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Résumé

Cette these rend compte des investigations antérieures sur Tetraclinis articulata et la présente
étude a éte consacrée a I'étude de la composition chimique et de l'activité antioxydante des
huiles essentielles de la sciure de bois, des feuilles et des cones de T. articulata du Maroc (de
la région de Khemisset). Le rendement obtenu par hydrodistillation est de I'ordre de 2.19 %,
0.46 % et 0.33 %, respectivement. L'analyse GC-MS de differentes huiles essentielles a
identifié 22 composés dans la partie sciure, 6 composés dans les feuilles et 23 composés dans
les cones représentant respectivement 87.25%, 97.89% et 92.23% de la composition totale.
Les résultats de l'activité antioxydante ont montré que I'huile essentielle de sciure de bois
(ICs0 = 0.0144 mg/mL) a une activité antioxydante tres intéressante par rapport aux autres
échantillons. L'activité antibactérienne de I'HE de sciure de bois a un excellent effet inhibiteur
contre les bactéries testées : Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Cronobacter sakazakii et Salmonella enterica serrovar Enteritidis. De plus, l'activité
insecticide de I'huile essentielle de sciure de bois est sensible vis-a-vis de I'insecte Sitophilus
granarius, elle s'est révélée plus toxique par contact (DLso = 40.625 pL/cm?) que par
fumigation (DLso >100 pL/cm®) pour 24h d’exposition. La teneur totale en composés
phénoliques et en flavonoides était élevée dans les extraits organiques de sciure de bois et une
forte corrélation a été observée entre la teneur elevée en polyphénols et I’importante activité
antioxydante. Par conséquent, cette plante pourrait étre une source potentielle pour la
préparation d'un médicament antioxydant naturel ou d'une préparation additive. La présente
enquéte comprend également l'extraction de la lignine de la sciure de bois a l'aide d'un
traitement a l'acide sulfurique. La lignine extraite a été caractérisée par FT-IR et DRX, ses
propriétés thermiques ont été étudiées a l'aide danalyses ATG, DTG et DSC, et sa
morphologie de surface a été observée par MEB-EDX. Les spectres FT-IR ont montré une
homogénéité dans la structure chimique de I'échantillon de lignine. Dans le test d'adsorption,
le modele du second ordre décrit mieux la cinétique de la réaction d'adsorption que le modele
du premier ordre. L'analyse des isothermes d'adsorption a l'aide de différents modeles
classiques a montré que l'adsorption peut étre gouvernée par l'isotherme de Langmuir. Les
parametres thermodynamiques ont été déterminés a partir des valeurs de la capacité maximale
d'adsorption et des constantes d'équilibre.

Mots-clés: Tetraclinis articulata ; Lignine ; Thuya ; sciure ; huiles essentielles ; analyse

phytochimique ; activité antioxydante ; activité antibactérienne ; activité insecticide ;
adsorption.



Abstract

This thesis reports previous investigations on Tetraclinis articulata and the search of present
study was dedicated to the study of the chemical composition and the antioxidant activity of
the essential oils of the sawdust, leaves and cones of T. articulata in Morocco (from
Khemisset region) the yield obtained by hydrodistillation is the order of 2.19%, 0.46% and
0.33%, respectively. The GC-MS analysis of various essential oils identified 22 compounds in
the sawdust part, 6 compounds in the leaves and 23 compounds in the cones respectively
representing 87.25%, 97.89% and 92.23% of the total composition. The results of the
antioxidant activity showed that the essential oil of sawdust (ICso = 0.0144 mg/mL) has a very
interesting anti-oxidant activity compared to other samples. The antibacterial activity of EO
from sawdust has an excellent inhibitory effect against tested bacteria: Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Cronobacter sakazakii and Salmonella enterica
serrovar Enteritidis by. Moreover, the insecticidal activity of the essential oil of sawdust is
sensitive against the insect Sitophilus granarius, it proved to be more toxic by contact (DLso=
40.625 pL/cm2) than by fumigation (DLso>100 pL/cm?®) for 24h of exposure. The amount of
total phenolic and flavonoid contents was high in the sawdust organic extracts and a strong
correlation observed between high polyphenol content and high antioxidant activity.
Therefore, this plant could be potential candidates for the preparation of a natural antioxidant
drug or an additive preparation. The present investigation includes also the extraction of
lignin from sawdust using sulfuric acid treatment. The extracted lignin was characterized by
FT-IR and XRD, its thermal properties were studied using TGA and DSC analyses, and its
surface morphology was observed by SEM-EDX. The FT-IR spectra showed homogeneity in
the chemical structure of the lignin sample. In the adsorption test, the second-order model
gives a better description of the kinetics of the adsorption reaction than the first-order model.
The analysis of adsorption isotherms using different classical models showed that adsorption
may be governed by the Langmuir isotherm. The thermodynamic parameters were determined
from the values of the maximum adsorption capacity and equilibrium constants.

Keywords: Tetraclinis articulata; Lignin; Thuya; sawdust; essential oils; phytochemical
analysis; antioxidant activity; antibacterial activity; insecticidal activity; adsorption.
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INTRODUCTION GENERALE

Tetraclinis articulata (T. articulata) ou Thuya de Berbérie est également appelé Araar en
arabe. Il est géographiquement présent dans trois pays du Maghreb (Maroc, Algérie et
Tunisie), dans le sud-est de I'Espagne (région d'Almeria) et sur I'lle de Malte [1]. Au Maroc,
la forét de T. articulata a un réle trés important dans la vie économique et sociale des
populations locales. Son bois, caractérisé par sa forte résistance a la pourriture, est
principalement utilisé dans le secteur artisanal pour la marqueterie, I'ébénisterie, mais aussi

pour le chauffage.

Le stress oxydatif a été impliqué dans plusieurs maladies, notamment le diabete, la
polyarthrite rhumatoide, les maladies cardiovasculaires, l'athérosclérose, les maladies
neurodégenératives (Parkinson, Alzheimer et Huntington), le cancer et le vieillissement
[2,3,4]. Les antioxydants naturels tels que les acides phénoliques et les composés flavonoides
isolés a partir de plantes médicinales peuvent offrir une résistance au stress oxydatif en
piégeant les radicaux libres, en inhibant la peroxydation lipidique et par d'autres mécanismes
[5,6]. Par conséquent, trouver de nouvelles sources d'agents antioxydants est un domaine
d'intérét majeur de la recherche. La recherche actuelle est orientée vers les plantes
médicinales qui peuvent grandement contribuer au développement de nouveaux produits

pharmaceutiques aux effets secondaires moindres.

Les huiles essentielles extraites de plantes commencent a intéresser comme source potentielle
de molécules naturelles bioactives. Elles font I'objet d'études pour la protection des aliments
contre l'oxydation (activité antioxydante). Et également pour leur éventuelle utilisation
comme alternative au traitement des maladies infectieuses (activité antimicrobienne), ceci en
raison d'une augmentation alarmante du taux d'infections par des microorganismes résistants
aux antibiotiques, et pour la protection contre les insectes (biopesticides ; activité insecticide).
Les organisations soucieuses de I'environnement tirent la sonnette d'alarme pour I'élimination
des insecticides chimiques de synthése, dont l'utilisation a montré de sérieux inconvénients

pour la santé des organismes vivants et de la biosphére.

D'autre part, I'industrie marocaine du bois de Thuya abandonne chaque année plusieurs tonnes

de déchets de bois sous forme de sciure de bois. En raison des défis écologiques et



économiques mondiaux, l'aspect de cette recherche est la transition de ces déchets vers des

ressources renouvelables.

Dans notre travail, nous avons recherché de nouvelles utilisations afin de valoriser ces sciures

de bois, a savoir :

> L'étude de la composition chimique et l'activité antioxydante en utilisant DPPH et
FRAP des huiles essentielles de T. articulata afin de développer un nouveau type
d'alternatives de lutte contre la maladie.

> L’étude de l'activité antimicrobienne et insecticide de I'huile de sciure de bois de
Thuya.

> L'étude de la teneur totale en phénol et de l'activité antioxydante des extraits
organiques de sciure de T. articulata collectée dans I'industrie des déchets de bois dans
la région de Khemisset au Maroc.

L'objectif de nos travaux est également de contribuer a une meilleure valorisation de ces
déchets, avec la constante préoccupation de respecter I’environnement et de produire le moins
de déchets possible. Apres avoir défini le procédé d’extraction, une question se pose: que faire
du résidu solide aprés extraction ? D’ordinaire, suite a celle-ci, la matiére n’est pas valorisée.
Les résultats obtenus montrent que les constituants majoritaires de la matiere
lignocellulosique ne sont pas dégradés lors du processus d’extraction, il est donc possible de

réaliser une seconde valorisation de cette matiere.

L'utilisation intensive de produits organiques a pour résultat de contenir les effluents dans la
nature, certains d'entre eux sont toxiques et inter-convertibles dans I'environnement qui
produisent des polluants importants dans la source d’eau et l'eau traitée, et deviennent un
grave probleme de santé publique. L'utilisation de la lignine comme adsorbant potentiel a
augmenté ces dernieres années, mais elle est toujours en cours de développement [7]. Ce
couple de matériaux biosourcés et renouvelables a conduit a se concentrer davantage sur la
lignine et ses applications dans les industries chimiques, matériaux et structurelles. La
majorité des colorants de différentes industries telles que le textile, la tannerie et
l'alimentation peuvent générer des substances toxiques et cancérigénes qui présentent une
source importante de contamination environnementale lorsqu’elles sont rejetées directement

dans I’environnement sans traitement spécifique [8].



Ce travail comporte quatre parties principales. La premiere partie est consacrée a I'étude
bibliographique du matériel végétal choisi (T. articulata). La deuxiéme partie comprend des
généralités sur les huiles essentielles et métabolites secondaires avec leurs classifications, etc.
La troisieme partie concerne 1’expérimentation: 1’extraction des HE et des extraits organiques
de la plante, les tests phytochimiques, 1’identification des huiles essentielles par CPG-SM, le
dosage des phénols totaux, I’étude de I’activité antioxydante des HE et des extraits organiques
par la méthode de piégeage du radical libre DPPH et la méthode FRAP, ainsi que I’activité
antimicrobienne et insecticide de I'huile de sciure du bois. Puis, on présente le processus de
délignification pour isoler la lignine de Klason des déchets de bois aprés I'hnydrolyse acide
totale de la portion glucidique du bois. Ensuite, la lignine obtenue a été soigneusement
caractérisée par plusieurs techniques telles que la spectroscopie (DRX, FTIR et MEB-EDX),
I'analyse thermique (ATG, DTG et DSC), et nous avons étudié sa capacité d'adsorption vers
un colorant actuel a savoir le 3,7-bis (Chlorure de diméthylamino) -phénothiazine-5-ium (bleu
de méthylene MB), en faisant varier les conditions expérimentales (temps de contact,
concentration et température). Les parameétres cinétiques et thermodynamiques de la réaction

ont éte établis. Dans la derniére partie, on présente et on discute les résultats obtenus.



Partie I: Apercu des
propriétés nutritionnelles,
phytochimiques et
pharmacologiques de
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Introduction

Tetraclinis articulata (T. articulata) est une plante médicinale distribuée du nord-ouest de
I'Afrique au sud-ouest de I'Europe. Cette partie rapporte des recherches antérieures sur
T. articulata concernant sa taxonomie, sa description botanique, sa répartition géographique,
son utilisation traditionnelle, sa phytochimie, ses effets biologiques, sa toxicologie, sa valeur
nutritionnelle et son intérét économique. En effet, plusieurs activités biologiques ont été
rapportées pour les extraits et les HEs de T. articulata, notamment des activités antioxydantes,
antibactériennes, antifongiques, anticorrosives, cytotoxiques, insecticides, leishmanicides,
larvicides, anti-inflammatoires, antidiarrhéiques, vasorelaxantes et protectrices. T. articulata
est utilisé pour traiter certaines pathologies telles que le diabéte, les troubles digestifs, les
maladies broncho-pulmonaires et cardiaques. Des études in vitro et in vivo ont montré que
T. articulata présente des propriétés biologiques remarquables, notamment des effets
anticancéreux, antidiabétiques, antimicrobiens et antioxydants. L'analyse phytochimique a
révélé la présence de différents composés bioactifs appartenant a différentes classes
chimiques tels que les terpenoides, les acides phénoliques et les flavonoides. De plus, certains
rapports toxicologiques ont indiqué que T. articulata ne présente aucune toxicité. Cependant,
d'autres etudes concernant la toxicite, la pharmacocinétique et la pharmacodynamie de
T. articulata et de ses principaux composés bioactifs sont nécessaires pour valider son
utilisation pharmacologique. T. articulata contient également des éléments nutritifs tels que
des composés minéraux, du sucre et des protéines. Toutes ces proprieteés attribuent a
T. articulata un intérét économique majeur qui est utilisé actuellement dans la fabrication de
vernis de luxe, de produits pharmaceutiques et dans d'autres usages industriels, il est

également utilisé sous forme de poudre pour préparer la surface de certains papiers.

Cette partie a exploré les enquétes sur la plante T. articulata; taxonomie, description
botanique, répartition  géographique, usage ethnomédicinal, les investigations
pharmacologiques de ses différentes parties. De plus, une liste des composants
phytochimiques identifiés dans cette plante est résumée. Cette partie vise a fournir une base

scientifique pour d'autres études et le développement d'agents naturels de T. articulata.



