure est doté d’un pouvoir insecticide. De nombreuses
¢tudes ont dévoilé le fort pouvoir insecticide des formulations des HE avec I’argile. Keita et
al. (2001) ont dévoilé que la formulation des HE d’Ocimum gratissimum et d’Ocimum
basilicum avec la poudre d’argile a permis de lutter contre I’infestation de C. maculatus
pendant 3 mois de stockage. De méme, il a été rapporté que les formulations des extraits
végétaux avec les argiles ont réduit les attaques des ravageurs, notamment S. zeamais, A.
obtectus, C. maculatus et C.subinnotatus (Ngamo et al., 2001; Ndomo et al., 2008; Ndomo et
al., 2010; Nguemtchouin et al., 2013; Noudem et al., 2017).

I1. Effet insecticide de ’HE de P. graveolens contre E. kuehniella

La reproduction est un paramétre fondamental qui assure la survie des étres vivants

quelle que soit leur division. Elle joue également un réle crucial dans le maintien de
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I’équilibre écologique et de la diversité des écosystemes. Chez les insectes, notamment les
ravageurs, la reproduction est un processus clé qui contribue a leur prolifération. Par ailleurs,
la mise en place de nouvelles stratégies pour prévenir et contrdler leur infestation est d’un
intérét crucial. A cette fin, la présente étude vise a étudier I’impact d’un bio-insecticide

représenté par I’HE de P. graveolens, contre la pyrale E. kuehniella.

A Détat normal, le développement sexuel, I’ovogénése et la vitellogénése en
particulier, se déroulent pendant le stade nymphal chez les femelles d’E. kuehniella. De plus,
I’accouplement aura lieu quelques heures aprés I’exuviation adulte et la ponte n’en tarde plus.
De méme, la période d’oviposition dure en moyenne 4 jours (Taibi, 2007; Soltani-Mazouni et
al., 2011; Yezli-Touiker et al., 2016; Taffar, 2022).

A cet égard, le traitement utilisé a été administré aux nymphes femelles, pendant les
premiéres heures de leur exuviation nymphale. Les résultats obtenus montrent une différence
remarquable entre les valeurs des séries traitées et témoins pour tous les parameétres étudies.
En outre, le développement nymphal s’est avéré le premier parametre perturbé, avec une
prolongation considérable; egalement, la période de pre-oviposition a été prolongé de 2 jours
en moyenne. En revanche, la période d’oviposition a été réduite. De méme, la morphométie
des ovaire a été significativent réduite, ce qui a éte enregistré sur le nombre, le poids, la

longueur, la largeur et le volume des ovocytes basaux.

Nos résultats sont en accord avec de nombreux autres travaux, qui ont mis en
¢évidence ’effet insecticide de plusieurs extraits végétaux contre la méme espéce. Delimi et
al. (2013) ont révélé une perturbation du potentiel reproducteur d’E. kuehniella avec une
réduction significative de sa fécondité, apres traitement par application topique et/ou par
inhalation en administrant 'HE de Artemisia herba alba. De méme, le bio-insecticide,
Azadirachtine, a induit une prolongation de la période de développement nymphal et de pré-
oviposition, avec une réduction de la période d’oviposition et de la fécondité de la pyrale. Cet
insecticide a également perturbé I’ovogénese, en réduisant le poids des ovaires et le nombre
d’ovocytes (Taffar, 2022). Des résultats semblables ont été enregistré avec 'HE de T.
munbyanus subsp. Coloratus, testée contre deux générations successives de 1’espéce E.
kuehniella (Bendjedid, 2022). Taibi et al. (2018) ainsi que Lahcene et al. (2018) ont
rapporté, de méme, une perturbation du potentiel reproducteur par I’'HE de ’origan et de

I’Olivier Olea europaea, respectivement.
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En outre, il a été établi que la reproduction de la pyrale est optimale lorsque les
adultes s’accouplent le jour de ’exuviation. Cependant la reproduction est réduite de moitié
lorsque l'accouplement est retardé (Torticidae, 1995). Cela peut expliquer le fait que si le
traitement perturbe le caractere sexuel, il aurait suffit a perturbé tous les paramétres
déterminant le potentiel reproducteur. De plus, Bachrouche et al. (2010) démontrent que

I’exposition d’E. kuehniella aux bio-insecticides peut méme réduire le taux de copulation.

Notre étude a également révélé une réduction significative de la teneur en vitellines
dans les ovaires des femelles. En effet, outre les glucides et les lipides, les vitellines

constituent la réserve protéique nécessaire au bon déroulement de la vitellogenése.

Plusieurs facteurs influencent la reproduction des insectes, a savoir, externe comme la
température et/ou la photopériode, ou interne d’origine hormonale (Lafont et al., 2005; Ou et
al., 2011; Garelli et al., 2012; Hiruma & Kaneko, 2013). Dans notre étude, I’expérimentation
a été faite dans des conditions optimales, ce qui explique 1’origine neuro-hormonale de la
perturbation des différents parametres étudiés. En effet, deux hormones majeurs représentées
par I’horomone juvénile (HJ) et I’ecdystéroide sont impliqués dans le processus de
reproduction chez les insectes (Davis et al., 1990; Gade & Hoffmann, 2005). Ces deux
hormones agissent en co-ordination et jouent un role trés important dans la métamorphose
comme dans la reproduction (Wu et al., 2018). En outre, ’application de quelques agonistes
des ecdystéroides chez E. kuehniella a perturbé le poids des ovaires ainsi que la taille et le
nombre des ovocytes (Hami et al., 2005 ; Bakli et al., 2016). Par ailleurs, 1’application de
certains analogues de I’HJ a influencé négativement le potentiel reproducteur chez plusieurs

espéces (Lakhbar, 1990 ; Tong-Xian et al., 2004).

De plus, il a été démontré que ces deux hormones sont également impliquées dans
I’ovogénése, 1’ovulation, le contrdle de la vitellogénese et le développement ovarien
(Hagedorn, 1985 ; Lanot et al., 1987 ; Ruegg et al., 1992 ; Hoffman et al., 1999 ; Li et al.,
2003 ; Ganter et al., 2007 ; Tufail et al., 2014). Ce qui détermine leur réle crucial et explique
la perturbation du potentiel reprocucteur, de la morphométrie des ovocytes et de la réduction
des teneurs en vitellines par inhibition de I’activité de ces deux hormones induites par le bio-

insecticide étudié.
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5. CONCLUSION

Au cours de ce chapitre, nous avons évalué le potentiel insecticide des huiles
essentielles des deux plantes sélectionnées, Pelargonium graveolens et Salvia officinalis,
contre deux ravageurs des denrées stockées, le coléoptére Tribolium castaneum
(Tenebrionidae) et le lépidoptére Ephestia kuehniella (Pyralidae). L’huile essentielle extraite
de S. officinalis en étant brute ou formulée avec I’argile a été testée contre le coléoptére en
termes d'effets létaux, comportementaux et biologiques. Tandis que I’huile essentielle de P.
graveolens a été testée contre le Iépidoptere en estimant certains paramétres déterminant son

potentiel reproducteur, la morphométrie des ovaires et la teneur en vitellines ovariens.

L’HE de S. officinalis a induit un effet toxique avec des doses létales (DLso, DLgo),
estimées de 3,01 et 17,54 pl, respectivement. De méme, un effet répulsif contre les adultes a
été enregistré avec une dose médiane repulsive estimée a 8,14 ul/ cm?. Ainsi, plusieurs
parametres déterminant 1’effet anti-appétant de I’'HE contre I’insecte ont été marqués. D’autre
part, ’'HE formulée avec I’argile a provoquée une toxicité remarquable et un fort effet

répulsif contre les adultes du coléopteére.

Les différents paramétres déterminant le potentiel reproducteur d’E. kuehniella a
savoir, les périodes de développement nymphal, de pré-oviposition et d’oviposition, le
nombre d’ceufs pondus, la morphométrie des ovaires ainsi que la teneur en vitellines dans les

ovaires, ont été perturbés avec des différences significatives.

A la lumiére des résultats obtenus, il est & noter que les deux huiles essetielles ont
exhibé un fort potentiel insecticide contre les insectes ravageurs seléctionnes, ce qui en fait de

bonnes alternatives aux insecticides chimiques.
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1. INTRODUCTION

Depuis I’antiquité, la virulence des agents pathogénes constitue une véritable menace
pour la santé publique et également pour tous les écosystemes de la planete (Grine et al.,
2023). Des études récentes estiment que d’ici 2050 plus de 400 millions de personnes seront
infectées par des pathogénes résistants (Aslam et al., 2018; Rolta et al., 2020). En paralléle,
les traitements antibiotiques et/ou antifongiques prescrits se sont avérés inefficaces avec
I’apparition de la résistance de quelques souches (Hughes et al., 2020). L’agressivité des
infections provoquées par ces agents pathogenes, dépend principalement de la nature des

souches microbiennes, qu’ils soient champignons, bactéries ou levures.

En ce qui concerne les infections fongiques, elles sont principalement dues a la
contamination des produits alimentaires par des métabolites secondaires appelés
mycotoxines, sécrétés par plusieurs genres de champignon. Bien que plus de 500 types de
mycotoxines ont été identifiees (Liu et al., 2022), une trentaine est considérée tres dangereuse
pour la santé publique (Khaneghah et al., 2019). Les mycotoxines sécrétées par le Fusarium
sp. comprenant le fumonisin By, deoxynivalenol et zearalenone (Kosco et al., 2021; Zhao et
al., 2021) sont connues par leurs effets nefastes sur la santé. De plus, leur capacité a ne pas
induire une réponse immunitaire, a des répercussions directes sur les grandes fonctions de
I’organisme, entrainant ainsi des troubles neurologiques, hépatiques, voir méme des effets
tératogene et mutagene (Sun et al., 2016; Zhang et al., 2016; Zhao et al., 2019; Mondani et
al., 2021).