1. Description botanique

T. articulata est un arbre ou arbuste, souvent petit et buissonnant qui dépasse rarement 6 a
8 m de hauteur et 0.30 m de diamétre en moyenne. Il existe néanmoins des endroits difficiles
d'accés dont les dimensions peuvent étre plus importantes (12 m pour 0.50 m). Quelques
vieux arbres atteignant 20 m de haut et 1 m de diamétre ont été observés, mais cela reste
exceptionnel (arbre marabout). Le flt est droit avec une écorce brun grisatre striée
longitudinalement. Le systéme racinaire est profond et peu ramifié. Le Thuya est un bois
tendre au feuillage persistant Iéger. Dans sa jeunesse, les feuilles cotylédonaires sont en forme
daiguille, glauques, et d'environ 2-3 cm de long, les fleurs en forme de chaton, situées au bout
des rameaux. Les fruits sont des cones glaugues ressemblant a des prunes, dont les 4 valves
ont un appendice plat et réfléchi au sommet. Les cénes sont de forme cubique, s'‘ouvrant par
les 4 valves sous l'effet de la chaleur, libérant six graines ailées. La fructification débute vers
I'age de 15 ans et se répete tous les deux a trois ans jusqu'a un age trés avancé. En effet, il se

caractérise essentiellement par sa longévité qui dépasse les 400 ans [9,10].
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Figure 1:Thuya de Berbérie (arbre, cone et feuille)



2. Taxonomie et distribution géographique

T. articulata est une espéce forestiere méditerranéenne de la famille des Cupressaceae, qui
s'étend du nord-ouest de I'Afrique au sud-ouest de I'Europe [11]. Cette espéce végétale est
essentiellement localisée sur le Maghreb arabe, puisqu'en dehors de cette région, on ne la
trouve a I'état résiduel que sur la cbte sud-est de I'Espagne dans la région de Carthagene [12],
et a Malte, ou il est en voie d'extinction [13] (Figure 2). En Afrique du Nord, ou ses
populations atteignent environ un million d'hectares, il est principalement présent au Maroc
(900 000 ha). En Tunisie, il est présent entre Bizerte et Zaghouan [13]. En Algérie, il
représente actuellement moins de 140 000 ha [14].
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Figure 2:Carte géographique de répartition de T. articulata [15]

3. Utilisation traditionnelle

Des enquétes ethnobotaniques ont rapporté [l'utilisation de T. articulata en médecine
traditionnelle. Cette espéce appartient a la famille des Cupressacées, I'une des familles de
plantes médicinales les plus fréquemment rapportées et citées dans les études ethnobotaniques
du Maroc. Les applications médicinales dépendent des parties de la plante T. articulata. En
fait, toutes les parties de la plante ont été utilisées en médecine traditionnelle pour différentes
raisons thérapeutiques. En médecine traditionnelle marocaine, la plante T. articulata et ses
extraits ont été utilisés contre plusieurs maladies, notamment les troubles digestifs [16,17],
dermatologiques, neurologiques, microbiens et typhoides [16], maladies cardiaques [18],
troubles métaboliques [17], problemes du systeme squelette-musculaire [19], intoxication

[20], diabete [21,22], et d'autres probléemes de santé comme les maux de téte, l'inflammation



des yeux, la diarrhée, les maladies urinaires et broncho-pulmonaires [23]. La plante a
également été utilisée pour les soins capillaires et cutanés [24,17] et pour les soins dentaires
[23].

4. Phytochimie

La composition chimique des extraits et des huiles essentielles de T. articulata est dessinées
dans des figures 3, 4, 5 et 6. Différentes parties de T. articulata (partie aérienne, feuilles,
brindilles, branches, cones, racines, tiges, fruits, graines, bois et sciure) produisent par
hydrodistillation une huile essentielle dont la composition a été largement étudiée. Une forte
variabilité chimique a été observée, selon la partie de la plante, le pays, la saison de récolte et
la méthode d'extraction.

Les structures chimiques de ces composés ont été dessinées par le logiciel ChemDraw
(ChemOffice 2016).

4.1. Composés volatils

Des investigations ont montré que T. articulata de différentes régions (Maroc, Algérie,
Tunisie, Espagne) contient plusieurs terpénoides tels que le a-pinene, le limonene, le linalol,
le myrcene, l'acétate de bornyle, le cédrol, le camphre, le caryophylléne, le carvacrol,
le a-cédrene, le terpinéne-4-ol, tricyclene, totarol, 3-Carene, verbénone, éther méthylique de
thymol, p-cymene, germacrene D, (Z)-p-Ociméne et nonan-1-ol (Figure 3). Des études
comparatives ont été reéalisées sur I'huile essentielle de T. articulata extraite de différentes
parties. En effet, de ce tour d’horizon de la littérature, il a été constaté que la composition
chimique varie quantitativement et qualitativement sous l'effet de plusieurs facteurs tels que la
partie utilisée pour I'extraction [25,26,27], la situation géographique [28,29,30,31], la période
de récolte [30,32], et la technique d'extraction [33,34]. Ces parametres ont également été

montrés pour influencer le rendement de T. articulata HE et extrait.
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Figure 3: Structures chimiques des terpénoides



4. 2. Acides phénoligues et flavonoides

Il a été rapporté que les extraits de T. articulata contiennent des acides phénoliques tels que
I'acide tannique, l'acide caféique et l'acide gallique [35] (Figure 4). Les flavonoides sont
également présents dans T. articulata, notamment la catéchine, la rutine et la quercétine [35].
De plus, un certain nombre de composés polyphénoliques (myricitrine, quercitrine, afzéline,
amentoflavone et cupressuflavone) ont été révélés [36]. Rached et al [37], identifié par LC-
DAD-ESI/MSn, neuf flavonoides différents, a savoir I'épicatéchine, la myricétine, la
quercétine et les dérivés glycosides du kaempférol (Figure 5). Dane et ses collegues ont
rapporté, par UPLC PDA-MS, que l'extrait méthanolique de T. articulata était riche en
catéchine (18.83 %), myricétine-hexose (4.58 %), myricétine-rhamnoside (42.76 %),
quercétine-3-O-glucoside (0.5 %), kaempférol-hexose (02.0 %), quercétine-3-O-rhamnoside
(31.05 %) et kaempférol-désoxyhexose (2.03 %) [38].

0 O~ _OH
N OH
HO HO OH
OH
OH
Acide caféique Acide gallique
~ OH
0
OH
0
= < 0]
OH
N HO OH

Acide tannique

Figure 4:Structures chimiques des acides phénoliques
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OH "OH
OH OH
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R;=H: Quercétine-3-O-glucoside
R;=OH: Myricétine-3-O-glucoside

HO 0
Rutine O |
OH O

Cupressuflavone

Myricétine-3-O-rutinoside

OH

R;=H et Ry=H: Afzéline (kaempférol-3-O-rhamnoside)
R=H et R,=OH:Quercitrine (quercetin-3-O-rhamnoside)
R;=O0H et R)=OH:Myricitrine (myricetin-3-O-rhamnoside) Amentoflavone

Figure 5:Structures chimiques des flavonoides
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4. 3. Acides gras

Concernant les acides gras, une étude menée par Mongrand et al [39], sur les feuilles de
T. articulata a rapporté plusieurs acides gras, dont l'acide laurique (4.4%) ; Acide myristique
(4.4%); acide palmitique (12.5%); Acide palmitoléique (0.8%); br-17: 0 (0.4%) ; 16:2 7,10
(0.3%) ; 16:3A7,10, 13 (1.6%); acide stéarique (2.0%) ; 18:1 A9(4.2%) ; 18:2 9, 12(9.7%);
18:3 9, 12, 15 (28.8%) ; Acide arachidique (8.5%); 20:2 5, 11 (0.9%) ; 20:2 11, 14 (0.3%) ;
20:4 5, 11,14, 17 (0.9%) ; acide béhénique (20.2%) (Figure 6).

Acide palmitoléique

/\/\/\/\/\/\)()J\ i
OH /\/\/\/\/\/\/\/\/\)J\OH
Acide myristique Acide arachidique
O (0]
/\/\/\/\/\/\/\)J\OH /\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)J\()H
Acide palmitique Acide béhénique
o (o]
/\/\/\/\/\/\/\/\)J\()H = OH
Acide stéarique
C16:2 A7,10
(o]

C18:2 A9, 12

(0]

C18:1 A9 C18:3 A9, 12,15

C20:2 A5, 11

C20:4 A5, 11,14, 17

Figure 6:Structures chimiques des acides gras
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5. Propriétés pharmacologiques
Des études in vitro et in vivo ont montré que T. articulata présente de nombreuses propriétés

pharmacologiques (Figure 7).

Effet anti-
teflamcnatome Effet anti
Activité diarrhéique
antibactérienne
Activité
antifongique
Activité cytotoxique
Activité
Activité antidiabétique
antioxydante

Figure 7:Propriétés pharmacologiques de T. articulata

Plusieurs études ont montré que les HE et les extraits de T. articulata ont un large éventail
d'activités biologiques. Les HE et les extraits avaient une activité antibactérienne intéressante
contre un certain nombre de bactéries Gram-positives et Gram-négatifs, notamment
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Streptococcus, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, luteus, etc. [28,35,40,41,42]. De plus, I’huile essentielle de T. articulata a
montré une activité antifongique intéressante contre les champignons pathogénes dont
Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Candida albicans, Botrytis cinerea, etc. [40,43,44,45,46].
D'autres propriétés ont été rapportées pour cette espece HE et extraits, notamment antioxydant
[47,48,49], anti-inflammatoire [35,37,50], cytotoxicité [37,49,51,52], inhibition de Ila
corrosion  [53,54], insecticide [38,55,56], leishmanicide [51], larvicide [55,56],
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antidiarrhéique [57], vasorelaxant [36], et pro activités de contrble [58]. D'autre part, I'HE de
T. articulata a montré une faible toxicité et aucune mortalité chez les souris [59].

6. Valeur nutritionnelle et application alimentaire

D'apres les études qui ont tenté de contribuer a la connaissance des propriétés nutritionnelles
des feuilles sauvages de T. articulata. Les résultats ont montré que la composition organique
de la feuille est constituée de lipides et de protéines et que les proportions de ces produits
varient mais restent du méme ordre de grandeur ; au total, ils se sont avérés contenir 6.66 %
de graisse, 0.07 % d'azote total, 0.44 % de protéines, 6 % de cire et de graisse. Il contient

également divers minéraux tels que Ca, K, Mg, Mn, Cu, S et Si [60].

A notre connaissance, l'application de T. articulata dans I'industrie alimentaire n'a pas été
étudiee. Cependant, récemment, certains travaux ont testé la puissance de I’huile essentielle
du T. articulata en tant qu'antimicrobien, pour remplacer les pesticides chimiques pour le
traitement des aliments d'origine végeétale [32]. En effet, Rguez et al on évalue les effets de
I’huile essentielle du T. articulata (riche en composés bioactifs dont le a-pinéne, le [-
caryophyllene et lI'oxyde de caryophylléne comme chémotypes) sur le controle de I'infection
par Botrytis cinerea sur la tomate (avant et apres recolte) [32]. Les résultats ont montré des
effets antifongiques importants in vitro [32]. De plus, l'application de I’huile essentielle du
T. articulata par pulvérisation sur des folioles détachées a réduit remarquablement B. cinerea.
De plus, TAHE a amélioré la croissance des plantes et réduit également l'infection par B.
cinerea de 52.11 % (pour les plantes non traitées) a 17.72 % (pour les plantes traitées) en tant
que traitement préventif sur les plants de tomates en serre. L'infection des fruits de tomate par
B. cinerea a été réduite de maniére importante aprés l'application de I’huile essentielle du
T. articulata et ces résultats considerent donc T. articulata comme un produit naturel
prometteur pour réduire les infections par B. cinerea sur la tomate pendant le stockage et le

transport [32].

7. Utilisation et importance économique

T. articulata assure un rdle tres important dans la vie économique et sociale des populations
[61]. Dans le secteur artisanal, le bois de T. articulata, de par sa rusticité et sa résistance aux
agents de destruction, est considéré comme un excellent matériau de technologie pour
I'ébénisterie dure et moderne qui supporte tres bien le broyage, et comme un tres beau

matériau susceptible de nombreuses utilisations en menuiserie fine. Ce bois est trés recherché
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par l'artisan marqueteur [62]. Le bois de racine, la loupe, est exceptionnellement dure et se
polit comme du verre. 1l est utilisé pour fabriquer des designs uniques, tels que des boites a
bijoux, des plateaux, des tables, des articles de bureau, des stylos... Au Maroc, le travail du
bois de T. articulata est localisé principalement dans la ville d'Essaouira, ce secteur emploie
environ 1690 travailleurs dont 440 sont des maitres artisans et les exportations d'artisanat sont
de l'ordre de 400.000 USD [63]. La gomme de sandaraque, de couleur jaunatre, produite
notamment par T. articulata est utilisée dans la fabrication de vernis de luxe, de produits
pharmaceutiques et dans d'autres usages industriels, elle est également utilisée sous forme de

poudre pour préparer la surface de certains papiers [63].

Conclusion

Nous avons mis en évidence dans cette etude bibliographique les utilisations traditionnelles, la
phytochimie et les effets biologiques de T. articulata. 1l a été ainsi montré que cette espece
contient de nombreux métabolites secondaires en tant que composés bioactifs avec une
diversité remarquable. La valeur nutraceutique de T. articulata, riche en éléments nutritifs et
également en composes bioactifs lui a d’ailleurs conferé un intérét en médecine traditionnelle,
avec différentes utilisations selon les régions. Les extractibles de T. articulata peuvent

également trouver une place dans I’industrie alimentaires.

En outre, des études biologiques d'extraits et d'huiles essentielles de T. articulata ont révélé
une corrélation entre les composés chimiques et les effets biologiques. Cependant, la plupart
de ces tests ont été étudiés via des approches in vitro et in vivo. Par conséquent, d'autres
études explorant la pharmacodynamique et la pharmacocinétique de T. articulata sont
nécessaires. A noter que la détermination de I'action pharmacologique ainsi que les bénéfices
cliniques des composés bioactifs de T. articulata pourraient révéler des résultats intéressants
pour lidentification de médicaments anti-inflammatoires et antidiabétiques. Les études
toxicologiques de ces composes en utilisant différentes doses et plusieurs tests de toxicité sont

importants pour valider leur innocuité clinique.

Nos travaux de recherche dans le cadre de cette these nous a permis de confirmer la grande
richesse de T. articulata et de déceler ses potentielles applications pratiques dans les secteurs
alimentaires, cosmétiques, de la santé, agricoles et industriels. De plus nous avons mis en
lumiére la valeur industrielle des polymeres du bois de Thuya qui recele un potentiel
économique trés concret. Nous espérons pouvoir encourager a des recherches plus

approfondies dans les différents secteurs économiques précités.
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1. Généralités sur les métabolites des plantes

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des substances
naturelles trés diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires classiques (glucides,
protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites
dits "secondaires" dont la fonction physiologiqgue n'est pas toujours évidente
mais qui représentent une source importante de molécules utilisables par I'nomme dans des

domaines aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire [65].

1.1. Métabolites primaires
Les métabolites primaires sont caractérisés par leur caractére nécessaire et vital a la servie de
la cellule ou de I’organisme [66]. lls ont un role essentiel dans le métabolisme et le

développement végeétal et ils se trouvent chez toutes les especes.
% Lesglucides : représentent une source d'énergie surtout au niveau des parois.

% Les lipides : constituent aussi une source d'énergie présente dans les membranes
cellulaires.

% Les proteines : sont des polymeres tridimensionnels élaborés a partir de 20 acides
amines différents liés entre eux dans un ordre spécifique.

% Les acides nucléiques : sont des polymeéres de nucléotides. Il existe 2 acides

nucléiques ; I'acide désoxyribonucléique (ADN) et I'acide ribonucléique (ARN).

1.2. Métabolites secondaires

Une des particularités des végétaux est de former de nombreux composes dont le role,
au niveau de la plante, n’est pas encore parfaitement élucidé. Le fait que beaucoup de ces
composeés ne se rencontrent pas chez toutes les espéces montre qu’ils n’entrent pas dans le
métabolisme général (métabolisme primaire): ce sont des métabolites secondaires qui
n’exercent aucune fonction directe au niveau des activités fondamentales de I’organisme
végétal (croissance, développement, reproduction...) mais qui peuvent jouer différents réles

pour la survie du végétal : réle de résistance par exemple [67].

1.2.1. Composés phénoliques

Composeés aromatiques possédant au moins 1 groupement phénol. Selon le nombre d’unités
phénoliques présents, on les classe en composés phénoliques simples et polyphénols. 11 en
existe plusieurs sous-groupes : acides phénols, flavonoides, coumarines, tanins... etc [68].

Ces composés prennent une importance croissante, notamment a cause de leurs effets
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bénéfiques sur la santé. En effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de
nombreuses pathologies comme le cancer [69], les maladies dégénératives et cardio-
vasculaires [70]. Un encouragement a la consommation d’aliments d’origine végétale riches
en composeés phénoliques constitue désormais une des principales recommandations en santé

publique.
a. Phénols

Il existe une trés grande variété de phénols, allant de composés simples comme l'acide
salicylique, molécule donnant par synthese l'aspirine, a des substances plus complexes comme
les composés phénoliques auxquels sont rattachés les glucosides. Les phénols sont anti-

inflammatoires et antiseptiques [71].

OH

Figure 8:Phenol, le plus simple des composés phénoliques
b. Flavonoides

Le terme flavonoide rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Leur fonction principale semble étre la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles (au-dela de la chlorophylle, des caroténoides et des bétaines) [72].
IIs ont un important champ d'action et possedent de nombreuses vertus médicinales
antioxydantes. lls sont particulierement actifs dans le maintien d'une bonne circulation.
Certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et antivirales, et des effets

protecteurs sur le foie [73].

Figure 9: 2-phénylchromane, squelette carboné des flavonoides stricto sensu
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c. Tanins

Les tanins donnent un goQt amer a I'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la
consommation pour les insectes ou les bétails. Le tanin est un phénol qui est associé a un
sucre. Un des tanins de base est I’acide gallique, il précipite, agglutine ou coagule les
protéines et la gélatine. On peut en outre I'utiliser en cas d’empoisonnement par des
alcaloides, car il les précipite et les rend inoffensifs [71,74]. Selon leur nature chimique ces

composés sont divisés en deux classes : les tanins hydrolysables et les tanins condensés [75].

0] OH

HO OH
OH

Figure 10: Structure de I'acide gallique

d. Saponosides
Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales (savon -saponaire, 1’herbe a
savon, le réglisse, le bouillon blanc, le Modéne), ils sont des hétérosides naturels dont la

matiére est un composé soluble a I’eau qui la rend moussante comme une eau de savon [74].

Glucide OH

HO
HO

Liaison glucidique
Figure 11: Structure générale d'une saponine

1.2.2. Alcaloides

Formant un groupe trés large, les alcaloides possedent presque tous une molécule d'azote (-
N—) qui les rend pharmacologiquement tres actifs. Certains sont des médicaments connus qui
ont des vertus thérapeutiques avérées ; C'est le cas d'un dérivé de la pervenche de Madagascar

(Vinca rosea syn, Catharanthus roseus) employé pour traiter certains types de cancer.
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D'autres alcaloides, comme l'atropine, présente dans la belladone (Atropa belladonna), ont
une action directe sur le corps : activité sédative, effets sur les troubles nerveux (maladie de
Parkinson) [73].

CH3

|
N N 0
¢1TY
N
/N “CH3
Me O

Figure 12: Formule de caféine, un alcaloide stimulant

1.2.3. Terpénes et terpénoides

Les terpenes forment une classe tres importante de composés organiques naturels, Selon le
nombre d’entités isopréne qui sont incorporées dans leur structures (Figure 13), les terpenes
sont subdivisés en : Hémiterpénes (CsHg), monoterpenes (CioH16), sesquiterpénes (CisHza4),
diterpenes (CxoHs2), Triterpénes (CsoHas), Tetraterpénes (CaoHes) et polyterpénes (CsHg)n
[76]. Les polyterpenes sont une classe d’hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes,
ils ont des propriétés odoriférantes chez les vegétaux, cette odeur est due a la libération des

molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de carbones.

CH,
)\/CH
L,
H,C

Figure 13: Structure chimique de 1’isopréne

Beaucoup de terpenes sont des hydrocarbures, mais les composés contenant de I'oxygéne
comme les alcools, aldéhydes ou cétones en sont aussi. Ces dérivés sont fréeqguemment appelés
terpénoides. Mono- et sesquiterpénes sont les constituants majeurs des huiles essentielles
tandis que les autres terpenes sont des constituants des baumes, résines, cires et caoutchouc.
Les usages des terpénes sont tres nombreux : parfums, médicaments, colorants, etc. La plupart
des terpenes constituent le principe odoriférant des veégétaux (ocimeéne du basilic, myrcéne du
laurier, limonene du citron, pinéne du pin, etc.). Beaucoup de molécules terpénigques

possedent de propriétés antiseptiques (girofle, thymol, eucalyptol, camphre, etc.).
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Historiquement, les terpénes ont éte tres employés pour I'embaumement, d'ou le qualificatif de
balsamique donné aux plantes et aux huiles qui en contiennent [77].

2. Généralités sur le bois

Le bois est une matiére naturelle, renouvelable et tres hétérogéne. Les différentes especes de
bois peuvent étre classées en deux groupes : les angiospermes et les gymnospermes,
respectivement appelés les feuillus et les résineux [78,79].

Le bois est constitué¢ d’extractibles, de matiéres minérales, d’eau et de matiéres organiques.

2.1. Matiéres extractibles
Les produits d’extraction sont un mélange complexe de produits organiques qui peuvent étre
extraits du bois par des solvants appropriés. Leur présence et leur quantité varient avec

I’espéce, les conditions écologiques et la saison [79].

2.2. Matieres minérales

La fraction minérale est inerte et représente environ 1 %. Dans le cas du bois, la teneur en
matiéres minérales est assimilable a la masse des cendres. Les cendres se composent de
métaux comme Ca, K, Mn, Na, P, ..., avec une prédominance pour le Ca et le K. Dans le bois,

ces métaux existent sous forme d’oxyde [79].

2.3. Fraction aqueuse

Le bois est un matériau hygroscopique qui échange I’eau de fagon continue avec son
environnement. Dans le bois, I’eau se trouve sous deux formes : eau libre et eau liée. Lorsque
le bois seche, I’eau libre s’évapore en premier. Si le bois continue a sécher et que I’eau lice
s’évapore a son tour, le bois subit un retrait dimensionnel. Pour éviter les variations
dimensionnelles, le bois doit étre conservé a des conditions de température et d’humidité de
I’air bien déterminées. La teneur en eau dépend des parametres précités. Elle varie de 50 a 65
% lorsque le bois est fraichement coupé. Cette quantité d’eau s’évapore lentement aprés

stockage a I’air et se stabilise entre 10 et 15 % [79].

2.4. Fraction organique
La composition chimique de la fraction organique varie trés peu d’une espeéce a l’autre

puisqu’elle est constituée de 50 % de carbone, 6 % d’hydrogene et 44 % d’oxygene.

Ces pourcentages conduisent a la formule brute CH1.4400.66 Valable pour toutes les especes de
bois [79].
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La fraction organique du bois contient trois constituants principaux : la cellulose, les
hémicelluloses et la lignine. La teneur de ces constituants dans les feuillus et dans les résineux

est indiquée dans le tableau 1 [79] et leur composition élémentaire moyenne dans le tableau 2

[80].

Tableau 1:Propositions des principaux constituants du bois en % par masse de biomasse

séche
Constituants Feuillus Résineux
Cellulose 4716 41+4
Hémicellulose 2917 28+3
Lignine 23+4 29+3

Tableau 2:Composition élémentaire du bois, de la cellulose et de la lignine

% C % H % O % N

Bois 50 6 44 <1
Cellulose 44 6 50 -
Lignine 63-67 5.5-6 27-34 -

La proportion relative des différents constituants varie en fonction des essences de bois, de la
localisation dans la paroi cellulaire, de son age, de la saison de récolte et des conditions de

récolte.

2.4.1. Cellulose

La cellulose est le constituant majoritaire du bois et celui presque unique du coton et des
fibres textiles du type lin, chanvre, jute et ramie. C’est également le polymeére naturel le plus
abondant sur Terre puisqu’elle est présente dans presque toutes les espéces végétales.

Bien que la structure chimique de la cellulose soit bien connue, sa structure a I'échelle
tertiaire, incluant sa structure cristalline et fibreuse, n'est pas complétement résolue.

La cellulose est une structure polymérique linéaire formée par des chaines d’unités B- D-
glucopyranose (résidu de glucose), liées entre elles par des liaisons glycosidiques du type

(1-->4) (Figure 14). Ces chaines linéaires ont tendance a faire des liaisons hydrogene inter et
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intramoléculaire pour créer des fibrilles élémentaires. Ces fibrilles sont a leur tour agrégées en
microfibrilles, qui présentent a la fois des régions cristallines et des régions amorphes. La
conséquence immédiate de ces deux dernieres caractéristiques structurales est que la cellulose
est insoluble a la fois dans les solvants organiques classiques et dans I'eau. Pour solubiliser la
cellulose, il est nécessaire d'utiliser des mélanges de type métal / solvants (hydroxyde de
cupriéthylénediamine (CED), hydroxyde de cadmium éthylénediamine (Cadoxen) ou de
cuprammonium).

OH

OH
OH
0, O | HO OH O HO -
6) o 6) (o) )
HO L o HO r
OH o
OH

OH
OH

~«— Motif glucose —>

-« Motif cellobiose — 5

Figure 14: Représentation schématique de la molécule de cellulose

La cellulose est considérée comme le constituant du bois le plus stable chimiquement et
thermiquement. Elle joue un rdle primordial dans la tenue mécanique de la paroi cellulaire des

fibres du bois.

2.4.2. Hémicellulose

Les hémicelluloses sont des polysaccharides (polyosides) non cellulosiques omniprésents
dans tous les végétaux, caractérises par des masses moléculaires plus faibles que celle de la
cellulose et par des structures moins régulieres par la présence de différentes unités dans leurs
chaines. Le terme hémicellulose regroupe toute une famille de polyoses présents dans le bois
avec une teneur comprise entre 20 et 30 %, ou le composant majoritaire est le xylane. Les
hémicelluloses ont en général une masse molaire relativement faible et sont amorphes comme
les copolymeres statistiques de synthese. Les sucres constitutifs des hémicelluloses peuvent
étre divisés en quatre groupes : les pentoses, les hexoses, les acides hexuroniques et les

désoxy-hexoses (Figure 15).
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B-D-xylose B-D-glucose B-D-acide glucuronique o-L-rhamnose
CH,OH COOH
HO oL om O on o o on
OH OH HO OH CH;
HO H;CO OH HO
OH OH OH OH
a-L-arabinopyranose B-D-mannose o-D-4-O-acide méthyglucuronique a-L-fucose
CH,OH COOH
O o
HOH,C OH HO HO o
OH OH OH
OH OH
OH HO OH
a-L-arabinofuranose a-D-galactose a-D-acide glucuronique

Figure 15: Principaux sucres constitutifs des hémicelluloses

Les hémicelluloses sont essentiellement utilisées pour la production de sucres. En effet, en
milieu acide, I'nydrolyse de la plupart des hémicelluloses conduit aux monomeres constitutifs
tels que la xylose, le glucose, l'arabinose. La fermentation alcoolique ou enzymatique des
sucres ainsi formés, les transforme en alcools (éthanol, butanol) et en acides organiques

(butyrique, acétique, lactique ...).

2.4.3. Lignine

La lignine est le second composé organique renouvelable le plus abondant sur Terre aprés la
cellulose. La lignine est le deuxieme principal constituant du bois de I’ordre de 26 a 32 % de
la masse seche chez les résineux et de 20 a 25 % chez les feuillus [81]. La lignine est un
polymere amorphe complexe composé d'unités phénylpropanoides constituées principalement

d'alcools de coniféryle, de sinapyle et de p-coumaryle (Figure 16) [81].

% L’alcool paracoumarylique, appelé unité H (hydroxyphényle), sans groupe méthoxy ;
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% L’alcool coniférylique, appelé unité G (guaiacyle), ayant un groupe méthoxy ;
% L’alcool sinapylique, appelé unité S (syringyle), ayant deux groupes méthoxy.