Quant aux bactéries, bien qu’elles soient omniprésentes dans notre environnement et
qu’un bon nombre soie inoffensif pour I’homme et a sa survie, d’autres font partie des agents
pathogenes les plus redoutables au monde, souvent responsables des infections, notamment
les infections nosocomiales. Par ailleurs, I'émergence de la multi résistance constitue un
véritable sujet d’inquiétude en milieu médical. D’autant plus qu’elles agissent face aux
antibiotiques selon de multiples mécanismes d’action, tels que, 1’inactivation enzymatique, la
modification de la cible d’antibiotique et I'imperméabilité cellulaire. En outre, la forte
résistance des souches a de nombreuses classes d’antibiotiques, conduisait a 1’émergence
d’une autre forme de virulence bactérienne, c’est la forme complexe ou le biofilm (Adeosun
et al., 2022). Dans ce cas, les bactéries se présentent sous forme de communautés complexes
qui s’adhérent a des surfaces, formant ainsi un biofilm. En fait, les souches du biofilm

peuvent étre beaucoup plus résistantes que les souches a la forme libre ou planctoniques
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(Olson et al., 2002; Ceri et al., 2010; Snchez et al., 2016), ce qui pose un sérieux défi

thérapeutique.

A cet égard, de nombreux produits chimiques synthétiques ont été utilisés comme
moyen de lutte contre ces agents pathogenes (Tiwari et al., 2022). Toutefois, leurs natures
biodégradables et leur bioaccumulation ont créé de nouveaux problemes plus compliqués
(Grine et al., 2023). De ce fait, la recherche scientifique s’est orientée vers des approches
alternatives efficaces et sans effets secondaires sur les organismes ciblés et non ciblés, qui
pourraient remplacer les antimicrobiens synthétiques qu’ils soient antibiotiques et/ou
antifongiques. C’est 1'une des approches de recours aux produits naturels, notamment

d’origine végétale (Elkolli et al., 2023).

C’est dans ce contexte, que la présente €tude vise a évaluer le potentiel antimicrobien
des huiles essentielles de Pelargonium graveolens et de Salvia officinalis contre une large
gamme de microorganismes, a savoir champignons des vergers et des cultures (Fusarium
sp.), bacteries cliniques (Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas
aeruginosa ; Serratia marcescens ; Staphylococcus aureus), bactéries référencées (E. coli
ATCC 25922 ; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ; Staphylococcus aureus ATCC
27923) et levure clinique (Candida albicans), dans le but de contribuer a la recherche de
nouvelles alternatives antimicrobiennes efficaces contre certains agents testés et les

infections causeées ; ainsi, qu’a la prévention de leur résistance.
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1.2. MATERIEL ET METHODES

1.2.1. Présentation du Matériel biologique

L’évaluation de I’activité antifongique repose sur le recours a une souche fongique
représentée par Fusarium proliferatum, une sous espéce de 1’espéce Fusarium solani
(Nectriaceae) (Fig.37), isolé des agrumes. L’identification et I’isolement du champignon ont
été faits au laboratoire de mycologie de I'lnstitut National de la Protection des Végétaux
(INPV), sur la base des caractéres culturaux (macroscopiques) et morphologiques

(microscopiques)

Figure 37. Souche fongique, Fusarium solani, isolée des agrumes (photo personnelle, 2022).
1.2.2. Présentation du fongicide chimique

L’Agriconazole 25% EC (Fig. 38), est un fongicide systémique commercialisé avec
une concentration de 250 G/L, fabriqué par la firme AGRIMARE-GRANDE BRITAGNE a
partir de la molécule active, Difenoconazole. Il se présente sous forme d’un liquide brunatre
de forte odeur. Ce traitement est utilisé par les agriculteurs pour lutter contre certaines
maladies fongiques avérés sur les agrumes. Dans notre étude, cet antifongique chimique a été
utilisé comme un témoin de référence et son activité antifongique a été comparée a celle des

huiles essentielles testées.

Figure 38. Fongicide chimique AGRICONAZOLE 25% EC.
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1.2.3. Milieu de culture

La souche F. solani est cultivée sur un milieu de culture gélosé de type Sabouraud
(Fig. 39), qui est le plus recommandé et le plus approprié en vue de résistance des souches. Il

a été développé par le dermatologue frangais Raymond J. A. Sabouraud en 1892.

Figure 39. Milieu de culture Gélose Sabouraud (photo personnelle).
1.2.4. Evaluation du pouvoir antifongique des huiles essentielles
1.2.4.1. Détermination du taux d’inhibition de la croissance mycélienne

L’évaluation de I’activité antifongique des huiles essenticlles de P. graveolens et de S.
officinalis repose sur la détermination du taux d’inhibition de la croissance mycélienne du F.

solani.

De ce fait, six concentrations de 2 ; 4 ; 8; 12,5 ; 25 et 50 pl/ml DMSO sont choisies
pour tester la capacité des huiles essentielles a inhiber le développement du champignon en
milieu solide. Chaque concentration a été mélangée séparément avec le Sabouraud bouillant.
Ensuite, 13 ml du mélange ont été distribués dans des boites de Pétri, qui sont laissées
refroidir et solidifier. Des fragments de champignons de diametre de 4 mm ont été ajoutés au
centre de chaque boite (Fig.40). Les boites de contrdle, représentant les témoins négatifs et
positifs, sont inoculées de la méme procédure. Les boites du témoin négatif ne contiennent
aucun traitement, tandis que celles du témoin positif, sont traitées par le fongicide chimique
(12ul/ml). Une incubation de sept jours a 27C° est effectuée pour toutes les boites.

L’expérimentation a été réalisee en triplicata.
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Figure 40. Ensemencement des boites de Pétri (photo personnelle).

4+ Calcul du pourcentage d’inhibition

Apres incubation, I’observation et la mesure des diamétres de croissance mycélienne
pour toutes les concentrations et les témoins a été effectuée. Le pourcentage d’inhibition est

calculé par la formule proposée par Kumar et al., (2007) :
I (%) = [(dC-dE) / dC] x100

I' (%) = Taux d'inhibition exprimé en pourcentage
dC = Diametre des colonies pour les boftes de Pétri de contréle

dE = Diamétre des colonies pour les boites de Pétri traitées avec HE ou fongicide

1.2.4.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Selon Alcamo (1984) et Rotimi et al. (1988), toutes concentrations ayant présentées
un pourcentage d’inhibition supérieur a 50% sur une souche fongique, sont sélectionnées
pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice. Pour ce faire, la méthode de
dilution en milieu liquide est adoptée. Dans des tubes a essais contenant le milieu de culture
(PDA liquide sans Agar), sont ajoutées les concentrations des huiles essentielles avec des
fragments de champignon. Tandis que les témoins sont représentés par le milieu de culture et

de I’eau distillée uniquement. Une incubation de sept jours a 27C° est nécessaire (Fig. 41).
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Figure 41. Détermination de la CMI en milieu liquide (photo personnelle).
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I.3. RESULTATS

1.3.1. Effet antifongique des HE’s sur la croissance mycélienne

L’évaluation de I’activité antifongique des huiles essenticlles de P. graveolens et de S.
officinalis contre la souche F. solani, a été déterminée en fonction de la croissance
mycélienne dans les boites traitées (Fig. 42 et 43) comparativement avec les boites témoins
(Fig. 44).

Le test statistique Kruskal-Wallis, a montré qu’il existe une différence hautement
significative (p<0,01) sur le diametre de la croissance mycélienne, en fonction du traitement
utilisé. On constate que les huiles essentielles des deux plantes ont exercé un fort potentiel
antifongique pour toutes les concentrations testées. Quant au traitement avec I’HE de P.
graveolens, le diameétre de croissance mycelienne pour les trois premieres concentrations
testées (2ul; 4ul et 8ul) varie entre 0,53 a 0,16 cm, tandis que pour les trois derniéres (12,5ul
; 25ul et 50ul), aucune croissance n’a été observée. Par ailleurs, un diamétre de croissance
allant de 0,63 jusqu’a 0,13 cm, a été enregistré pour les cinq premiéres concentrations de
I’HE de S. officinalis et une inhibition compléte est enregistrée pour la derniere et la plus

forte concentration (Tab. 17).

Comme le montre la figure 45, la croissance notée pour I’échantillon traité par la
référence fongicide Agriconazole, est estimée a 0,23 cm, ce qui est presque 1’équivalent de
I’échantillon traité par la deuxiéme concentration (4ul) de 'HE de P. graveolens. En outre, le
témoin négatif montre la zone de croissance la plus élevée avec un diameétre de 2,36 cm en

moyenne.

2l 4n 8ul

g
€

12.5 25 50
H nl ul

ul
Figure 42. Croissance mycélienne pour les différentes concentrations de I'HE de P. graveolens

(photos personnelles, 2022).
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Figure 43. Croissance mycélienne pour les différentes concentrations de I’'HE de S. officinalis (photos

personnelles, 2022).

Figure 44. Croissance mycélienne dans les boites témoins (T- : sans traitement ; T+ : traitement
chimique) (photos personnelles, 2022).

Tableau 17. Effet de plusieurs concentrations des huiles essentielles de P. graveolens et de S.

officinalis sur la croissance mycélienne (cm) du F. solani (n=3, mzsd).

Diameétres de croissance mycélienne (cm)

Traitement
Pelargonium graveolens Salvia officinalis
HE (2,0 ul) 0,53+0,10 0,63+0,23
HE (4,0 ul) 0,26 £0,16 0,60 +0,17
HE (8,0 pul) 0,16 £ 0,07 0,36 + 0,05
HE (12,5 pul) 0,00 £ 0,00*** 0,20+0,10
HE (25,0 pl) 0,00 £ 0,00*** 0,13 +£0,05
HE (50,0 pl) 0,00 £ 0,00*** 0,00 + 0,00***
Témoin 2,36 + 0,47
Agriconazole 0,23 +£0,05
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Figure 45. Effet des huiles essentielles de P. graveolens et de S. officinalis sur la croissance
mycélienne (cm) du F. solani.