CH,OH CH,OH CH,0H
| |
_CH _CH _CH
e~ HC HC
OCH;  H,CO OCH,4
OH OH OH
alcool p-coumarylique alcool coniférylique alcool sinapylique

Figure 16: Monomeéres constitutifs de la lignine

La lignine a pour fonction de rigidifier la paroi cellulaire des végetaux. Elle est peu sensible a
la dégradation biologique, elle crée une barriere morphologique a la pénétration et a la
progression des agents pathogénes et contribue a la protection naturelle des vegétaux contre
certaines attaques parasitaires. La lignine est présente en concentration élevée dans la lamelle
moyenne ou elle joue le réle de « colle » entre les fibres mais également en concentration plus

faible dans la paroi secondaire.

3. Activité anti-oxydante

3.1. Généralités

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions physiques,
chimiques ou microbiennes [83]. Selon diverses études, de multiples facteurs peuvent induire
le développement de cellules anormales chez I'homme comme le tabagisme [84], la nourriture
[85], les infections microbiennes [86], certains produits chimiques [87], I'alcool [88], I'obésité
[89], I'exposition aux rayonnements ionisants [90] et la pollution de I'environnement [91] etc.
La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée stress oxydant,
du a I’exagération d’un phénomene physiologique, normalement trés contrdlé, a savoir : la

production de radicaux dérivés de I’oxygéne [92].

L’antioxydant, comme son nom I’indique est une substance chimique synthétique ou naturelle
qui empéche ou inhibe les réactions d’oxydation de type radicalaire. Les composés

antioxydants font ’objet de nombreux travaux car, en plus de leur utilisation comme des
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conservateurs dans les denrées alimentaires en remplagant les antioxydants de synthése, ils

interviennent dans le traitement de nombreuses maladies [93].

3.2. Radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
apparié [94]. Cette molécule est trés instable et réagit rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son
électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre [95]. Parmi toutes les
especes réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble restreint de ces composés qui
jouent un role particulier en physiologie, appelés les radicaux primaires, a savoir : 1’anion
superoxyde (02%), le radical hydroxyle (HO"), le monoxyde d'azote (NO"), le radical peroxyle
(ROO") et le radical alkoxyle (RO"). Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires tels
que 1’oxygene singulet 'O, le peroxyde d’hydrogene (H20,) et le nitroperoxyde (ONOOH),
se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule
[96].

3.3. Stress oxydatif

Les phénomeénes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de I’organisme.
L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque
I’intensité de ces phénoménes augmente anormalement et depasse la quantité d’antioxydants
disponibles. La conséquence de ce déséquilibre entraine une agression appelée « stress
oxydatif » [97]. Tous les tissus et tous leurs composants peuvent étre touchés : lipides,
proteines, glucides et ADN [98,99]. Toutes ces altérations augmentent le risque de plus de 30
processus de différentes maladies [100]. Parmi ces maladies, nous citons, les maladies
d’Alzheimer [101], de Parkinson [102] de Creutzfeldt Jacob et les méningo-encéphalites
[103], des maladies cardiovasculaires [104], les cedémes et vieillissement prématuré de la

peau [105] et méme le cancer en cas extréme [103].

3.4. Antioxydants
3.4.1. Definition

D’aprés Halliwel [106], un antioxydant est toute molécule endogéne ou exogéne, présente en
faible concentration, qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire I’ampleur de la

destruction oxydante des biomolécules.

26



3.4.2. Classes des antioxydants

3.4.2.1. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants phénoliques synthétiques (SPA) tels que I'hydroxyanisolebutylé (BHA),
I'hnydroxytoluéne butylé (BHT), I'hydroquinone tertiobutylique (TBHQ) et le gallate de
propyle (PG) (Figure 17) sont étroitement liés a la vie humaine en raison de leurs utilisations
étendues, et des préoccupations croissantes ont été exprimées, soulevées sur leur biosécurité
[107]. Des études antérieures ont montré que certains antioxydants synthétiques et produits de
transformation associés présentaient des effets de toxicité, notamment une toxicité hépatique,
des effets perturbateurs endocriniens et méme une cancérogénicité [108,109]. Récemment, il
y a eu un intérét considérable pour trouver des antioxydants naturels a partir de ressources
naturelles telles que les plantes médicinales pour remplacer les synthétiques et pour trouver

plus d'informations sur le potentiel antioxydant des plantes [110].

OH OH
ﬁ\i;/k OMe
Hydroxytoluéne butylé (BHT) Hydroxyanisole butylé (BHA)

OH
OH
OH o 07

Hydroquinone tertiobutylique (TBHQ) Gallate de propyle (PG)

Figure 17: Structures moléculaires des antioxydants synthétiques

3.4.2.2. Antioxydants d’origines naturelles

Les antioxydants naturels apportés d’alimentation comprennent, généralement, de l'ascorbate,
des tocophérols, des caroténoides et des phénols végétaux bioactifs [111]. Les bénéfices santé
des fruits et légumes sont largement dus aux vitamines antioxydants présentées par un grand
nombre de composés phyto-chimiques. Il est bien évident qu'une alimentation saine et
¢quilibrée assure un apport considérable d’antioxydants naturels pour le bon fonctionnement

de l'organisme, surtout a travers la consommation de fruits, de végétaux, de céréales, de la
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viande et du poisson. Il existe d'autres sources de composés antioxydants bien intéressants,
dont l'utilisation peut s'étendre a des domaines comme la pharmacologie, la microbiologie

médicale et clinique, la phytopathologie et la conservation des aliments [112].

3.5. Méthodes d’évaluation de I’activité anti-oxydante

Diverses méthodes de dosage de I’activité antioxydante in vitro induisent la mesure de
I’inhibition de 1’oxydation des lipides et des lipoprotéines. Celles-ci ne seront pas abordées, ni
celles mesurant le pouvoir antioxydant in vivo sur le modéle animal ou chez ’'Homme. Cette
¢tude se focalisera sur les méthodes témoignant de I’aptitude d’une molécule ou d’un extrait
naturel & piéger des radicaux libres — par transfert d’électron et/ou de proton -issus de
phénomeénes d’oxydations [113]. On parlera alors d’évaluation in vitro de I’activité

antioxydante.

Seules les méthodes les plus utilisées, en particulier pour les tests in vitro chimiques, seront

représentées ici, en mettant en avant le mécanisme réactionnel de la méthode (Tableau 3).

Tableau 3:Description de quelques tests antioxydants in vitro chimiques

Tests Mécanismes Réferences
réactionnels
ORAC (capacité dabsorption des radicaux Transfert de proton [114]

d'oxygéne)
FRAP (pouvoir antioxydant réducteur ferrique) | Transfert d’électron [115]
CUPRAC (capacité antioxydante de réduction | Transfert d’électron [116]
cuivrique)
ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline- | Transfert d'électron [117]
6-sulphonic acid) et de proton
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) Transfert d'électron [118]

majoritaire

Les résultats d’activité antioxydante sont généralement exprimés en fonction d’une molécule
de référence possédant de forte propriété antioxydante connue comme de L'acide ascorbique
(La vitamine C) (Figure 18).

HO Ho
HO 3 o
HO OH

Figure 18: Structures chimique de I'acide ascorbique (Vitamine C)
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Remarque : DPPH et FRAP sont les méthodes qui seront utilisée dans ce travail vu la
disponibilité des reactifs.

4. Activité antibactérienne

4.1. Généralités

L’utilisation des antibiotiques pour lutter contre des micro-organismes pathogenes est limitée
en raison de leurs effets cancérogénes, leur toxicité aigué et leur danger potentiel pour
I’environnement en plus du probléme de résistance bactérienne a cette classe thérapeutique.
Plus récemment, la prévalence de la résistance aux antimicrobiens a incité les chercheurs a
rechercher de nouvelles molécules antimicrobiennes pour inhiber les diverses bactéries
pathogénes humaines [119]. A cet égard, I’exploitation des huiles essentielles pour contrdler
I’épidémie des bactéries pathogenes peut étre utile pour lutter contre diverses maladies
infectieuses [120]. L’impact antimicrobien des huiles essentielles et de leurs composants

chimiques est démontré par plusieurs études [121,122,123].

L’action des huiles essentielles s’exerce sur un large spectre de bactéries, incluant les
bactéries a Gram positives et les bactéries a Gram négatives. En particulier, l'activité
antimicrobienne des huiles et des extraits de plantes ont formé la base de beaucoup
d'applications, y compris, pharmaceutiques, meédecine, thérapie naturelle et la conservation

des aliments.

4.2. Techniques de détermination de I’activité antibactérienne

L’¢étude de I’activité d’un produit sur une souche bactérienne consiste a le mettre en contact
tout en observant les conséquences sur le developpement et la survie de la culture bactérienne.
Beaucoup de techniques ont été mises en évidence aussi bien en milieu liquide qu’en milieu

solide.

4.2.1. Technique en milieu liquide
Cette technique consiste a distribuer dans des tubes a essai contenant un certain volume
nutritif ensemencé du germe a tester, différentes concentrations du produit a tester

(antibiotique, huile essentielle, extrait d’une plante, substance synthétisée...).

Aprés la durée de lincubation des subcultures s’effectuent afin de déterminer les

concentrations minimales inhibitrices de la croissance microbienne (Figure 19).
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Figure 19:Détermination directe de la CMI en milieu liquide [124]

4.2.2. Technique en milieu solide

Appelée aussi technique de 1’antibiogramme. Dans cette technique on utilise des disques de
papier filtre imprégnés du produit a tester en solution et déposés a la surface d’un milieu
gélosé préalablement ensemencé en surface avec une suspension bactérienne. On incorpore
I’antibiotique a une concentration donnée dans la gélose. Aprés incubation, la lecture des

résultats se fait par la mesure du diamétre d’inhibition en mm (Figure 20).

Figure 20:Antibiogramme de quelques antibiotiques [124]
Une variante de cette technique consiste en I’aménagement dans la gélose coulée et solidifi¢e
en boite de Pétri. On remplit cette cavité d’un volume donné du produit a tester qui va diffuser

dans la gélose, la lecture se fait aprés incubation en mesurant le diamétre d’inhibition.
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Remarque : Dans notre travail, nous avons procédé pour déterminer I’activité antibactérienne
de I’huile essentielle de sciure de T. articulata par la technique en milieu solide, et pour la

détermination de la CMI de I’huile essentielle la technique en milieu liquide.

5. Activité insecticide

5.1. Généralités

Depuis que les grains sont stockés par I’homme, le probléme de leur conservation est posé.
Un stock de céréales est une entité constituée d'une part du grain a stocker et d'autre part du
milieu dans lequel il évolue et ou il est expose a diverses agressions [124].

Ces attaques se répartissent en quatre groupes principaux :

* Les attaques mécaniques sont causées par des chocs qui provoquent des fissures ou des
cassures.

* Les attaques d'origine chimique et biochimique sont tres diverses : réaction de Maillard,
dénaturation des protéines, hydrolyse et destruction des amidons.

* Les attaques enzymatiques sont causées par des enzymes hydrolytiques qui réduisent les
réserves biochimiques du grain.

* Attaques d'origine biologique causées par des organismes vivants (rongeurs, oiseaux,
insectes, acariens, micro-organismes). Les insectes et les mites en particulier causent le plus

de dommages aux aliments stockés.

Remarque : Au Maroc, les principales espéces ravageuses des denrées stockees
appartiennent aux Coléoptéres et aux Lépidopteéres.

Dans ce travail on a étudié I’effet insecticide de I’huile essentielle de sciure de T. articulata
sur I’insecte suivant : Sitophilus granarius (Charancon du blé). Cette étude et ce choix ont été

guidés par I’importance des dégats qu’engendrent ce ravageur et aussi leur large répartition.

5.2. Généralités sur I’insecte étudié (Sitophilus granarius)

Les charangons (curculionidés) sont bien connus comme d’importants ravageurs primaires de
grains entreposés, caractérisés par la présence d’un rostre prononcé (rigide), portant des
antennes a sa base , ils attaquent la plus part des cultures céréalieres, notamment le blé, 1’orge,
I’avoine et le seigle . L’ceuf est caractérisé par une forme opaque, avec une couleur blanche
brillante, ovoide, avec une longueur 0,6 au 0,8mm [125]. La larve apode et blanchatre, mesure
de 2 &4 mm, avec une téte foncée, elle se nourrit a I’intérieur des grains puis s’y chrysalide

[126]. La couleur de la nymphe se passe du blanc au brun, se caractérise par sa forme
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cylindrique et de 3 2 4 mm de long L’adulte mesure environ 4 mm de long, de couleur brun

fonce, ovale, avec des longues pattes et une téte prolongée par un long rostre [127].

Figure 21: (Euf, larve, nymphe, adulte de S.granarius [128]

5.3. Lutte contre les insectes des denrées stockees

Le contrble des insectes repose fortement sur les insecticides synthétiques, et l'utilisation
excessive d'insecticides synthétiques a entrainé des problemes tels que la pollution de
I'environnement, la toxicité pour I'homme et le développement généralisé de la résistance aux
insecticides [129]. Compte tenu des effets négatifs des insecticides synthétiques traditionnels,
il existe une impulsion considérable pour développer des insecticides plus efficaces et plus
srs. Par conséquent, les efforts se poursuivent pour rechercher des produits végétaux naturels
comme alternatives aux insecticides chimiques synthétiques, en raison de leur faible toxicité
pour 'homme, de leur moindre persistance dans I'environnement et de leur large acceptation
par le public. Ces dernieres années, I'exploration des huiles essentielles ayant des activités

insecticides a fait I'objet d'une attention croissante [130].

En raison de son efficacité, elle doit étre appliquée avec discernement pour limiter les risques
qu’elle peut faire courir aux consommateurs des denrées. Deux types de technique sont

généralement employés :

- Traitement par contact : Il consiste a recouvrir les grains, ’emballage ainsi que les locaux
de stockage d’une pellicule de produit insecticide qui agit par contact sur les déprédateurs,

dont I’effet est plus ou moins rapide avec une persistance d’action plus longue.