1.3.1.1. Détermination des taux d’inhibition

D’apres le tableau 2, I’augmentation des concentrations des huiles essentielles testées

a entrainé une augmentation du pourcentage d’inhibition selon une relation dose-réponse.

Ainsi, toutes les concentrations testées montrent un taux d’inhibition supérieur a 60%. De

plus, un taux d’inhibition égale a 100% a été enregistré avec les concentrations 12,5 pl; 25 pl

et 50 ul pour le traitement avec I’HE de P. graveolens et seulement avec la concentration 50

ul de 'HE de S. officinalis (Tab.18, Fig.46). En outre, I’incorporation du fongicide

chimique, Agriconazole, a entrainé une inhibition de 91,9% du champignon expérimente.

Tableau 18. Effet des huiles essentielles de P. graveolens et de S. officinalis sur le taux

d’inhibition (%) du champignon F. solani.

Traitement
P. graveolens

HE (2,0 pl) 78,3
HE (4,0 pl) 89,3
HE (8,0 pl) 93,4
HE (12,5 pl) 100,0
HE (25,0 pl) 100,0
HE (50,0 pl) 100,0

T+: Agriconazole
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Figure 46. Effet des huiles essentielles de P. graveolens et de S. officinalis sur le taux d’inhibition

(%) du champignon F. solani.
1.3.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

D’aprés les résultats obtenus dans cette étude et selon Alcamo (1984) et Rotimi et al.
(1988), toutes les concentrations testées des deux HE’s ont présenté un pourcentage
d'inhibition supeérieur a 50% et donc sont toutes soumises a la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI). La concentration la plus petite testée pour les

deux huiles essentielles représente la CMI avec une valeur de 2 pl/ml (Tab. 19).

Tableau 19. Concentration Minimale Inhibitrice (ul/ml).

CMI (ui/ml)
P. graveolens 2
S. officinalis 2
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1.4. DISCUSSION

Les plantes aromatiques et leurs métabolites secondaires ont suscité un intérét
particulier en raison de leur teneur complexe de composes organiques volatils (Ghavam et al.,
2021). Leurs propriétés pharmacologiques peuvent traiter ou prévenir plusieurs maladies
(Jaradat et al., 2022) et peuvent exercer également des activités antiparasitaires, antivirales et

antifongiques (Raut & Karuppayil, 2014).

L’évaluation de I’activité antifongique des deux plantes étudiées repose sur la
détermination des taux d’inhibition de la croissance mycélienne du champignon testé, F.
solani. Comme prévu, les deux essences ont montré un fort pouvoir antifongique, avec une
inhibition remarquable dans les boites traitées avec les HE’s comparativement aux boites

témoins.

Nos résultats compromettent un effet inhibiteur contre ’agent fongique a la plus petite
dose utilisée (2ul) avec un taux d’inhibition égale a 68,5% pour S. officinalis et de 78,3%
pour P. graveolens. Ceci est différent des résultats rapportés par Bouzenna & Krichen. (2012)
ou presque le méme pourcentage a été¢ obtenue avec une dose de 12,5 pl de 'HE de P.

graveolens contre le champignon Rhizoctonia solani.

L’étude de Badawy & Abdelgaleil. (2014) a montré un fort potentiel antifongique de
I’HE de P. graveolens contre les champignons Alternaria alternata, Botrytis cinerea,
Fusarium oxysporum et Fusarium solani avec une valeur ECso qui résulte en une inhibition
de 50% de la croissance mycélienne égale a 148 mg/L contre F. solani. Egalement, I'HE a
présenté un effet fongitoxique dans 1’étude de Singh et al. (2008) contre tous les
champignons testés y compris F. oxysporum. Dans la méme étude, une inhibition a 100% de

I’ Aflatoxin B1, une mycotoxine trés toxique, a été enregistrée.

En outre, I’'HE de S. officinalis a significativement réduit I'indice de pourriture de F.
solani a 79% de la valeur de contrble (Bang, 2007). De méme, Benkhedher et al. (2017) ont
montré son efficacité contre une autre espéce de Fusarium. Par ailleurs, des flavonoides
extraits de la méme plante ont exhibé une réduction significative de la croissance mycélienne
de F. oxysporum avec un taux d’inhibition de 57,42% a la concentration 1,13 ug/ml
(Bouderba et al., 2022).

De méme, la sauge a confirmé son potentiel antifongique méme avec I’extrait aqueux

contre les champignons Fusarium oxysporum, Penicillium italicum et Aspergillus niger avec
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des taux d'inhibition de 35,15%; 43,79% et 53,71% respectivement (Yilar et al., 2018;
Bouderba et al., 2022).

Plusieurs facteurs influencent la réponse de 1’espéce fongique vis-a-vis des traitements
par les essences vegétales. Par ailleurs, différentes études effectuées au cours des dernieres
décennies ont montré la relation entre la composition chimique des molécules majoritaires et
leurs caractéristiques biologiques y compris 1’antimicrobiennes (Deans & Shodova, 1990;
Benkhedher et al., 2017; Zorzi-Tamazoni et al., 2018). D’autre part, la présence des dérivés
terpéniques tels que les monoterpénes et les sesquiterpénes améliore 1’activité biologique. Il a
notamment été démontré que les huiles essentielles contenant des dérivés avec des atomes
d'oxygene, leur conférent une structure unique souvent associée a une grande labilité
chimique et a une activité optique (Volcho & Anikeev, 2014). D’ailleurs, les huiles
essentielles contenant des monoterpenes oxygénés, ont de fortes activités antifongiques par
rapport aux huiles essentielles relativement riches en hydrocarbures monoterpéniques ou en
sesquiterpénes (Kordali et al., 2005; Klebe, 2013; Benkhedher et al., 2017).

La différence en composition chimique ainsi que la synergie entre les composés
majeurs et mineurs de ces essences constituent le principal avantage en terme de mécanisme
d’action contre les agents fongiques. De plus, il a été démontré que la membrane cellulaire
constitue la cible privilégiée des agents antifongiques (Trigos et al., 2002). Ainsi,
I’endommagement membranaire induit des fuites cytoplasmiques ce qui inhibe la biosynthese
de I'ADN, de I'ARN, des protéines et du peptidoglycane (Nazzaro et al., 2017). De plus, les
antifongiques peuvent interrompre le systéeme enzymatique, en bloquant la biosynthese de
I’ergostérol, un composant principal de la membrane fongique (Mufioz Castellanos et al.,
2020). De ce fait, lI'absence d'ergostérol entraine une instabilité osmotique et métabolique
dans la cellule fongique, compromettant la reproduction et l'activité infectieuse (Kerkes et al.,
2013 ; Freires de Almeida et al., 2014 ; Nazzaro et al., 2017).

D’autre part, de nombreuses études ont précisé le mode d’action de quelques familles
phytochimiques. L’étude de Bhuiyan et al. (2010) a démontré que les composés phénoliques
réagissent avec les phospholipides de la membrane cellulaire, dénaturant leurs protéines et
altérant leur perméabilité. Tandis que, I’étude de Lagrouh et al. (2017) a supposé que le
mécanisme d'action des composés terpéeniques impliquerait la perturbation de la membrane et

la destruction des mitochondries fongiques.
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I1.2. MATERIEL ET METHODES

I1.2.1. Présentation du mateériel biologique
I1.2.1.1. Prélevement, purification et identification

Une collection de huit (8) souches bactériennes de Gram +/- et une levure, prélevée de
différents sites d’infections a été aimablement fournies, aprées purification, identification et
isolement au niveau du laboratoire de parasitologie de 1’hopital Amir Abdelkader, E1-Besbes,
El-Tarf.

Tableau 20. Microorganismes utilisés pour I’étude antibactérienne.

Souche Famille Gram Origine
Escherichia coli Enterobacteriaceae - Urine
Klebsiella pneumoniae Enterobacteriaceae - Urine
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonadaceae - Environnement

hospitalier
Serratia marcescens Yersiniaceae - Pus
Staphylococcus aureus Staphylococcaceae + Pus
E. coli ATCC 25922 Enterobacteriaceae - /
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonadaceae - /
ATCC 27853
Staphylococcus aureus Staphylococcaceae + /
ATCC 27923
Candida albicans Saccharomycetaceae / Condidose Vaginale

11.2.1.2. Préparation de ’inoculum

L’inoculum est préparé¢ a partir des cultures bactériennes jeunes en phase de
croissance agées de (18 a 24h). De ce fait, Trois a cinq colonies sont prélevées a 1’aide d’une
anse de platine stérile. De I’eau physiologique a été rajoutée afin d’obtenir une suspension
bactérienne avec une densité optique ‘Do’ variant entre 0,08 & 0,1 a 600 nm correspondant a
108 UFC/mL selon Mc Farland (Fig.47).
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Figure 47. Mesure de 1’absorbance a I’aide d’un spectrophotométre (photo personnelle, 2024).
I1.2.1.3. Ensemencement des bactéries

L’ensemencement des bactéries s’est fait a I’aide des écouvillons stériles qui servent a
absorber un volume de I’inoculum préparé et de 1’étaler par la suite sur les milieux de

cultures préalablement coulés dans des boites de Pétri (Fig.48).

Figure 48. Ensemencement des bactéries a I’aide d’un écouvillon (photo personnelle, 2024).