- Traitement par fumigation : La fumigation consiste a traiter les grains a 1’aide d’un gaz

toxique, qu’on appelle fumigant. L’intérét majeur de la fumigation est de faciliter la
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pénétration des gaz a I’intérieur du grain et donc de détruire les oeufs, larves et nymphes qui

s’y développent [131].

6. Adsorption

6.1. Généralités

L’eau est a ’origine de la vie sur terre. Pourtant, sa contamination est un probléme qui se pose
avec acuité de nos jours. Elle est le résultat de 1'utilisation massive de polluants organiques et
minéraux d’origine agricole, urbaine et industrielle. Ainsi, les colorants synthétiques
employés dans I’industrie textile, les métaux lourds, le phénol et les pesticides, représentent
ce type de contaminants. Dans ces conditions, la contamination est essentiellement due a leurs
rejets dans les rivieres ou dans les milieux naturels. Par consequent, la dégradation de
I’environnement suscite a I’heure actuelle un intérét particulier afin de préserver et
d’améliorer la qualité des eaux. Des techniques de traitements classiques ont déja été mises en
oeuvre. Elles sont de types biologiques, thermiques, chimiques ou physiques. Nous citons a
titre d’exemple 1’oxydation, la précipitation chimique, 1’échange d’ions, la coagulation-
floculation,.... Mais, la plupart d'entre eux présentent des inconvenients comme le colt éleve,
le recours aux substances chimiques et I'elimination incomplete des polluants. Il est alors
nécessaire d’avoir recours au procédé d’adsorption. C’est I’un des processus les plus efficaces
pour I’élimination de polluants organiques et/ou inorganiques en solution aqueuse d’un point

de vue technique et économique [132].

6.2. Nature et origine de la pollution de I’eau

Il existe plusieurs manieres de classer la pollution. Selon le type de polluant, elle est classée
en trois catégories : pollution physique, chimique et biologique. La pollution peut aussi étre
classée selon son origine, nous distinguons alors quatre catégories : pollution domestique,
urbaine, agricole et industrielle [133]. Les eaux usees englobent des matiéres en suspension,
des flottants et des matieres dissoutes. Ces polluants sont regroupés en deux types, polluants
organiques et inorganiques. Les polluants les plus connus qui sont les métaux lourds, les

colorants, les phénols et les pesticides.

Remarque : Dans ce travail, nous avons testé l'adsorption du colorant « bleu de méthylene »
sur la lignine extraite. Parce qu'il fait partie des colorants organiques (polluants résiduels) les

plus utilisés dans l'industrie.
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6.3. Méthodes de dépollution

Comme nous avons pu le voir dans les paragraphes précédents, ces rejets organiques sont
toxiques et nécessitent une technique de dépollution adaptée. Les différentes méthodes de
dépollution peuvent étre classées en fonction de la nature des procédés employés, a savoir les
procédés biologiques, chimiques, physiques et physico-chimiques [134,135]. Cependant,
I'adsorption reste la méthode la plus fréqguemment utilisée en raison de son efficacité, de sa
capacité et de son application a grande échelle. Elle présente de nombreux avantages. Parmi
lesquels, 1’¢limination d’une large gamme de polluants, dont différents types de colorants,
mais aussi d’autres polluants organiques et inorganiques, tels que les phénols, les ions
métalliques, les pesticides, les substances humiques, les détergents, ainsi que les composés

responsables du goiit et de I’odeur.

Il existe plusieurs types d’adsorbants tels les argiles, les apatites, la silice, 1’alumine, les
zéolithes, et quelques roches ; mais le charbon actif reste de loin le plus utilisé dans

I’industrie.

6.4. Phénomeéne d’adsorption
L’adsorption est une méthode de surface par lequel des ions, des atomes ou des molécules
d’un gaz ou d’un liquide, dit adsorbé ou adsorbat, se fixent sur la surface solide d’un substrat

appelée adsorbant selon divers processus.

6.4.1. Mécanisme d’adsorption
Le processus d’adsorption consiste a transférer 1’adsorbat de la phase liquide vers les sites
actifs de la phase solide appelé adsorbant. Il peut étre décomposé principalement en quatre

étapes (Figure 22):

Etape 1: Diffusion de I’adsorbat de la phase liquide externe vers la couche limite située au

voisinage de la surface de ’adsorbant (Tres rapide).
Etape 2: Diffusion du soluté a travers le film liquide vers la surface d’adsorbant (Rapide).

Etape 3: Transfert intragranulaire de la matiére qui est un transfert de la matiere dans la

structure poreuse de la surface extérieure des graines vers les sites actifs (Lente).

Etape 4: Interaction d’adsorbat au contact des sites actifs, une fois adsorbée, la molécule est

considérée comme immobile (Tres rapide).
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1: Diffusion au sein de la phase
liquide

2: Transfer a travers le film
externe liquide

3: Diffusion intra-particulaire
4: adsorption sur les sites actifs

¢ Adsorbat

Figure 22: Mécanisme de 1’adsorption sur les solides poreux [136]

6.4.2. Facteurs influencant le processus d’adsorption
Parmi les facteurs qui peuvent influencer sur l'efficacité de 1’adsorption entre I’adsorbant et

’adsorbat [137], nous pouvons citer :

> Effet du pH: La variation du pH entraine une variation du degré d'ionisation de la
molécule d’adsorbat et des propriétés de surface de I'adsorbant.

> Effet de la taille des particules: L’augmentation de la taille des particules diminue la

diffusion de ’adsorbat a la surface d’adsorbant. Par contre, la diminution de la taille
de la particule de I’adsorbant implique une surface beaucoup plus grande avec une
diffusion plus grande de I’adsorbat a I’intérieur de la surface d’adsorbant et une
efficacité d'adsorption beaucoup plus grande par rapport a la méme masse de
particules plus grosses.

> Effet de la concentration initiale de soluté: Le taux d'adsorption d’un soluté dépend

fortement de la concentration initiale du soluté. L'effet de la concentration initiale de
I’adsorbat dépend de la relation immédiate entre la concentration d’adsorbat et les
sites disponibles sur la surface d’adsorbant. En général, le pourcentage d'élimination
du soluté diminue avec l'augmentation de sa concentration initiale, di probablement a
la saturation des sites d'adsorption a la surface de l'adsorbant. D'autre part,
'augmentation de la concentration initiale d’adsorbat entraine une augmentation de la
capacité de I'adsorbant, di a I’augmentation de la force motrice du transfert de masse.

> Effet de la quantité d'adsorbant: Le pourcentage de fixation du soluté augmente avec

la concentration d’adsorbant, du fait de I’augmentation du nombre de sites de sorption

actifs disponibles a la surface de l'adsorbant.

35



> Effet de la température: L’influence de la température est un indicateur pour évaluer la

nature de I’adsorption, qu’il s’agisse d’un processus endothermique ou exothermique.

» Temps de contact: Le suivi de I’évolution du temps de contact et la détermination du

temps d’équilibre renseignent sur I’interprétation du mécanisme d’adsorption.

> Nature des groupements fonctionnels: En plus des parametres et des caractéristiques

précédemment cités, les groupements fonctionnels présents a la surface de 1’adsorbant
ont une grande influence sur I’adsorption. Les groupements fonctionnels sont des sites
oxygeénes et des sites aminés dont I’affinité est étroitement liée a la nature de

I’adsorbat.

L'étude de ces effets sur la capacité d'adsorption permet d'optimiser et de minimiser le co(t

d'adsorption.
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Partie III : ETUDE
EXPERIMENTALE
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1. Huiles essentielles

1.1. Matiere végétale

Récolte : Les échantillons de la plante T. articulata ont été récoltés au mois de mars 2017
dans la région de Khemisset (Feuilles, Cones et Sciure) (Figure 23).

Khemisset est située a une altitude de 409 meétres et bénéficie d'un climat méditerranéen
chaud avec des étés secs, des hivers froids et partiellement nuageux. Au cours de l'année, la
température oscille généralement entre 5°C et 33°C et rarement en dessous de 2°C ou au-
dessus de 39°C.

elal ytall
Maroc

Marrakech
S

Mauritanie

Figure 23:Situation géographique de Khemisset

Séchage : Le matériel végétal est séché a ’ombre, a ’abri de ’humidité et a une température

ambiante.

Figure 24: Matieres végétales (Feuilles, Cones et Sciure)

38



1.2. Préparation des HE

L'extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil de
type Clevenger [138]. A chaque fois une masse de la plante séche est introduite dans un
ballon de trois litres remplis au 2/3 d’eau, I’ensemble est porté a ¢bullition pendant 6 heures.
Les vapeurs chargées d’huile essentielle traversant le réfrigérant se condensent et chutent dans
I’appareil Clevenger (Figure 25). L’eau et I’huile se séparent par différence de densité et les
huiles sont récupérées par une micropipette dans des petits flacons opaques puis séchée par
sulfate de sodium anhydre (Na>SOs) et pesées afin de calculer le rendement de I’extraction
par rapport a la masse initiale séchée du matériel végétal. Ces huiles sont ensuite stockées a

4°C de température.

Figure 25: Montage de I’hydrodistillation au laboratoire (Clevenger)

Nous pouvons déterminer le rendement de différentes parties de la plante en HE en calculant
le rapport suivant :
Huile essentielle (g)

(0% = x 100
Rendement(%) = 17— végétale (g)

1.3. Analyse des HE par (GC) et (GC/MS)

Le dispositif de chromatographie en phase gazeuse / spectrométrie de masse (GC / MS) est de
type Elmer Clarus TM GC-680 avec Q-8 MS. Il est équipé d'un auto-échantillonneur, qui
donne acceés a l'injection automatique d'échantillons dans I'injecteur et d'une colonne capillaire
de type RxiR-5Sil MS traversée par du gaz Hélium. Le spectrométre de masse est alimenté
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par une source d'ionisation électronique SMART. Cette source peut ioniser et vaporiser les
différentes molécules ainsi qu'un filtre quadripolaire pour séparer les différents ions dans leur
rapport m / z. Le systeme GC / MS est contr6lé par ordinateur avec le logiciel Turbomass
(TM), qui permet la programmation de méthodes analytiques ainsi que l'identification

qualitative et quantitative des especes détectées.

Les paramétres d'analyse sont les suivants : temps d'analyse: 2 heures, débit de gaz vecteur: 1
mL / min, énergie d'ionisation: 70 eV, température de l'injecteur: 260 ° C, température du
four: 40 ° C pendant 2 minutes, puis remontée de 10 ° C/ min a 290 ° C, et le volume injecté
est de 0.5 pL.

Figure 26: Instrument GC / MS (Perkin Elmer Clarus TM GC-680 avec Q-8 MS)

2. Extraits organiques

2.1. Matieres végétales
Les déchets de bois du T. articulata ont été collectés en mars 2017 dans l'industrie du bois
dans la région de Khemisset au Maroc. Le matériau de sciure est protégé de I'numidité et mis

a température ambiante avant I'extraction.

2.2. Préparation des extraits

Les extraits organiques ont été préparés a l'aide des solvants organiques, en utilisant le
Soxhlet, la macération, le chauffage a reflux ou l'extraction liquide sous pression (ASE)
comme équipements d'extraction. Ces techniques présentent des avantages en termes de

durabilité, de répétabilité et de respect de I'environnement, de rapidité et d'automatisation.

2.2.1 Extraction par Soxhlet
L’originalité de cette technique permet généralement dutiliser des petites quantités de

solvants ce qui est avantageux. Dans un premier temps, 40 g de sciure de bois du Thuya
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broyés sont prélevés puis mis en cartouche avant de I'extraire a l'aide d'un solvant (méthanol
ou éthanol) en utilisant le Soxhlet comme appareil d'extraction [139] (Figure 27). Le systéme
est chauffé a reflux pendant 6 heures, jusqu’a la décoloration de la matiére végétale. L’ extrait
obtenu est évaporé a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif muni d’une pompe & vide puis

conserveé a 4°C.

Figure 27: Montage d’extraction par Soxhlet utilisé au laboratoire LMNE

2.2.2 Extraction par liquide pressurisé (ASE)

C’est une nouvelle technique utilisée qui fait encore I’objet de nombreuses recherches.
L'extraction a été effectuée avec 2.5 g de sciure de bois dans un récipient en acier inoxydable
de 22 mL a l'aide d'un systeme ASE 200 (Dionex ASE 200) (Figure 28). Le volume stagnant
de chaque récipient a éte rempli de 1 g de SiO> et I'extraction a été réalisée avec du solvant
hexane puis de I'éthanol, des températures de 65 ° C et des temps de 5 min a une pression

élevée de 1500pci.

Figure 28: Montage d’extraction par liquide pressurisé (Dionex ASE 200)
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2.2.3 Extraction des flavonoides

10 g de sciure en poudre ont été macérés dans (200 mL) d'alcool pendant 24 h. Apres
filtration, la solution alcoolique est évaporée via Rota-vapeur. Le résidu sec obtenu est lavé
avec de l'acétate d'éthyle + eau distillée (volume / volume). Apres extraction liquide-liquide,
les flavonoides sont obtenus par ajout de n-butanol a la phase aqueuse (10 mL). Apreés
agitation, la phase butanol est évaporée a 60 °C [140].

2.2.4 Extraction des alcaloides

10 g de poudre de sciure de Thuya ont été extraits avec (150 mL) d'éthanol pendant 5 h a
I'aide d'un appareil Soxhlet. L'extrait éthanoique a été évaporé via Rota-vapeur. Le résidu sec
a eté repris avec un volume = 20 mL de chloroforme et acidifié avec HCI (5%, pH 3). A
température ambiante, les alcaloides sont obtenus par extraction liquide-liquide par addition
de chloroforme d'un volume de 20 mL, basifie avec NaHCO3 (5%) a pH 9 [141]. La phase

chloroformique est évaporée a 40 ° C.

Enfin, les extraits séches ont été stockés a 4 ° C pour des etudes complémentaires. Pour toutes
les méthodes d’extraction. Le rendement des extractions (%) a été calculé a l'aide de la

formule suivante :

Extrait(g)
Rendement% = — — x 100
Matiere véegétale(g)

2.3. Caractérisation des extraits
Nous avons réalisé des tests phytochimiques afin de mettre en évidence les différentes classes
de métabolites secondaires qui composent la plante, nous permettant de nous faire une bonne

idée de ses activiteés.

2.3.1. Analyse qualitative

Le criblage phytochimique consiste a détecter quelques familles de métabolites secondaires
existant dans la plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont
basées sur des phénomenes de précipitation, de compléxation ou de coloration par des réactifs

spécifiques.

a. Détection des flavonoides
On traite 1mL de I’extrait méthanolique avec quelques gouttes d’HCI concentré, puis on
ajoute quelques milligrammes de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est

confirmée par I’apparition d’une couleur rose a rouge orange [142].
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b. Détection des alcaloides

On introduit 100 mg de I’extrait dans un tube a essai contenant 3 mL d'acide sulfurique 1%.
L'ensemble est porté a ébullition au bain-marie (100°C) pendant 5 min. Apres refroidissement
et filtration, 5 gouttes de réactif de Meyer sont ajoutées. La formation d'un précipité blanc
indique la présence des alcaloides [143].

Les alcaloides ont la capacité de former des complexes insolubles (précipités) avec des
métaux lourds : Bi, Hg, Pt, W, et/ou des métalloides; La présence des alcaloides est établie
par la précipitation de sels en utilisant le réactif de Mayer comme révélateur.

c. Détection des tanins
Dans un tube a essai on dissout quelques mg de I'extrait a étudier dans de I'eau distillée et on

ajoute quelques gouttes d'une solution de chlorure ferrique (FeCls) 1% [144].

= L'apparition d'une coloration bleu-noir indique la présence des tanins galliques.

= L'apparition d'une coloration vert-noiratre indique la présence des tanins catéchiques.

d. Détection des saponosides
On mélange 1mL de I’extrait avec 2mL de I’ecau distillée chaude et on agite pendant 15
secondes puis sont laissés au repos pendant 10 min. Une hauteur de mousse persistante,

supérieure a 1cm indique la présence de saponosides [145].

e. Détection des stérols et polyterpenes
L’extrait est dilu¢ dans 2mL d’anhydride acétique. L’ajout de quelques gouttes d’acide
sulfurique concentré permet 1’apparition d’une coloration violette qui indique la présence des

stérols et polyterpénes [142].

2.3.2. Analyse quantitative

Les études quantitatives permettent de déterminer la concentration des différentes substances
recherchées. Elle est complémentaire de I'analyse qualitative ou l'on cherche uniquement a
déterminer si une substance est présente ou non. Il sagit de réactions chimiques au cours
desquelles une détermination de la teneur en composes est effectuée par spectrophotometre
UV/Visible (Figure 29).
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Figure 29: Spectrophotometre UV/Visible (LLG-uniSPEC UV/VIS)

2.3.2.1. Dosage des polyphénols totaux

a. Principe
Le dosage des polyphénols totaux dans ’extrait méthanolique est réalise par la méthode de
Folin-Ciocalteu [146]. Cette méthode est basée sur la quantification de la concentration totale
de groupements hydroxyles présents dans l'extrait. En milieu alcalin, le réactif de Folin-
Ciocalteu, oxyde les phénols en ions phenolates et réduit partiellement ses hétéro-polyacides,

d'ou la formation d'un complexe bleu [147].

b. Mode opératoire
On ajoute 800 pL de la solution de Na,CO3z (7.5 %) ou de reference (acide gallique) a 200 pL.
Aprés agitation (5min), on ajoute a I’ensemble, 1mL de la solution de Folin-Ciocalteu (dilué
dix fois dans I’eau distillée 1/10), aprés 2 h d’incubation a la température ambiante,
I’absorbance est lue a 765 nm contre un blanc sans extrait. Toutes les mesures sont réalisées

en triplicata.
c. Expression des résultats

Le taux de polyphénols totaux dans notre extrait, est calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire (Y= ax+b), établie avec des concentrations précises d’acide gallique
(40-140 pg/mL) utilisé comme standard de référence. Les résultats sont exprimés en
microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg

d’extrait).
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2.3.2.2. Dosage des flavonoides

a. Principe

Les flavonoides donnent avec le chlorure d’aluminium des complexes de couleur rose dont

I’intensité est mesurable a 430 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre UV.
b. Mode opératoire

La détermination des flavonoides dans nos expériences est réalisée par la méthode [148].
Dans des tubes a essai 1 mL d'extrait méthanolique et 1 mL de solution méthanolique de
chlorure daluminium (2%). Aprés 15 min d'incubation a température ambiante, les
absorbances sont lues a l'aide d'un spectrophotomeétre UV visible a 430 nm contre un blanc
(méthanol ajouté a AICIz). Le méme protocole est réalisé en utilisant la quercétine (standard)
a différentes concentrations (0-300 pg/mL) au lieu de D’extrait, pour tracer la courbe

d’étalonnage. Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.
c. Expression des résultats

Les concentrations des flavonoides contenus dans 1’extrait méthanolique de T. articulata sont
calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme
standard. Les reésultats sont exprimés en pg eéquivalent en quercétine par milligramme

d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

3. Evaluation de P’activité anti-oxydante
Dans cette étude, deux méethodes ont éte utilisées pour évaluer l'activité antioxydante in vitro
du T. articulata huile essentielles et extraits organiques, a savoir la méthode DPPH (1,1-

diphényl-2-picrylhydrazyl) et la méthode de réduction du fer (FRAP).

3.1 Test de DPPH

a. Principe

Pour évaluer I’activité antiradicalaire, nous avons utilisé la méthode du DPPH (2,2- diphényl-
1-pierylhydrazyl). Le DPPH est un radical libre stable de couleur violacée qui absorbe a 517
nm. En présence des composés anti-radicalaires, le radical DPPH est réduit et change de
couleur en virant au jaune. Le DPPH réagit avec un antioxydant par arrachement d’un

hydrogene, il se forme alors le 2,2-diphénylhydrazine DPPH-H (Figure 30) [149].
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Figure 30: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH
b. Mode opératoire

L’activité du balayage du radical DPPH est mesurée selon le protocole décrit par [150]. Une
solution méthanolique de 0.3 mM de DPPH est mélangée avec différentes concentrations des
HE et des extraits de T. articulata (40, 120, 250, 300, 350 pug/mL). Dans un tube a essai, 2.5
mL de solution échantillons et témoins (acide ascorbique) sont ajoutées a ImL de la solution
méthanolique de DPPH, aprés incubation pendant 30 min a I’abri de la lumiére et a
température ambiante, les absorbances sont mesurées a 517 nm contre un blanc qui contient

du méthanol pur.

Le contréle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, 1’acide
ascorbique. Le contrdle négatif est composé de 1 mL de la solution méthanolique au DPPH et
de 2.5 mL de méthanol.

c. Expression des résultats

Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire (AA) ou par pouvoir de
neutralisation des radicaux libres exprimé en pourcentages (I %) en utilisant I’équation

suivante :
% | = [Abs c —Abs e/ Abs c] x 100 (1)

Abs C : Absorbance du contrdle négatif ;

Abs E : Absorbance de I’échantillon (HE, extrait ou acide ascorbique).

Les résultats sont exprimés par la moyenne de deux mesures. Le parametre I1Csg est défini
comme étant la concentration du substrat qui cause la neutralisation de 50% de radicale
DPPH, plus la valeur d’ICsp est petite plus I’échantillon dispose d’un fort pouvoir

antioxydant.
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3.2 Test de FRAP

a. Principe

Cette technique est basée sur la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe3*)
présent dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe?*) a un pH
de 6.6 pour maintenir la solubilité du fer (Figure 31). En d’autres termes, ce test permet de
définir la capacité d’un antioxydant a inhiber I’initiation des réactions radicalaires par les ions
metalliques [151].

Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe bleu intense qui est suivi

spectrophotométriquement.

N N
I I
N\\C T C//N N§C T C//N
N Fe(I/H) +Antioxydant N Fe@
/C/| \C\ =~ i /C/| \C\
N / C \N N / C \N
[ I
N N
(Fe’*) couleur (Fe?*) couleur bleue

Figure 31: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP
b. Mode opératoire

Elle consiste a mélanger 1 mL de I’extrait a différentes concentrations avec 2.5 mL de tampon
phosphate (0.2 M ; pH=6.6) et 2.5 mL d’une solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s & 1%. Le mélange obtenu est incubé a 50°C pendant 20 min. Puis 2.5 mL d’acide
trichloracétiqgue (CCIzCOOH) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Le mélange est
centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min a température ambiante. A 2.5 mL du surnageant sont
additionnés 2.5 mL d’eau distillé et 0.5 mL de chlorure de fer (FeCls) a 0.1%. L’absorbance

du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm [152].

c. Expression des résultats

Lorsque I’absorbance augmente dans le milieu réactionnel, cela indique une augmentation du
pouvoir réducteur des extraits [153]. La concentration ECso est définie comme étant la

concentration effective a laquelle I’absorbance est égale a 0.5, est un indice utilisé pour
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comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des substances bioactives.

L’activité de I’extrait est enfin comparée a celle de 1’acide ascorbique.

4. Analyses statistiques

4.1. Matrice de corrélation

Dans cette partie, l'analyse en composante principale vise a établir l'apparition des
corrélations existantes entre les composeés bioactifs (polyphénols et flavonoides) et le pouvoir
antioxydant par les deux méthodes DPPH et FRAP. Cette méthode permet d’interpréter la
variation du contenu phénoliques chez 3 extraits ; extrait méthanol brute, extrait a I'éthanol
(Sox) et extrait a I'ésthanol (ASE) ces derniéres ont été extraites par des méthodes d'extraction
différentes.

4.2. Analyse en composantes principales (ACP) et de cluster hiérarchique (ACH)

Les corrélations de Pearson entre les tenures en polyphénols, flavonoides, et la capacité
antioxydante par deux tests FRAP et DPPH ont été réalisées par ACP. Dans laquelle ACP
avait exprimé les 3 échantillons en fonction de leurs teneurs en composés bioactifs dans un
graphique afin de faciliter la compréhension des variations de données en fonction de la
nature du solvant ou la méthode d’extraction. ACH a été fait pour rechercher
I'interdépendance entre les extraits d'un cluster caractéristique ; de plus, le dendrogramme a
été déterminé par le cluster technique de Ward et la distance euclidienne au carré, qui sont

considérés comme des coefficients de similarite [154].

4.3. Analyse des données

La corrélation entre tous les résultats des variables des extraits de cette étude a €té faite par la
corrélation de Pearson. L'association des variables avec les extraits de cette étude a été
réalisée par ACP sous forme de représentation graphique par le logiciel XLSTAT 2014.
L'analyse de la variance a été effectuée pour la vérification de la signification statistique par le
test de Tukey a un niveau de confiance de 95,0 %, ainsi que les données ont été présentées
sous forme de moyennes * erreur standard de la moyenne a l'aide du logiciel IBM SPSS
Statistics 21.

5. Evaluation de I'activité antibactérienne

5.1. Préparation de souches bactériennes
Les micro-organismes testés comprenaient les bactéries suivantes : bactéries Gram+ : Listeria
monocytogenes (CECT4032) et Bacillus cereus (CECT4094) et bactéries Gram- : Escherichia

48



coli (CECT515), Salmonella enterica serovar Enteritidis (CECT4300) et Cronobacter
sakazakii (ATCC6529). Nous avons opéré nos recherches sur ces souches compte tenu de

leurs fréquentes rencontres dans le quotidien.

5.2. Méthode de diffusion sur disque

La méthode de diffusion sur disque a été utilisée pour la détermination des activités
antimicrobiennes des huiles essentielles de Thuya. Des disques de papier filtre stérile (6 mm
de diamétre) ont été imprégnés de 10 pL d'huile pure ou 10 uL de chaque concentration
d'échantillon (10, 20 et 50 mg/mL) et ont été placés sur les plaques de Petri inoculé qui ont
ensuite été incubées pendant 24 h a 37°C [155]. Les diametres des zones d'inhibition ont été
mesurés en millimetres. Tous les tests ont été effectués en triple. Le contrle positif est
représenté par une solution d'un antibiotique standard qui est lERYTHROMYCINE et le
contréle négatif est représenté par I'éthanol.

5.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La methode de dilution en bouillon a eté utilisee pour déterminer les concentrations
minimales inhibitrices (CMI). Une gamme de concentrations d'huiles essentielles de 3.125 ;
6.25; 12.5; 25 et 50 pg/mL ont été utilisées pour la détermination de la concentration
minimale inhibitrice d'huile essentielle, qui est la quantité minimale de concentrations a
laquelle les bactéries ne se sont pas développées (CMI) aprés 24 h a 37°C, cette valeur
caractérise l'effet bactériostatique d'un antibiotique [156]. Les tests ont été réalisés dans des
tubes a essai. L'huile essentielle a été dissoute dans le milieu de culture et transférée dans des
tubes pour obtenir une dilution en série. Les tubes ont été inoculés avec 1 mL de suspensions

microbiennes dans chaque tube. Ce test a été réalisé en double.

6. Evaluation de I'activité insecticide
L’étude a porté sur une Coléoptére : Sitophilus granarius. Les tests ont été réalisés au

laboratoire LMNE de département de Chimie a la faculté des sciences de Rabat.

6.1. Position systématique
S.granarius a été décrit scientifiquement par Linné en 1758 comme Curculio granarius, puis
Schoen-herr lui a donné le terme Sitophilus granarius en 1838 [157]. D’apres Longstaff [158]

sa classification est la suivante :
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Tableau 4:Position systématique de Sitophilus granarius (L.)