I1.2.2. Matériel chimique

11.2.2.1. Milieux de cultures utilisés
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En microbiologie, un milieu de culture se définit comme un produit qui contient les
¢léments nécessaires a la croissance et au développement des souches. L’utilisation
specifiqgue des milieux de culture pour les bactéries, levures ou moisissures repose
principalement sur la recommandation de la pharmacopée européenne, dont le Sabouraud
gélosé est utilisé pour les cultures des souches fongiques et les levures grace a son pH
Iégérement acide, ce qui le rend le plus approprié en vue de résistance des souches. Tandis
que le Muller-Hinton est le plus recommandé pour étudier la sensibilité des souches

bactériennes.
I1.2.2.2. Antibiotiques testés

Douze (12) antibiotiques synthétiques de différentes familles chimiques contre les huit
(08) souches bactériennes en plus d’un (01) antifongique contre la levure clinique sont
utilisés dans cette étude pour explorer I’état de développement de la résistance des bactéries

utilisées (Tab.3).
I1.2.2.3. Solvant utilisé pour I’étude antibactérienne

Le Dimethylsulfoxide (DMSO) est le solvant recommandeé par le Clinical and
Laboratory Standars Institute (CLSI) pour des études bactériologiques grace a son incapacité

a présenter des effets antibactériens.
I1.2.3. Evaluation de la sensibilité des microorganismes

I1.2.3.1. Evaluation de la sensibilitt des microorganismes vis-a-vis les

antibiotiques, Antibiogramme.

Les souches choisies pour I’étude ont été soumises a un test d’antibiogramme qui
permet d’estimer leurs sensibilités vis-a-vis des antibiotiques de différentes familles
chimiques et les considérés comme des témoins positifs. Le test s’est fait par la méthode de

diffusion.

I1.2.3.2. Evaluation de la sensibilité des microorganismes vis-a-vis les essences

naturelles, Aromatogramme.

L’aromatogramme, décrite par VINCENT. (1991), est une méthode qualitative,
inspirée de l’antibiogramme mais avec des essences aromatiques. Elle se dérive de la

méthode des disques qui assurent la diffusion du principe actif en milieu solide.
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L’évaluation de la sensibilité bactérienne consiste a utiliser des disques buvards
stériles de diamétre de 6mm imprégnés de 15ul de différents produits a tester, incluant 1’huile
essentielle brute et le DMSO utilisé comme témoin négatif. Les disques sont par la suite
placés en contact direct avec les milieux de cultures préalablement ensemencés. Une

incubation a 37C° est faite pendant 24h pour les bactéries et 48h pour la levure.

L’expérience est faite en duplicata et la lecture des résultats s’est faite a ’aide d’un
pied a coulisse afin de déterminer le diametre des zones d’inhibition et d’estimer ainsi la
catégorie de sensibilité des souches utilisées, de souches résistantes, sensibles, a trés sensibles
selon Ponce et al., 2003 (Tab. 21).

Tableau 21. Catégorie de sensibilité des microorganismes vis-a-vis des huiles essentielles.

Diameétre de zones d’inhibition Catégorie Signe
(mm)
<8 Résistante -
9al14 Sensible +
15419 Tres sensible ++
>20 Extrémement sensible +++

=  Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) se définit comme la plus faible
concentration a laquelle ’agent antibactérien ou I’huile essentielle a la capacité d’inhiber la
croissance bactérienne. Elle est déterminée en utilisant plusieurs concentrations des HE,
obtenues a partir d’une série de dilutions séquentielles, répétées sept fois en allant de 1/2
jusqu’a 1/128, afin d’obtenir la plus faible concentration en principe actif, depuis une solution
mére trés concentré. A chaque dilution le méme volume de I’aliquote est ajouté & un volume

égal de DMSO (50/50 : v/v).

I1.2.3.3. Evaluation de la sensibilité des microorganismes complexes par

inhibition de la formation du biofilm

Afin de mettre en évidence la capacité des bactéries étudiées dans ce travail a former
un biofilm, ainsi que son inhibition par les huiles essentielles, la méthode standard de

coloration au Cristal Violet (CV) sur microplagque a 96 puits est employée.
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En premier temps, des suspensions bactériennes sont préparées avec un bouillon
cceur-cervelle (BHIB) pour les bactéries et un bouillon sabouraud pour les levures. Par la
suite, une quantité des deux HE’s est ajoutée a une quantité égale de chaque suspension
microbienne afin d’évaluer I’inhibition de la formation du biofilm. D’autre part, une quantité
pure de la suspension est considérée comme témoin positif pour pouvoir estimer la capacité
de la souche & former un biofilm. Tandis que, un témoin négatif qui ne contenant que le

bouillon est utilisé pour pouvoir comparer les résultats obtenus.

Apres incubation de 24h pour les bactéries et 48h pour les levures a 37C°, les micro
cupules de la microplaque sont vidés et lavés plusieurs fois avec de ’eau distillée, afin de se
débarrasser des cultures bactériennes. Puis, le Crystal violet est versé dans chaque micro
cupule et laisser agir pendant 45min. un deuxiéme ringage est ensuite fait pour éliminer
I’excés du colorant. Une solution alcoolique qui sert a solubiliser les traces du colorant (CV)
fixées sur les parois des tubes est ajoutée. La mesure de I’absorbance de la solution de chaque
micro cupule est réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre a une longueur d’onde égale a

570nm.

Le pourcentage d’inhibition du biofilm de chaque souche est ensuite calculé en

utilisant la formule suivante :

Inhibition (%) = [(Do témoin — Do test) / Do témoin] x 100
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I1.3. RESULTATS

I1.3.1. Détermination de la sensibilité bactérienne au antibiogramme

Les résultats de I’antibiogramme sont interprétés selon le catalogue du Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologiec ‘CASFM’ (Tab. 22). On constate
que les souches bactériennes ont acquis une résistance contre la majorité des antibiotiques des
différentes familles chimiques utilisés; a ’exception de la levure C. albicans qui a montré

une sensibilité aux traitements par les deux antifongiques utilisés.
Tableau 22. Sensibilité des souches bactériennes a I’antibiogramme.

Souche Antibiotiques Interprétation

Escherichia coli AMC30
CIP5

CTX30
GN10

SXT25

Klebsiella AMC30

pneumoniae CTX30
GM10

IPM10

SXT25

Pseudomonas ATM30
aeruginosa CIP5
GM10

IPM10

Serratia marcescens AMC30
CAZ30
GM10
IPM10
SXT25

DD »WIOVAO TnWIOUDIOTDWLWAODODIODAOAOWAODD

Staphylococcus AMC30
aureus E15
GM10
IPM10
P10
SXT25
VA30
E. coli ATCC 25922 AMC30
CTX30
GM10
IPM10
SXT25
Pseudomonas ATM30
aeruginosa ATCC CTX30
27853 GM10
IPM10
Staphylococcus AMP

DOV NVIOOOONVLIOWnNLAOMmADO
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aureus ATCC AX25
27923 E15

GM10

IPM10
P10

SXT25

Candida albicans Amphotéricine B
Fluconazole

nwunumAIUIUIUDOD

R= résistant, S= sensible
I1.3.2. Détermination de la sensibilité bactérienne a I’aromatogramme
11.3.2.1. Détermination des diamétres d’inhibition

Les résultats de ’aromatogramme s’expriment en diamétres de zones d’inhibition qui

se présentent sous forme d’un cercle bien clair autour des disques (Fig. 49).

Figure 49. Diamétres de zones d’inhibition (photo personnelle, 2024).

Les données des diamétres des zones d’inhibition exprimés par la moyenne + écart
type, ainsi que le type de sensibilité des bactéries vis-a-vis aux traitements par les huiles

essentielles, sont regroupés dans le tableau 23.

Tableau 23. Résultats en diamétres d’inhibition de ’aromatogramme de P. graveolens et S.

officinalis
Souches E. coli K. P. S S. aureus | E. coli P. S, C.
. N Marcescens ATrcc N aureus .
pneumoniae | aeruginosa aeruginosa albicans
25922 Arcc
Arcc 27923
Plantes 27853
(HE)
P. 11,00 11,50 11,40 13,75 20,95 14,50 09,00 12,15 53,00

graveolens | +00,00* | +00,70* +01,27+ +01,06* | +00,77+ | 202,12+ | +00,00* |=+01,20* | +00,70+

S 11,50 15,00 09,00 13,25 12,50 13,25 11,25 10,50 11,50
officinalis | £00,70* | +01,41*" | +00,00+ +00,35% | +02,12* | =01,06* | =01,06* |=+00,70* | +02,12*
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+ : sensible :++ :tres sensible ; +++: extrémement sensible

D’aprés résultats obtenus, on constate que la sensibilité bactérienne varie en fonction
de I'huile essentielle et de ’espéce bactérienne. Dans le cas de P. graveolens, on note que
I’HE exerce un effet antibactérien trés important contre les souches bactériennes. D’ailleurs,
la souche S. aureus a gram positif se montre extrémement sensible avec un diametre
d’inhibition qui dépasse 20mm. Quant a l’effet de I’'HE de S. officinalis, il semble étre
considérable chez la plupart des souches étudiées, avec des zones d’inhibitions allant de
10,50+00,70mm jusqu’a 15,00+01,41mm. Ce dernier est représenté par la souche K.

pneumoniae qui s’avere étre la plus sensible au traitement.

La souche la plus invasive, P. aeruginosa, a montré une sensibilité aux deux huiles
essentielles avec un diamétre d’inhibition de 09,00mm. Quant a la levure C. albicans, elle
amarqué le plus fort diamétre d’inhibition de tous les traitements, avec I'HE de P.

graveolens.
11.3.2.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices

L'ensemble des valeurs des concentrations minimales inhibitrices sont consignées
dans le tableau 24. On constate des valeurs variables pour les deux huiles essentielles, en
allant de 7,81 a 500 ul/ml pour I’HE de P. graveolens et de 62,5 a 500 ul/ml pour I’HE de S.
officinalis. Cependant, la levure C. albicans a montré la plus petite valeur avec I’HE de P.

graveolens.