Classification :

Regne : Animalia

Embranchement : Arthropoda

Classe : Insecta

Ordre : Coleoptera

Famille : Curculionidae

6.2. Biologie de Sitophilus granarius (L.)

S. granarius est un charangon aux meeurs essentiellement nocturne, se montre plus actif la
nuit que le jour. Il peut vivre en permanence dans l'obscurité compléte, son déplacement est
relativement rapide [159]. La femelle de S. granarius dépose les ceufs a l'intérieur des grains
dans un trou qu’elle fore par son rostre, ce trou est ensuite rebouché par du mucilage [160].
Une fois éclose, la larve se développe a I’'intérieur du grain qu’il va ainsi évider entiérement,
et s’y nymphose pour ne sortir du grain que sous forme d’adulte parfait. Le nombre d’ceufs

déposés par une femelle pouvant atteindre 250 ceufs [161].

Une température de 30°C et une humidité relative de 70% sont nécessaires pour son
développement [162]. Les adultes vivent sept a huit mois dans les silos de stockage, se

déplacant autour de la masse de grains tout au long de la journée [163].

6.3. Elevage de masse
L’¢levage de masse consiste a mettre dans un sachet une quantité¢ de bl¢ sain, auquel est

ajouté du blé contaminé par S. granarius.

Ces sachets ont été hermétiquement fermés, et laissés pendant un mois a une température
ambiante jusqu’a I'émergence des adultes. L’objectif de cet élevage étant de produire une

masse suffisante d’individus.

6.4. Test de I'activité insecticide par contact
Ce test est réalisé pour évaluer le pourcentage de mortalité de I’insecte influencé par I'huile

essentielle, en utilisant la méthode d'application [164] avec quelques modifications.
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Dans une surface de 23.746 cm?, des doses de 25 ; 50 et 100uL sont diluées respectivement
dans 100pL d’acétone pour que la répartition soit homogene sur le papier filtre.

La solution huile + acétone est uniformément répartie sur un disque du papier filtre et un
témoin recoit 100pL d’acétone uniquement.

Cing individus adultes de l'insecte sont déposés sur le papier filtre au milieu des boites de
pétri. Le contrdle de mortalite s'est fait par dénombrement d'insectes morts du premier jour de
traitement jusqu'a la mort de tous les individus. Chaque expérience a été répliquée deux fois.
La mortalité a été calculée a 24 h aprés le traitement avec l'éguation suivante : taux de
mortalité = A/B x 100 %. B désigne le nombre total d'insectes testés et A représente le
nombre d'insectes morts traités avec les échantillons.

A (Nombre de morts pour chaque dose)

oMM (1 lité) = X1
%% (lamoyenne de mortalité) B (Nombre total utilisé par dose) 00

6.5. Test de I'activité insecticide par fumigation

L’activité bio insecticide a été¢ déduite a partir d’un test de fumigation effectué¢ contre les
insectes des denrées alimentaires [165]. Ces insectes (au nombre de 5) ont été mis dans un
crachoir de Volume 69.08 cm®, dont le couvercle contient un papier filtre imbibé d’huile
essentielle a différentes doses (25 ; 50 et 100uL). Le témoin n’a pas recu d’huile. Le contrdle
de mortalité s'est fait par denombrement d'insectes morts du premier jour de traitement jusqu'a

la mort de tous les individus.

Chaque expérience a été répliquée deux fois. Le taux de mortalité a été calculé chaque jour
aprés fumigation en utilisant la méme méthode que celle utilisée pour I'essai de toxicité par

contact.

7. Lignine
Les ressources de biomasse naturelle de la sciure du bois Thuya (T. articulata) a été collectée

en mars 2017 aupres de I'industrie du bois d'artisanat au Maroc (région de Khemisset).

7.1. Extraction de la lignine

La lignine a été isolée par procédé Klason, la sciure de bois réduite en poudre a l'aide d'un
micro-broyeur, puis 15 g de cette poudre sont traités au Soxhlet en utilisant un mélange
toluéne-éthanol (2: 1, volume / volume). Le résidu est hydrolysé avec de l'acide sulfurique
concentré a 72% pendant 2 heures a température ambiante. Aprés dilution avec de l'eau

jusqu'a une teneur en acide sulfurique a 5%, le mélange obtenu a été porté au reflux pendant 4
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heures. Le résidu insoluble, récupéré par filtration, est ensuite lavé jusqu'a neutralité du filtrat
avec de l'eau distillée, puis il est séché a I'étuve pour peser et analyser [166].

Le rendement de la lignine dans le bois (%) a été calculé a I'aide de la formule suivante :

Lignine (g)
R % = 1
% Matériel en bois (g) * 100

7.2. Caractérisations de la lignine

7.2.1. Analyse par spectroscopie infrarouge (IR)

Le spectre FTIR de I'échantillon de lignine a été mesuré par transmission directe en utilisant
la technique des pastilles KBr. En spectroscopie infrarouge équipée d’un accessoire ATR
(Attenuated Total Reflectance), I’échantillon est pressé en contact étroit avec un prisme. Au
cours de la réflexion interne totale de la lumiére infrarouge dans le prisme, une petite quantité
de la lumiére infrarouge pénetre dans 1’échantillon, ce qui permet d’obtenir un spectre
infrarouge. La profondeur de pénétration étant de 1’ordre de quelques um, ce procédé
livre uniquement des informations sur la surface de I’échantillon. L’appareil utilisé est un
spectrométre FTIR-ATR JASCO 4600 (Figure 32) qui permet un balayage de 4000 a 400 cm™
avec une résolution de 0.964233 cm™. 11 est muni d’un cristal en diamant, transparent en IR et
d’indice de réfraction élevé. Le faisceau IR est réfléchi a I’interface échantillon-cristal puis
dirigé vers un détecteur de type Pro One. L’ensemble est piloté par un logiciel spécifique
"Spectra Manager" qui permet de faire le traitement des données et résultats. Les bandes

caractéristiques de la lignine ont éte attribuées selon la littérature.

Figure 32:Spectrometre infrarouge (FTIR-ATR JASCO 4600)
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7.2.2. Analyse de diffraction des rayons X (DRX)

L'étude de diffraction des rayons X a été réalisée dans un diffractométre a rayons X sur
poudre (LABXXRD-6100 SHIMADZU) (Figure 33), en utilisant une longueur d'onde Cu-
Kal de A = 1.5406 A. L'angle de balayage (26) était compris entre 5 ° et 70 ° avec un pas de
0.02 °. L’identification des phases minérales dans 1’échantillon a été réalisée en comparant le
diagramme RX obtenues avec ceux de la base de données JCPDS-ICDD (Joint Committee on

Powder Diffraction Standards — International Center for Diffraction Data).

Figure 33: Diffractometre a rayons X sur poudre (LABXXRD-6100 SHIMADZU)

7.2.3. Analyses thermogravimétriques et thermiques différentielles (ATG-ATD)
Les analyses thermogravimétriques et thermiques différentielles (ATG-ATD) de la lignine
extraite ont été réalisées sur un analyseur thermique simultané de type «LabsysTMEvo (1F)»
et de marque SETARAM (Figure 34), qui permet d'effectuer les analyses en simultanées
(ATG/DTG et ATD). Il est composé d’une structure intégrante :

- Une canne comportant deux creusets (Référence et Echantillon)

- Une balance TG associé a un capteur ATD (module de pesée)

- Un four a résistances métalliques pouvant monter jusqu'a 1600°C

- Un systeme d'introduction de gaz de balayage (N2, Air, He...)

- Un logiciel "Calisto™ multitache pilotant les différents modules (ordinateur)
Une circulation d'eau d'un débit de deux litres/min est maintenue en permanence dans le four
de l'appareil pendant l'essai et le refroidissement. De méme, un circuit du gaz de balayage est
nécessaire pour conduire la plupart des réactions. Ce circuit a quatre objectifs principaux :

1. Protéger le creuset et I’échantillon de I’oxydation.
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2. Protéger les capteurs de 1’oxydation lorsque la température excéde 500°C.

3. Evacuer l'air résiduel du four.

4. Choisir et imposer une atmosphére particuliére pour faire réagir 1I’échantillon.
Lors de l'analyse thermique pondérale (Thermogravimetrie), la variation de la masse se
distingue sur le thermogramme soit par une perte de masse (diminution de la masse) ou par un
gain de masse. Conventionnellement, on oriente les pertes de masse vers le bas du
thermogramme et les gains de masse vers le haut. Les pertes ou gains de masse sont
déterminés en utilisant une fonction mathématique "variation de masse™ du logiciel Calisto. A
partir de la courbe TG enregistrée, le logiciel permet également de tracer la courbe dérivée
DTG avec différents filtrages selon le niveau de bruit de fond de la courbe TG obtenue. Dans
le cas de l'analyse thermique différentielle (ATD), le thermo-gramme se présente sous l'allure
des pics orientés vers le haut ou vers le bas selon que la réaction est endothermique ou
exothermique. Nos essais sont réalisés de la température ambiante a 800 ° C avec une vitesse
de montée en température de 20 ° C / min et un débit d'air de 30 cm® / min. La masse initiale
des échantillons est d'environ 8 mg. Trois répliques ont été utilisées pour les analyses
thermogravimétriques et thermiques différentielles.

Figure 34:Appareil thermique LABSYSTM EVO (SETARAM)
7.2.4. Calorimétrie a balayage différentielle (DSC)

Le calorimétre différentiel a balayage (DSC) utilisé est un appareil de type SETARAM 121
(Figure 35) qui est constitué par un bloc calorimétrique traversé par deux tubes en alumine.
La section intérieure des tubes est entierement extrémité par une embouchure qui permet de
connecter un systeme de circulation de gaz d’argon. Le cceur du bloc calorimétrique comporte
deux cavités dans lesquelles sont disposés les détecteurs calorimétriques (deux thermopiles).
Les détecteurs entourent la partie médiane des tubes formant ainsi les cellules laboratoire et
témoin. Les deux ensembles thermopile + tube sont entourés par un four a effet Joule qui est
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placé dans un bloc métallique, lui-méme entouré d'une circulation d'eau. Deux sondes
(résistances de platine) sont utilisées pour les mesures de la température de régulation du four
et celle de I'échantillon. Les bornes des thermopiles sont reliées a un amplificateur, lui-méme
associé a un convertisseur analogique/numérique. Par ce biais, les variations de f.é.m. (force
électromotrice) aux bornes des thermopiles sont transmises a un ordinateur qui offre des
possibilités de visualisation graphique des phénomenes thermiques. Les essais sont réalises de
la température ambiante a 500 ° C, sous argon avec un débit de 10 cm? et une vitesse de

montée en température de 5 ° C.min. La masse initiale de I'échantillon est d'environ 10 mg.

Figure 35:Calorimétre différentiel a balayage (SETARAM 121)

7.2.5. Analyse morphologique (MEB-EDX)

Des analyses MEB ont été effectuées avec un microscope Thermo Scientific Quattro S
(Figure 36) pour observer la morphologie de la lignine extraite. Avant I'imagerie, I'échantillon
a eté seché a l'air et recouvert d'une couche de carbone pour augmenter sa conductivité. Le
microscope a été fixé a une unité danalyse aux rayons X a dispersion d'énergie (EDX).

L'image de I'échantillon a été examinée en utilisant une tension d'accélération de 20 kV.

Figure 36: Microscope électronique a balayage (Thermo Scientific Quattro S)

55



8. Etude de I'adsorption du bleu de méthyléne sur la lignine

Le bleu de méthylene est un colorant basique, aromatique et hétérocyclique avec la formule
chimique brute suivante : C1sH1sCIN3sS (Figure 37) et de masse moléculaire 373,9 g/mol.
D’aprés la nomenclature IUPAC, le nom du composé chimique correspondant au bleu de
méthyléne est le : chlorure de bis-(dimethylamino)- 3,7 phenazathionium. A température
ambiante le bleu de méthyléne est une poudre inodore de couleur vert foncé [167,168].

Ce colorant est utilisé en biologie ou en chimie. De plus, il est couramment employé comme
indicateur redox en chimie analytique. Sa présence dans des solutions aqueuses donne des
colorations bleues dans un environnement oxydant, mais deviennent incolores quand elles
sont exposées a un agent réducteur. Les solutions aqueuses du bleu de méthylene absorbent a
des longueurs d’onde maximales de 664 nanometres. Cette propriété est exploitée, car elle est
particulierement intéressante en raison de sa simplicité [168]. En medecine il est utilisé
fréquemment comme marqueur afin de tester la perméabilité des structures, mais aussi comme

traitement d’essai de la maladie d’ Alzheimer en phase 2.

Malgré de nombreux avantages, ce colorant reste dangereux car il peut entrainer des désordres
aigus ou chroniques, ou méme la mort apres inhalation, ingestion, pénétration ou adsorption
par voie cutanée ou systématique a des concentrations bien déterminées. En outre, il est
cancérigene, et peut perturber la reproduction et altérer la fertilité. Un grand nombre

d’expériences utilisant ce colorant pour des études de la cinétique d’adsorption des matériaux

fibreux [169].

N
N
HiC 7 «-CHs
| _ |
CH, cl CH,

Figure 37: Structures chimique du Bleu de méthylene (BM)

Ce colorant trés répandu est soluble dans I’eau et légérement soluble dans I’éthanol et est
utilisé dans divers domaines. Il s'agit d'un colorant cationique CisHisN3S*™ adsorbé
préférentiellement par les sites acides des adsorbants. Ce colorant est choisi comme modeéle
représentatif des polluants organiques de taille moyenne. Une courbe d'étalonnage

représentant l'absorbance en fonction de la concentration de colorant est tracée. Les
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concentrations choisies a cet effet sont de 2 ; 4; 6 et 8 mg/L obtenues par dilution d'une

solution mere aqueuse a une concentration de 10 mg/L.

Les isothermes d'adsorption du bleu de méthylene MB ont été établies a partir d'un ensemble
de solutions aqueuses avec des concentrations variant dans une plage de 4.10°a 6.10°mol.L™
(soit 1.28 mg.L ™t & 19.19 mg.L ). Aprés adsorption, les concentrations en MB résiduel ont été
déterminées par spectrophotométrie UV-visible via la loi de BEER-LAMBERT.