Tableau 24. Valeurs des concentrations minimales inhibitrices pour les huiles essentielles de

P. graveolens et S. officinalis.

CMI (ui/ml)
Souches bactériennes
P. graveolens S. officinalis
E. coli 250 250
K. pneumoniae 62,5 125
P. aeruginosa 500 500
S. marcescens 500 125
S. aureus 62,5 125
E. coli ATCC 25922 125 125
P. aeruginosa ATCC 27853 62,5 125
S. aureus ATCC 27923 500 125
C. albicans 7,81 62,5
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11.3.3. Inhibition du Biofilm

La figure 50, révéle le pourcentage d’inhibition du biofilm de chaque souche pour les
deux plantes étudiées. D’une maniére comparative, I’huile essentielle de S. officinalis semble
étre la plus forte en terme d’inhibition du biofilm par rapport a I’huile essenticlle de P.
graveolens. Par ailleurs, la plus forte inhibition a été enregistrée contre la souche P.
aeruginosa ATCC 27853 avec un taux d’inhibition de 88,19 % ; tandis que la souche K.

pneumniae a montré le plus faible pourcentage d’inhibition avec I’HE de P. graveolens.

Taux d'inhibition de biofilm (%0)
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Figure 50. Taux d’inhibition de la formation du biofilm.
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I1.4. DISCUSSION

Les antibiotiques ne cessent de perdre leur efficacité vis-a-vis les bactéries et la
résistance est de plus en plus grave. Néanmoins, la multi-résistance n’est pas encore bien
définie. Certains microbiologistes considérent une bactérie multi-résistante si elle résiste a
une ou plusieurs familles d’antibiotiques (Siegel et al., 2007), d’autres la considérent ainsi, Si

elle résiste a trois antibiotiques ou plus (Schwarz et al., 2010).

Plusieurs méthodes d’évaluation sont reconnues en microbiologie pour déterminer le
degré de sensibilité des souches microbiennes. La méthode la plus adoptée est la méthode de
diffusion en milieu solide ou plus précisément ’aromatogramme, quand il s’agit d’essences

végétales, car elle permet le contact direct avec la cible biologique.

La sensibilité des souches bactériennes dépend du type de Gram, ou dans la majorité
des cas étudiés les souches a Gram (+) semblent étre les plus sensibles au traitement par
rapport a celles a Gram (-) (Cox et al., 2000; Ramtin et al., 2013; Tongnuanchan & Benjakul,
2014 ; Ouelhadj et al., 2017). Toutefois, d’autre études montrent que les souches a Gram (-)
présentent une sensibilité égale ou plus importante que celle des bactéries a Gram (+) (Sarter
et al., 2007). Nos résultats dévoilent les deux cas, ou dans le cas du traitement par ’'HE de P.
graveolens la souche, S. aureus a Gram (+) était plus sensible que les souches a Gram (-). En
revanche, la méme souche était moins sensible au traitement par I’HE de S. officinalis par

rapport aux autres a Gram (-).

Cette différence de sensibilité peut étre expliquée d’un c6té par la nature de la
structure de la paroi cellulaire externe des bactéries. De sorte que, les souches a Gram (-) ont
une paroi cellulaire solide a trois couches, avec une membrane plasmique a l'intérieur, suivie
d'une fine couche de peptidoglycane et terminée par une couche externe de
lipopolysaccharides et de protéines. Par conséquent, non seulement cette paroi forme une
barriére imperméable aux substances hydrophobes, empéchant leur pénétration dans la cellule
(Leclerc et al., 1995), mais aussi, la présence de protéines qui agissent comme des pompes
d'efflux, dégagent ’agent antimicrobien avant qu'il n'agisse dans la cellule (Cattoir, 2004). A
I’inverse, les souches a Gram (+) possédent une paroi composée uniquement de

peptidoglycane ce qui facilite la pénétration des substances.

D’autre part, la composition chimique, la densité et la texture des HE’s déterminent la

pénétration cellulaire (Cal, 2006). De plus, le pouvoir antibactérien exercé par les deux
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plantes contre les souches étudiées est di probablement a la forte teneur en terpénes.
Drailleurs, d’aprés la littérature, ce pouvoir antibactérien est li¢ principalement a leurs
composés majoritaires, tels que le limonéne, le géraniol et le citronellol pour P. graveolens
(Boukhatem et al., 2013) ainsi que, le camphor, a-thujone et le 1,8-cineole pour S. officinalis
(El Jery et al., 2020; Christaki et al., 2023). Cependant, il est important de souligner que les
composants actifs mineurs interagissent en synergie avec les autres composants de I’'HE, ce
qui pourrait affecter ’activité biologique, notamment 1’antimicrobienne, de sorte qu’il n’est

pas évident de limiter 1’activité uniquement aux composants majoritaires.

En outre, de nombreuses études antérieures ont dévoilé 1’activité antimicrobienne des
HE’s de P. graveolens et de S. officinalis provenant de différentes régions du monde, contre

une large gamme de microorganismes.

De I’ Algérie, Boukhatem et al. (2013) ont évalué I’activité de ’'HE de P. graveolens
qui semble étre efficace contre les souches étudiees, avec des résultats semblables aux notres
contre les souches, S. aureus, E. coli, E. coli ATCC 25922 et P. aeruginosa ATCC 27853. De
méme, une ¢étude plus récente a montré des diamétres d’inhibition similaires a ceux
enregistrés dans notre étude sur les souches E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae et P.

aeruginosa (Ouelhadj et al., 2017).

L’étude de Ben Elhadj et al. (2020) a démontré I’efficacité I’HE de P. graveolens de
la Tunisie contre une collection de souches bactériennes. Notant, en particulier, son effet
contre la souche P. aeruginosa avec un diamétre d’inhibition trés important, dépassant de
loin le résultat obtenu dans notre étude, d’autant plus que cette souche est bien connue pour
sa résistance intrinséque en raison de la faible perméabilité de sa paroi cellulaire (Slama,
2008).

Quant a S. officinalis, des résultats relativement différents de ceux obtenus dans notre
¢tude ont été enregistrés dans 1’étude de Alloun, (2013) ou I'HE a exercé un effet
antimicrobien modéré contre les souches E. coli et C. albicans, tandis qu’une résistance a été
bien déterminée chez la P. aeruginosa. Par ailleurs, El jery et al. (2020) ont confirmé le
pouvoir antimicrobien de ’'HE de I’Arabie saoudite. En outre, celle de la Grece a présenté
une activité antibactérienne contre la souche S. aureus a Gram positif, mais s'est révélée

inefficace contre E. coli a Gram négatif (Christaki et al., 2023).

La détermination de la concentration minimale inhibitrice est un parametre largement

appliqué en microbiologie, dans le but de confirmer I’activité antibactérienne, en particulier
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celle des extraits de plantes (Olmedo-Juarez et al., 2019 ; Mendes et al., 2022). En effet,
Alves et al. (2008) ont suggéré que c’est la meilleure méthode parmi les méthodes utilisées.
Par ailleurs, des valeurs différentes sont enregistrées dans notre étude dont la souche ayant
présenté un diametre d’inhibition plus important est celle qui présente une valeur de CMI la

plus faible.

La présence de biofilm se considére avantageuse pour plusieurs raisons, notamment sa
présence dans I’appareil gastro-intestinal qui joue un role protecteur et facilite la digestion
(Macfarlane & Dillon, 2007). Son usage s’observe également dans de nombreux domaines,
tels que I’agroalimentaire (production de 1’éthanol). D’autres part, elle constitue un véritable
sujet d’inquiétude en milieu médical, ou de nombreuses maladies sont exclusivement induites
par des infections a biofilm (Mishra et al., 2023). Par ailleurs, le taux de mortalité s’est avéré
plus important en raison des nouveaux mécanismes de résistance développés par les

infections a biofilm (Jamal et al., 2018).
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5. CONCLUSION

Ce chapitre vise a évaluer le potentiel antimicrobien des huiles essentielles des plantes
étudiées, Pelargonium graveolens (Geraniaceae) et Salvia officinalis (Lamiaceae), contre un
large éventail de microorganismes a savoir un champignon des agrumes (Fusarium sp.), des
bactéries cliniques (Escherichia coli ; Klebsiella pneumoniae ; Pseudomonas aeruginosa ;
Serratia marcescens ; Staphylococcus aureus), des bactéries référencées (E. coli ATCC
25922 ; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ; Staphylococcus aureus ATCC 27923) et une

levure (Candida albicans).

L’étude de I’activité antifongique a révélé une sensibilité hautement significative de
I’espéce fongique a différentes concentrations des huiles essentielles par rapport au fongicide

chimique, Agriconazole, utilisé comme controle de référence.

D’autre part, les souches bactériennes testées ont présenté une résistance aux
antibiotiques expérimentés a 1’exception de quelques molécules; tandis que la levure étudiée
a montré une sensibilité aux deux antifongiques cliniques utilisés (Amphotéricine B et
Fluconazole). En revanche, les huiles essentielles ont exhibé un potentiel antibactérien trés

important contre les souches planctoniques ou complexes (biofilm).

En conclusion, les résultats obtenus prouvent 1’efficacité des huiles essentielles contre
les microorganismes étudiés, suggérant qu’elles devraient étre considérées comme des
antimicrobiennes naturelles alternatives aux produits chimiques. Toutefois, il est
recommandé d’explorer la possibilité de fabriquer de nouveaux médicaments a base d’huiles

essentielles de certaines plantes aromatiques et médicinales.
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Etude in silico : Intvoduction

INTRODUCTION

Depuis I’antiquité I’homme cherchait a améliorer sa vie et a satisfaire ses besoins
fondamentaux pour répondre aux défis de son temps. La recherche de nouveaux produits a
visé thérapeutiques constitue 1'une de ces principaux intéréts. Cependant, des si¢cles se sont
écoulés entre la recherche d’une molécule cible depuis la nature jusqu’a son application
comme traitement. Ces derniéres années, la chimie computationnelle a mis en ceuvre de
nouvelles approches théoriques basées sur des méthodes de calcul algorithmiques qui jouent
un réle crucial dans le processus de conception de médicaments. Ces approches ont gagné
une immense popularité principalement en raison des économies d’effort, de temps et de co(t
engagé durant les expérimentations in vitro et in vivo (Raies & Bajic, 2016; Rahman et al.,
2021); également, ¢a réduit le nombre d’animaux utilisés pour les tests (Rai & Kaushik,

2018) et facilite la manipulation (Hagstrom et al., 2015).

L’intérét principal de ces approches est de fournir les informations nécessaires sur les
structures des molécules d’intérét et d’¢lucider, d’autre part, les phénomenes d’interaction. Le
docking moléculaire, 1'un de ces approches, s’emploi principalement pour étudier
I’interaction moléculaire et d’estimer I’affinit¢ entre les xénobiotiques et les cibles
biologiques (da Silva et al., 2018 ; Senol et al., 2024). De plus, il permet de prédire la relation
structure-activité formée entre deux ou plusieurs molécules (Vijesh et al., 2013 ; Salaria et
al., 2021). En outre, cette approche est soutenue par une autre, appelée simulation de
dynamique moléculaire, qui permet d'étudier I'évolution de la stabilité structurelle du
complexe formé, au cours du temps dans des conditions thermodynamiques prédéfinies, ce

qui rend la modélisation plus réaliste.

Par ailleurs, de nombreux serveurs web tels que SwissADME, Molinspiration,
ADMET Iab et OSIRIS ont été développés pour évaluer d’une maniére trés rapide et précoce
les propriétés pharmacocinétiques, physico-chimiques et toxicologiques des molécules
destinées a devenir médicaments. Par conséquent, la chimie computationnelle tient une place
de plus en plus importante non seulement dans I’industrie pharmaceutique, mais aussi en

biologie et en médecine.

A cet égard, nous allons aborder dans ce chapitre le principe de quelques approches
citées auparavant et qui sont couramment utilisées, notamment le docking et la dynamique
moléculaire et I’étude ADME-T.
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1. DOCKING MOLECULAIRE

* Principe

Le docking est une technique virtuelle de modélisation et d’amarrage moléculaire, qui
permet de prédire et de visualiser les différentes possibilités de liaison et d’adaptation de
deux structures moléculaires. Plus précisément, il étudie 1’interaction entre une molécule dite

‘ligand’ avec une cible biologique, souvent de nature protéique jouant le role d’un récepteur.

Les résultats du docking s’expriment en score, qui se définit comme étant I’énergie
résultante de la liaison des molécules (ligand-récepteur). Le score le plus faible reflete une
affinité plus élevée entre les molécules et donc c¢a indique la position la plus favorable du

T L3 (keal/mol)
Ligand —
- 1 (kcal/mol)
o ‘
~11 (keal/mol) meilleure position

Formation de complexe :
différentes positions

complexe (Fig. 51).

Récepteur —y

&

Figure 51. Principe du docking moléculaire.
= Application

Dans cette étude, le docking moléculaire a été effectué dans le but de confirmer I’activité
biologique (in vitro) des huiles essentielles illustrée dans les chapitres antérieurs. Nous avons
opté d’étudier I’interaction de quelques composants de 'HE de P. graveolens contre la

souche fongique Fusarium sp.

La structure PDB [PDB ID : 2PS6] qui représente la cible biologique a été téléchargée de
la base de données Protein data Bank (www.pdb.org) qui propose plusieurs structures
provenant de différents organismes (Fig. 52). Tandis que les ligands sont représentés par la

structure 3D des composants majoritaires des HE.
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Figure 52. Interface de la base de donnée Protein Data Bank.

Une étape préliminaire avant de lancer le docking consiste & préparer le ligand en
optimisant sa géométrie et en minimisant son énergie a 1’aide du logiciel LigPrep 3.8. De
méme, la cible protéique a été soumise & un prétraitement, élimination des molécules d'eau et
une minimisation de [I'énergie a laide du protocole Protein Preparation Wizard de
Schrodinger Suite 2016-Update 2. Par la suite, les atomes d’hydrogene ont été ajoutés aux
structures et les ordres de liaison ont été attribués. Ainsi, le docking moléculaire est effectué
par le logiciel AutoDock VINA et la pose ayant le meilleur score a éte retenue. Pour mieux
interpréter les résultats du docking, un re-docking du ligand proposé avec la protéine PDB est

fait et est considéré comme référence.
= Résultats et interprétation

Le docking moléculaire de quelques composants de I'HE de P. graveolens
(citronellol, citronellyl-formate, isomenthone, géranyle-formate et phenyl-ethyl tiglate) avec
la cible biologique représentant le champignon Fusarium sp. a montré qu'ils interagissaient

bien les uns avec les autres.

Le Tableau 25 montre les valeurs de docking score résultantes des interactions des
ligands (composants de I’'HE) avec la protéine ‘2PS6’ représentant la cible biologique. On
peut constater que les composés sélectionnés ont montré un meilleur score par rapport a celui

du ligand de référence.

Les composes citronellol et isomenthone montrent une stabilité importante dans le site
actif de la protéine avec un score égale a -4.108 et -4.220 kcal/mol, respectivement. Les trois
composeés, citronellol, géranyle-formate et isomenthone ont formé chacun deux interactions

hydrogénes de liaison en tant qu’accepteurs. Pour 1’isomenthone et le géranyle-formate la
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liaison a été faite par l'intermédiaire de l'atome d'oxygene du groupe carbonyle avec les
acides aminés TYR111 et TRP126 (Fig. 53C, 53D); tandis que la liaison du citronellol a été
faite par l'atome d'oxygéne du groupe hydroxyle avec les mémes acides aminés (Fig. 53A).
Les deux autres composes, le citronellyl-formate et le phenyl-ethyl tiglate ont formé une
seule interaction hydrogéne de liaison en tant qu'accepteur, avec ASN130 par l'intermédiaire

de I'atome d'oxygene du groupe carbonyle (Fig. 53B, 53E).

citronellol, B: citronellyl formate, C: isomenthone, D: geranyl formate, E: phenyl-ethyl tiglate).
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Tableau 25. Valeurs des docking scores (Kcal/mol) des différents composés ainsi que de la

référence.
Composés Docking score, XG (kcal/mol)
Citronellol -4.108
Citronellyl-formate -3.825
Isomenthone -4.220
Géranyle formate -4.030
Phenyl-ethyl tiglate -3.910
Référence -3.520
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2. DYNAMIQUE MOLECULAIRE
* Principe
La dynamique moléculaire est une approche utilisée en conjonction avec le docking
moléculaire, qui permet de simuler 1’évolution temporelle d’une espéce chimique, le plus
souvent, des complexes ligand-protéine, en allant de femto-seconde (fs: 10™%s) a la
milliseconde (ms). Cette approche repose sur I’utilisation des équations classiques de

mouvement notamment I’équation de Newton.

La dynamique moléculaire permet également de comprendre les interactions, les
mouvements et les changements de conformation des molécules, tout en tenant compte des

conditions thermodynamiques (Température, volume, pression).
= Application

La simulation a été faite a I'aide du logiciel Desmond Schrodinger afin de confirmer
la stabilité des complexes résultants du docking moléculaire. Les complexes a étudier, ont été
mis préalablement a un prétraitement, comprenant I’optimisation et la minimisation a l'aide
de l'assistant de préparation des protéines de Maestro. Avant de lancer la simulation, un
solvant de type TIP3P a été sélectionne avec une boite orthorhombique, des contre-ions ont
été introduits pour neutraliser les modéles et le chlorure de sodium (NaCl) 0,15M a été ajouté
pour imiter les conditions physiologiques. Ainsi, une température de 300 K avec une pression
de 1 atm ont été choisis. Le temps de simulation a été fixé a 100 ns, avec un intervalle

d’enregistrement de 0,1 ns pour permettre une bonne visualisation.

L’évaluation de la stabilité a été basée sur la comparaison de I’écart quadratique
moyen (RMSD) et les valeurs de la fluctuation quadratique moyenne (RMSF) de la protéine

et du ligand, au cours du temps.
= Résultats et interprétation

Les résultats de la simulation dynamique moléculaire s’interprétent en fonction de
I’évolution des valeurs de 1'écart quadratique moyen [RMSD : Root Mean Square Deviation]
qui permettent d'évaluer le comportement structurel de la protéine et également des valeurs
de la fluctuation quadratigue moyenne [RMSF: Root Mean Square Fluctuation] qui

démontrent la stabilité de la liaison du ligand a la protéine.
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> Détermination des valeurs RMSD

Les figures 54 et 55 illustrent I'évolution des valeurs RMSD pour les atomes des
protéines liées au ligand (citronellol et isomenthone) au fil du temps. L'axe des ordonnées de
gauche montre la variation de la RMSD de la protéine; tandis que I'axe des ordonnées de
droite montre la variation de la RMSD du ligand, et ceci est en fonction du temps.

Pour le complexe protéine-citronellol, on constate que la protéine a atteint la stabilité a 40
ns et les fluctuations restent dans la limite de 0,8 A pendant toute la durée de la simulation
(Fig. 54), ce qui est parfaitement acceptable. Les valeurs RMSD des protéines adaptées au
ligand ont fluctué dans les 2 angstroms jusqu'a 100 ns, aprés avoir atteint I'équilibre et sont
restées stables pendant toute la durée de la simulation.
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Figure 54. Ecart quadratique moyen (RMSD) des atomes de la protéine et du ligand (protéine-

citronellol) en fonction du temps.

Le tracé de la RMSD du complexe protéine-isomenthone (Fig. 55) montre que le
complexe atteint la stabilité a 10 ns. Par la suite, les fluctuations des valeurs RMSD pour la

protéine restent dans la limite de 1,0 A pendant la durée de la simulation.
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Figure 55. Ecart quadratique moyen (RMSD) des atomes de la protéine et du ligand (protéine-

isomenthone) en fonction du temps.

Les résultats obtenus montrent que les deux complexes sont stables et ne changent pas

la conformation de la structure principale de la protéine avec les ligands respectifs.
» Détermination des valeurs RMSF

Les figures 56 et 57 illustrent les valeurs de la fluctuation quadratique moyenne
(RMSF) des proteines liées aux ligands. Ces valeurs sont utiles pour indiquer les
changements locaux tout au long de la chaine protéique. Ainsi, les graphiques générés pour
les deux complexes indiquent les fluctuations du comportement de la protéine au cours de la
simulation au niveau de la zone de liaison. D’autres part, les pics les plus élevés indiquent les
zones de la protéine qui fluctuent le plus au cours de la simulation et ils correspondent

généralement aux régions N et C-terminales de la protéine.
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Figure 56. Fluctuation quadratique moyenne des résidus (RMSF) de la protéine- citronellol.
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Figure 57. Fluctuation quadratique moyenne des résidus (RMSF) de la protéine-isomenthone.

Les valeurs RMSF pour les deux complexes isomenthone-protéine et citronellol-
protéine indiquent clairement que les résidus en contact avec l'isomenthone et le citronellol

sont stables et ne fluctuent pas sur les forces de liaison induites.
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3. ADME-T
* Principe

L’étude des propriétés d’ Absorption, de Distribution, de Métabolisme, d’Elimination,
ainsi que les propriétés de Toxicité (ADME-T) se considére comme un point crucial pour
prédire et comprendre la pharmacocinétique et les caractéristiques physico-chimiques
d’une molécule ou d’un principe actif au sein d’un organisme.

= Application

Les web service Swiss ADME (http://www.swissadme.ch/), Molinspiration

(www.molinspiration.com) et le logiciel OSIRIS ont été utilisés dans cette étude, pour
déterminer les caractéristiques physico-chimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques
de quelques molécules majoritaires (camphor, a-Thujone, 1.8 cinéole, citronellol, géraniol,
linalool) des huiles essentielles étudiées. Les résultats obtenus seront par la suite
interprétés selon la régle de 5 de Lipinski, dans laquelle, les paramétres physico-
chimiques tels que les H- accepteurs ne doivent pas dépasser 10; H- donneurs pas plus de
5 et le log du coefficient de partage ‘P’ pas supérieur de 5. Quant aux propriétes
pharmacocinéetiques, les molécules doivent présenter une haute absorption orale et
intestinale, également une bonne perméabilité de la barriére hémato-encéphalique. De
plus, la regle de Lipinski incite sur les parametres de ressemblance aux médicaments

(Drug likeness), auquel I’intervalle de la violation doit étre compris entre 0 a 7.
= Résultats et interprétation

Les valeurs déterminées a ’aide des différents web-service utilisés ont montré que
les molécules majoritaires des HE étudiées respectent tous les exigences de la regle 5 de
Lipinski (Tab.26) et présentent les meilleurs propriétés pharmacocinétiques et physico-

chimiques.

Tableau 26. Propriétés ADME-T des molécules majoritaires des huiles essentielles.

Propriétés Camphor  a-Thujone 1,8 Cinéole Citronellol Géraniol Linalool

Propriétés physico-chimiques

Poids 152,23 152,23 154,25 156,27 154,25 154,25
moléculaire

(g/mol)

Rotatable bonds 0 1 0 5 4 4

H donneur 0 0 0 1 1 1
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H accepteur 1 1 1 1 1 1
TPSA (A?) 17,07 17,07 9,23 20,23 20,23 20,23
Fraction Csp3 0,90 0,90 1,00 0,80 0,60 0,60
Drug likeness
Violations 0 0 0 0 0 0
Score de 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55
biodisponibilité
Lipophilicité
Log PowilLog P 212 2.84 2.85 2,72 2,75 2,70
Solubilité dans I'eau
Log S ESOL -2.16 -2.15 -2.52 -2,94 -2,78 -2.40
Pharmacocinétique
Gl Elevé Elevé Elevé Elevé Elevé Elevé
BBB Oui Oui Oui Oui Oui Oui
CYP 1A2 Non Non Non Non Non Non
Log Kp cm/s -5.67 -5.62 -5.30 -4,48 -4,71 -5,13
Risques de toxicité
Mutagene Non Non Non Non Non Non
Tumorigene Non Non Non Non Non Non
Irritant Non Non Non Non Non Non
Effet sur la Non Non Non Non Non Non

reproduction

En ce qui concerne les parametres physico-chimiques déterminés, le nombre des
donneurs de liaisons hydrogene, leur faible poids moléculaire et le nombre d'accepteurs de
liaisons hydrogéne reflétent leur forte absorption par l'organisme et leur forte perméabilité
dans les tissus. De plus, les valeurs de TPSA respectant I’intervalle, 17,07A2< TPSA
<26,30A2, caractérisent également la capacité des molécules & étre mieux absorbé par
I’organisme, que ce soit par les intestins ou a travers la barriére hémato-encéphalique. Quant
aux parametres de ressemblance avec les médicaments (drug-likeness), les six molécules ne
présentent aucune violation, avec des scores de biodisponibilité qui les qualifient de
molécules a potentiel médicamenteux. En outre, les parameétres pharmacocinétiques sont
conformes aux résultats des paramétres physicochimiques, d'ou il ressort que les molécules
peuvent traverser le tractus gastro-intestinal (GI) et la barriere hémato-encéphalique (BHE)
avec une grande capacité. Ces deux parametres sont essentiels pour estimer les différentes

étapes du processus de découverte d'un médicament (Daina & Zoete, 2016). Selon les
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données fournies par le logiciel OSIRIS, les molécules en question ont été évaluées et ne

présentent aucun signe de toxicité.

Un autre paramétre pour estimer l'acces des molécules au cerveau et leur capacité a
traverser le tractus gastro-intestinal, c’est le Boilled Egg. Ce paramétre n'utilise que les
valeurs TPSA et cLogP et repose sur des calculs de lipophilie et de polarité des molécules. Le
Boilled Egg se présente sous forme de trois zones, une zone grise qui indique qu’il n'y a pas
d'absorption intestinale, ni d'accés a la barriére hémato-encéphalique; 1’autre zone est blanche
présente 1’espace ou il y’a une forte probabilité que la molécule soit absorbés par le tractus
gastro-intestinal; tandis que la zone jaune, c’est pour les molécules ayant une forte probabilité
de traverser la barriere hémato-encéphalique. De plus, la couleur de point, qui peut étre rouge
ou bleu, indique si la molécule est susceptible d'étre eéliminée du systeme nerveux central par

la glycoprotéine-P ou non.

La figure 58 présente les Boilled Egg de chaque molécule étudiée et montre des
points rouges qui s’insérent dans la zone jaune. Cela signifie que les molécules ne seront pas
éliminées du systeme nerveux central par la glycoprotéine P et qu'elles auront un acces facile

au systé me nerveux.

camphor a-thujone 1,8 cinéole

citronellol géraniol linalool

Figure 58. Boilled Egg des molécules majoritaires des HE étudiées.
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Le profil déterminé par I’étude ADME-t reflete la capacité des molécules étudiées a
franchir les différentes barriéres d’absorption, de distribution, de métabolisme et d’excértion

depuis leur site d’administratin = jusqu’a atteindre la cible thérapeutique.
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CONCLUSION

Ce chapitre vise a élucider le rdle de la chimie computationnelle, qui a fait des progres
considérables principalement dans le domaine de la conception de médicaments, en abordant
les approches les plus connues et les plus couramment utilisées. Le docking moléculaire, la

dynamique moléculaire et une etude ADME-T ont été sélectionnés pour 1’étude in silico.

le dokcing moléculaire vient de confirmer les résultats de I’étude in vitro, examinés
dans les chapitres précédents; en étudiant I’intercation de quelques composants majoritaires
des huiles essentielles avec des cibles biologiques. Une simulation de dynamique moléculaire
vient par la suite élucider I'évolution de la stabilité structurelle des complexes formés, au
cours du temps et dans des conditions thermodynamiques prédéfinies. De plus, les propriétés

physico-chimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques des molécules, ont été détermines.

Le docking moléculaire valide les résultats de I'étude in vitro, montrant que les
molécules interagissent bien avec la cible biologique et se lient au site actif avec d'excellents
scores de liaison. En outre, la simulation de dynamique moléculaire confirme la stabilité des
complexes dans le temps. L’étude ADME-T prouve que les molécules étudiées ont de bonnes
caractéristiques physicochimiques et de bonnes propriétés pharmacocinétiques, ce qui en fait

de bonnes molécules d'intérét médical.

En conclusion, I’étude in silico confirme I’étude in vitro et montre que les composés
étudiés des HE possédent les différents propriétés requises pour étre des molécules a visé

thérapeutique.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Dans le cadre de notre travail relatif aux plantes médicinales et aromatiques, nous
nous sommes intéressés a valoriser deux espéces de familles différentes a savoir
Pelargonium graveolens (Geraniacea) et Salvia officinalis (Lamiacea). La recherche de
nouvelles stratégies de lutte contre les différents risques menacant la santé humaine, nous a
amené a collaborer deux disciplines majeures, la biologie et la chimie. Ainsi, plusieurs

paramétres ont été déterminés et de nombreuses activités ont été évaluées.

L’identification des especes végétales, I’extraction de leurs huiles essentielles et la
détermination de leurs compositions chimiques ont été les premiers points a aborder dans
notre recherche. A ce propos, une étude histologique a été réalisée sur les parties aériennes
des plantes, suivie d’une série d’analyses qualitatives et quantitatives afin de déterminer les
sites sécréteurs des huiles essentielles, leurs caractéristiques physico-chimiques et

organoleptiques ainsi que leurs compositions biochimiques.

L’infestation des denrées alimentaires par les insectes ravageurs est I'un des
principaux problémes qui menage la sécurité alimentaire. A cet égard, nous nous sommes
intérésses a évaluer le pouvoir insecticide des huiles essentielles des plantes étudiées contre
deux ravageurs, a savoir le coléoptere Tribolium castaneum (Tenebrionidae) et le Iépidoptére
Ephestia kuehniella (Pyralidae). L’HE extraite de S. officinalis en étant seule ou formulée
avec ’argile a été testée contre le coléoptére et ’HE de P. graveolens contre le Iépidoptere.
L’HE de S. officinalis a induit une forte toxicité par fumigation contre T. casteneum avec un
effet répulsif et un fort pouvoir anti-appétant. De méme, la formulation Argile-HE a
provoqué un effet toxique et répulsif contre le méme insecte. D’une autre part, ’HE de P.
graveolens, a perturbé la reproduction de la pyrale E. kuehniella en prolongeant la période du
développement nymphal et la période de pré-oviposition et en diminuant la durée de la
période d’oviposition, affectant ainsi la fécondité des femelles. De plus, une étude
morphométrique et une étude biochimique montrent que ’'HE de P. graveolens réduit
également la taille et le volume des ovaires chez les femelles adultes, ainsi que le contenu des

vitellines dans les ovaires.

La contamination par les souches microbiennes quelle que soit leur origine, constitue
également un grave danger pour la santé. Notre étude examine le potentiel antimicrobien des
HE contre une collection de souches fongiques provenant de cultures d'agrumes, a savoir

Fusarium sp, et des souches prélevées d'infections chez des patients hospitalisés, a savoir
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bactéries cliniques (Escherichia coli ; Klebsiella pneumoniae ; Pseudomonas aeruginosa ;
Serratia marcescens ; Staphylococcus aureus), bactéries référencées (E. coli ATCC 25922 ;
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ; Staphylococcus aureus ATCC 27923) et une
levure (Candida albicans). Le potentiel antimicrobien des HE a également été évalué contre
la forme complexe des bactéries (biofilm). Les résultats obtenus démontrent 1’éfficacité des

huiles essentielles contre tous les microorganismes testés.

Une étude in silico vient en dernier élucider le réle de la chimie computationnelle et
illustrer D’intéraction des huiles essenticlles avec les cibles biologiques. Le docking
moléculaire qui étudie I’intercation des molécules avec les cibles, confirme les résultats de
I’étude in vitro réalisée contre la souche fongique. D’autre part, une simulation de dynamique
moléculaire a déterminé I'évolution de la stabilité structurelle des complexes formés par le
docking au cours du temps. Ainsi, quelques composants majoritaires des deux huiles
essentielles ont fait I’objet d’une étude ADME-T afin de déterminer leurs propriétés physico-

chimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques.

En conclusion, les activités biologiques étudiées démontrent 1’efficacité des huiles
essentielles contre les insectes ravageurs et les microorganismes testés. De plus, 1’étude in
silico prouve que les composants majoritaires possedent les différents propriétés requises
pour qu’elles soient des molécules a visé thérapeutique ; suggerant que les huiles essentielles
de P. graveolens et de S. officinalis devraient donc étre considérées comme des alternatives

naturelles antimicrobiennes et insecticides aux produits chimiques.
Ainsi, a I’avenir il serait pertinant d’explorer d’autres paramétres a savoir:

» Confirmer notre recherche sur I’effet insecticide avec d’autres plantes
aromatiques et médicinales de 1’ Algérie.

» Enrichir nos resultats sur le pouvoir antimicrobien avec une étude in vivo.

> Faire le docking et la dynamique moléculaire pour les composés mineurs des

huiles essentielles.
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Résumé

RESUME

Le présent travail s'inscrit dans le cadre d'une collaboration de recherche entre deux
laboratoires d'excellence, le Laboratoire de Biologie Animale Appliquée (LBAA) et le
Laboratoire de Chimie Organique Appliquée (LCOA), dans le but de valoriser deux plantes
locales a savoir Pelargonium graveolens (Geraniaceae) et Salvia officinalis (Lamiaceae) et

d'identifier de nouvelles molécules d'origine végétale a potentiel insecticide et thérapeutique.

Une étude histologique a été realisée sur les parties aériennes des deux plantes étudiées
pour localiser les structures sécrétrices des huiles essentielles. Ces dernieres ont été extraites
par hydrodistillation et ont fait I’objet de quelques analyses qualitatives et quantitatives. Une
analyse physico-chimique a été réalisée pour confirmer la pureté des HE. Un screening
phytochimique a été fait pour identifier les principaux groupes chimiques. Enfin, une analyse
chromatographique sur couche mince et sur phase gazeuse couplée a une spectrométrie de
masse (CPG/SM) ont été effectuées pour déterminer les composants chimiques. Les résultats
obtenus, démontrent que les deux plantes étudiees sont riches en terpénes. La CPG-SM nous a
permis d’identifier, chez P. graveolens, 57 composés dont le p-citronellol (23,67%), le géraniol
(14,57%) et le linalool (6,09%) comme composés majoritaires. De plus, chez S. officinalis,
parmi les 42 composés identifiés, les composés majoritaires sont le camphor (18,59%), I’a-
thujone (16,37%) et le 1,8 cinéole (16,10%).

Au cours de notre étude, plusieurs activités biologiques des HE ont été évaluées :

Le potentiel insecticide des HE contre deux insectes ravageurs de culture a savoir
Tribolium castaneum (Ténébrionides) et Ephestia kuehniella (Pyralidés) a été estimé. Les
parametres étudiés contre le T. castaneum ont noté une toxicité de I’HE de S. officinalis,
administrée seule ou en formulation avec I’argile, un fort effet répulsif et un potentiel anti-
appétant. Tandis que I’HE de P. graveolens administrée a E. kuehniella révele que le potentiel
reproducteur de I’insecte a été perturbé et que la fécondité des femelles a été affectée. De plus,
I’étude morphométrique et I’étude biochimique montrent que I’HE réduit également la taille et

le volume des ovaires chez les femelles adultes ainsi que la teneur en vitellines.

L’activité antifongique des huiles essentielles a été estimée contre un champignon des
agrumes, Fusarium sp. et a montré une sensibilité hautement significative du champignon a
I’égard de différentes concentrations des HE. Ces dernieres ont montré un effet antibactérien

trés important contre plusieurs souches bactériennes testées, simples ou complexes (biofilm).
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Une étude in silico, a ensuite été menée sur les molécules majoritaires afin de mieux
comprendre leurs mécanismes d'action et de déterminer leurs propriétés pharmacocinétiques.
Le docking moléculaire montre que les biomolécules interagissent bien avec la cible biologique
et valide les résultats démontrés in vitro. La simulation de la dynamique moléculaire (MDS)
soutient les résultats du docking moléculaire et montre la stabilité des complexes tout au long
de la période de simulation. De plus, I'étude des paramétres d'absorption, de distribution, de
métabolisme, d'excrétion et de toxicité (ADMET) de ces molécules prouvent que les
composants majeurs de P. graveolens et de S. officinalis pourraient étre des molécules

potentiellement thérapeutiques.

En conclusion, les huiles essentielles de P. graveolens et S. officinalis pourraient

constituer une source trés importante de molécules a pouvoir insecticide et thérapeutique.

Mots clés: Pelargonium graveolens, Salvia officinalis, huiles essentielles, effet

insecticide, effet bactéricide, effet fongicide, étude in silico.
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ABSTRACT

The present work is part of a research collaboration between two laboratories of
excellence, the Laboratory of Applied Animal Biology (LAAB) and the Laboratory of Applied
Organic Chemistry (LAOC), with the aim of valorizing two regional plants, namely
Pelargonium graveolens (Geraniaceae) and Salvia officinalis (Lamiaceae), and identifying new

molecules of plant origin with insecticidal and therapeutic potential.

A histological study was carried out on the aerial parts of the two plants to locate the
structures secreting the essential oils. Essential oils were extracted by hydrodistillation and
subjected to several qualitative and quantitative analyses. A physicochemical analysis was
carried out to confirm the purity of the EOs. Phytochemical screening was carried out to
identify the main chemical groups and, finally, thin layer chromatographic and gas
chromatographic analysis coupled with mass spectrometry (GC/MS) were performed to

determine the chemical components.

The results obtained show that the two plants studied are rich in terpenes. GC/MS
enabled us to identify 57 compounds in P. graveolens, including B-citronellol (23.67%),
geraniol (14.56%), and linalool (6.09%) as the majority compounds. Furthermore, in S.
officinalis, of the 42 compounds identified, the majority are camphor (18.59%), a- thujone
(16.37%), and 1,8 cineole (16.10%).

In our study, several biological activities of EOs were evaluated:

The insecticidal potential of EOs against two crop pests, Tribolium castaneum
(Tenebrionidae) and Ephestia kuehniella (Pyralidae), was estimated. The parameters studied
against T. castaneum revealed the toxicity of S. officinalis EO against the insect, with a strong
repellent effect and anti-feeding potential. Similarly, this EO formulated with clay showed a
more toxic and repellent effect against this insect. While the EO of P. graveolens administered
to E. kuehniella reveals that the reproductive potential of the insect was disrupted and that the
fertility of females was affected. In addition, morphometric and biochemical studies show that
P. graveolens EO also reduces ovary size and volume in adult females, as well as yolk content

in the ovaries.

The antifungal activity of essential oils was assessed against a citrus fungus, Fusarium

sp., and showed highly significant sensitivity of the fungus to different concentrations of EOs.
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Wbstract

The latter showed a highly significant antibacterial effect against several bacterial strains

tested, both simple and complex (biofilm).

An in silico study was then carried out on the majority of compounds to understand
their mechanisms of action and determine their pharmacokinetic properties. Molecular docking
shows that the biomolecules interact well with the biological target, validating the results
demonstrated in vitro. Molecular dynamics simulation (MDS) supports the molecular docking
results and shows the stability of the complexes throughout the simulation period. In addition,
the study of the absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity (ADMET)
parameters of these molecules proves that the major components of P. graveolens and S.

officinalis could be potentially therapeutic molecules.

In conclusion, P. graveolens and S. officinalis essential oils could be very important

sources of molecules with insecticidal and therapeutic properties.

Keywords: Pelargonium graveolens, Salvia officinalis, essential oils, insecticidal
potential, bactericidal effect, fungicidal effect, in silico study.
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