8.1. Temps d'équilibre

La cinétique d’adsorption fournit des informations sur les différentes étapes du processus
d’adsorption entre les molécules et les particules adsorbantes en fonction du temps. C'est un
critére important pris en considération lors du choix d'un adsorbant. Une adsorption rapide est
recommandée pour les méthodes de traitement utilisant I'adsorption comme processus de

purification.

La lignine extraite (0.05 g) a été placée dans 20 mL d'une solution de 6.10°mol.L™* (19.19
mg.L) MB. Ce systtme a été maintenu sous agitation a température ambiante. La
concentration résiduelle de MB a été déterminée pour différents temps de contact de (0 a 180

min) afin que le temps d'équilibre puisse étre évalué.
La quantité de colorant fixée au temps t est donnée par la relation suivante :

(CO - Cr) XV
m

Q: =

Avec : Qt : quantité adsorbée de colorant en mg/g a I’instant t ;
Co: concentration initiale du colorant mg/L ;

Cr : concentration restante a I’instant t en mg/L ;

m : la masse du support adsorbant en g ;

V : volume de la solution en L.

8.2. Isothermes d'adsorption

L'isotherme d'adsorption est importante pour expliquer comment l'adsorbant va interagir avec
I'adsorbat et donner une idée sur la capacité d'adsorption. Elle joue un réle important dans la
comprehension du mécanisme d'adsorption. Pour établir les isothermes d'adsorption, des
solutions aqueuses de MB ont été préparées, dans une gamme de concentration de 4.10° a

6.10°mol.L Y. Une fois I'équilibre atteint, la quantité de colorant adsorbé, ainsi que la
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concentration résiduelle de colorant en solution, ont été évaluées. Cet ensemble de valeurs

donne un point de l'isotherme.

Plusieurs modeles d’isothermes d’adsorption sont donnés dans la littérature. Les modeles les

plus utilisés sont les modéles de Langmuir et de Freundlich.

8.3. Parameétres thermodynamiques

Il s’agit de suivre les variations thermodynamiques qui se produisent lors d’une réaction
d’adsorption ou de désorption et la détermination des différents paramétres
thermodynamiques qui interviennent dans le processus d’adsorption. Les parameétres
thermodynamiques sont la variation de I’enthalpie standard (AH®), la variation de I’entropie
standard (AS°) et la variation d’énergie libre de Gibbs (AG®). Pour cela nous avons étudié
I'influence de la température sur l'adsorption du MB sur la matiere lignine. Pour cette série
d'expériences, la quantité maximale adsorbée par 0.05 g de substrat en contact avec une
solution aqueuse de MB a 6.10°mol.L? (19.19 mg.L 1) a été déterminée dans une plage de

température de 30 a 60 ° C.
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Partie IV : RESULTATS ET
DISCUSSION
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Chapitre I: Composition
chimique et activité
antioxydante des huiles
essentielles de différentes
parties de T. articulata
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L’objectif de ce chapitre est I’évaluation de certaines caractéristiques biologiques des huiles
essentielles de différents parties de la plante T. articulata collectées dans la région Khemisset
du Maroc. Par I’extraction des HEs de la plante, I’identification des huiles essentielles par
CPG-SM, ainsi que 1’étude de I’activité antioxydante des HE par la méthode de piégeage du
radical libre DPPH et la méthode de réduction de fer FRAP.

I.1. Détermination du rendement en HE
Dans le but de déterminer le temps optimal pour extraire le max de 1’huile essentiel de sciure
de bois ; nous avons effectué des extractions pendant 4, 6, 9 et 12 h ; les résultats obtenus sont

regroupé dans le tableau suivant (Tableau 5).

Tableau 5:Evolution du rendement en HE de la sciure en fonction du temps d’extraction

Temps d’extraction 4h 6h 9h 12h

Rendement % 1.45+0.22 2.19+0.10 2.01+0.06 1.83+0.09

Ce tableau (Tableau 5) regroupe les résultats de I’étude du rendement en fonction du temps
pour la sciure de T. articulata collectées dans la région de Khemisset. Le rendement moyen en
huile essentielle obtenue par hydrodistillation varie entre 1.45 % et 2.19 %. Les rendements
maximaux ont été obtenus entre 6 et 9 heures (2.19-2.01%), apres ces temps le rendement
diminue légérement jusqu’a 1.83% en raison de I'évaporation de l'huile essentielle compte
tenu que I’extraction n’est pas effectuée dans un systéme totalement fermé. De ces résultats
nous constatons que le rendement optimal en huile essentielle est obtenu aprés 6 heures

d’extraction, pour cela les prochaines extractions se font pendant 6h.

Les résultats de rendement obtenus en HE des différentes parties de la plante de T. articulata

collectées dans la région Khemisset sont indiqués dans le tableau 6 :

Tableau 6:Rendements obtenus en HE des différentes parties de T. articulata

Rendement de I’extraction (%) Feuilles Cones Sciures

HE 0.46+0.03 0.33+£0.05 2.19+0.10

Le rendement moyen en huiles essentielles de feuilles de graines et de sciures, calculé apres
6h d’extraction a partir de la matiére végétale séche en utilisant I’extracteur Clevenger, est de

I’ordre de 0.46, 0.33 et de 2.19 %, respectivement. Le plus important est celui obtenu par
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sciure (2.19%). Des rendements différents sont présents dans la littérature, en particulier au
Maroc. Il a été rapporté que le rendement en HE extraite de feuilles de T. articulata de la
région de Tétouan (Maroc) a été de I’ordre de 0.70 % [25], et celui de Khemisset de 0.22%
[40]. Le rendement moyen en HE de sciures de T. articulata, prélevés dans la région de
Khemisset en 2007 a été de 1’ordre de 1.63 % [170], ce rendement étant inferieur au notre
(2.19 %).

Pour les cones ces résultats sont proches de 0.31% trouvés par Buhagiar et al [171], ont étudié
les cones d'huiles essentielles d'un peuplement cultivé de T. articulata (Vahl) Masters
poussant a Malte. Différents rendements sont présents dans la littérature, notamment en
Algerie. Il a été rapporté que le rendement en HE extrait des cones frais de T. articulata de la
région Hammam Melouan était de 0.80% et celui de la region Tipaza était de 1.60% [28]. De
plus, le rendement en HE recueilli dans la région d'Ain-Defla était de I'ordre de 0.52% [35].

Nous obtenons des rendements d'extraction variant considérablement entre les différentes
parties de la plante, comme il est connu dans la littérature. Ces variations sont également le
résultat des facteurs suivants: la provenance de la plante (facteurs climatiques), les techniques

d'extraction, le cycle végétatif, le temps de séchage de la plante, etc [172].

I.2.Composition chimique des HE

L’analyse de différents HE a permis d’identifier 22 composés dans I’HE de sciure de T.
articulata de la région de Khemisset, représentant 87.25% de la composition totale, et 23
composes dans celle des cones (92.93%) et 6 composés dans celle de feuilles de Khemisset

représentent 97.89% de la composition globale.

1.2.1.Composition chimique d’huile essentielle des feuilles
Le spectre d’analyse CPG-SM obtenu par I’HE des feuilles est représenté dans la figure 38.

Nous avons identifié presque 97.89% des composes.
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Figure 38:Chromatogramme d’analyse CPG-SM de I’huile essentielle des feuilles

Les résultats d’analyses CPG-SM sont indiqués dans le tableau 7. Ces résultats ont permis
d’identifier 6 composés dans I’'HE représentant 97.89% de la composition totale, nous
remarquons que les composants de cette huile extraite du feuilles sont ’acétate de bornyle
(39.95%), o- pinéne (32.75%), D-limonéne (16.84%), le bornéol (3.17%), B-myrcéne
(3.02%) et le camphre (2.16%) (Figure 39).

Tableau 7:Composition chimique de I'HE dans les feuilles de T. articulata

Composes Temps de rétention Pourcentages %
a- pinene 4.033 32.75
B- myrcéne 4.806 3.02
D- limonene 5.415 16.84
Camphre 7.269 2.16
Bornéol 7.592 3.17
Acétate de bornyle 9.408 39.95
---inconnu -- 10.303 2.12
Hydrocarbures monoterpéniques 52.61
Monoterpénes oxygénes 45.28
Hydrocarbures sesquiterpéniques -
Sesquiterpenes oxygénés -
Autres -
Total 97.89
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Pour ’HE des feuilles étudiées, Ces résultats sont proches de celles trouvés par Bourkhiss et
al, ayant étudié les huiles essentielles des feuilles de T. articulata de la région de Khemisset
(Maroc) en 2007 : ils ont signalé 1’acétate de bornyle (30.74%), I’a-pinene (23.54%), le
camphre (17.27%) et le limonéne (23.31%) comme composeés majoritaires [40]. Aussi
proches des résultats trouvés par Toumi et al, qui ont examiné la composition chimique de
trois HE des feuilles de T. articulata collectées dans trois régions différentes d’Algérie [173].
Les études comparatives réalisées dans la littérature sur I’HE de T. articulata des différentes
provenances du Maroc révélent néanmoins une hétérogénéité des composes majoritaires. En
effet Barrero et ses collaborateurs ont identifié le camphre (19.10%), ’acétate de bornyle
(16.50%) et le bornéol (9.60%) comme constituants majoritaires de I’HE des feuilles de T.

articulata collecté dans la région de Tétouan du Maroc [25].

REENG Eé

Acétate de bornyle (39.95%) a- pinéne (32.75%) D-Limonéne (16.84%)
: i % O
Bornéol (3.17%) B- Myrcene (3.02%) Camphre (2.16%)

Figure 39: Structure des principaux composés identifiés dans I'HE des feuilles du Thuya

1.2.2.Composition chimique d’huile essentielle des cones
Le profil chromatographique des analyses quantitatives et qualitatives (CPG-SM) de I’HE des
cones est representé par la figure 40. Les composés identifiés de ces analyses sont rapportés

dans le tableau 8.
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Figure 40: Chromatogramme d’analyse CPG-SM de I’huile essentielle des cones

L'analyse CPG-MS d’HE des cones de T. articulata a révélé la présence de 23 composes
volatils avec un pourcentage total de (92.23%), les composes identifiés sont rapportés dans le
tableau 8. Ces composes appartiennent a différentes classes, dont les monoterpenes oxygénes
(52.44%) et les hydrocarbures monoterpenes (27.78%).De ces résultats, on note que cet HE
est principalement composé d'a-pinéne (18.33%), de Cis-verbenone (10.02 %), L-pinocarveol
(8.32%), Bicyclo [4.1.0] hept-2-éne (6.76%), a-campholénal (6.10%) et D-limonene (5.75%)
(Figure 41).

L'étude comparative menée dans la littérature sur ’HE de cones de T. articulata révele une
homogénéité des principaux composés. En effet, Buhagiar et ses collaborateurs ont identifié
I'a-pinene (68.2%), le limonéne (16.6%) [171]. Djouahri, qui a travaillé sur T. articulata
comme plante antimicrobienne et anti-inflammatoire, a cité I'a-campholene (16.34%); trans-
pinocarveéol (15.45%); verbénone (13.36%); cis-verbénol (12.36%) [35]. Dans une autre
étude, Chikhoune et al, ont rapporté une composition chimique dominée par l'a-pinene; le -
myrcéne; le limonene pour deux HE des cones étudiés [28]. Ces résultats sont proches des
résultats de Boussaid et al, qui ont examiné la composition chimique de six HEs de
T.articulata cbnes collectés dans six régions différentes d'Algérie avec une différence
quantitative [174].
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Tableau 8 : Composition chimique de I’HE dans les cones de T. articulata

Composés Temps de rétention Pourcentages %
a-pinene 4.033 18.33
2,4-thujadiene 4.325 1.99
p-xyléne 5.045 0.66
0-cymene 5.347 1.71
D-limonene 5.410 5.75
Styrene, 2,5-dimethyl- 3.353 2.11
Linalool 6.474 0.85
a-campholenal 6.940 6.10
L-Pinocarveol 7.168 8.32
Cis-verbenol 7.232 2.96
3-Methylenecyclohexene 7.301 3.18
D-Pinocamphone 7.502 2.15
Bicyclo[4.1.0]hept-2-ene 7.571 6.76
Terpinen-4-ol 7.745 1.26
Thymol 7.846 2.53
a-terpinéol 7.941 1.60
Myrtenal 8.052 5.22
cis-Verbenone 8.259 10.02
trans-2-Caren-4-ol 8.360 5.01
cis-Carveol 8.540 0.94
D-Carvone 8.757 2.62
Acétate de bornyle 9.387 2.18
Terpinyl acetate 10.292 0.68
Hydrocarbures monoterpéniques 27.78
Monoterpénes oxygénés 52.44

Hydrocarbures sesquiterpéniques -
Sesquiterpenes oxygénés -

Autres 12.71
Total 92.93
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Figure 41: Structure des principaux composes identifiés dans I'HE des cdnes de Thuya

1.2.3.Composition chimique d’huile essentielle de sciure de bois
La figure 42 montre le profil chromatographique des analyses CPG-SM de I’HE de sciure de

bois. Les résultats de ces analyses sont indiques dans le tableau 9.
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Figure 42: Chromatogramme d’analyse CPG-SM de I’huile essentielle de sciure

L'analyse GC-MS de TAHE de sciure a révélé la présence de 22 composés volatils
représentant 87.25%. Ces composés appartiennent a différentes classes, y compris les
monoterpenes oxygenés (49.2%), les hydrocarbures sesquiterpéniques (22.38%), les
sesquiterpénes oxygénés (10.30%) et les hydrocarbures monoterpéniques (2.12%) (Tableau
9). Les principaux composés de cette HE sont le carvacrol (20.59%), l'acétoveratrone
(17.47%), le cédrol (10.30%) et l'a-cédréne (8.99%) (Figure 43).
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Tableau 9:Composition chimique de I'HE dans la sciure de T. articulata

Composés Temps de rétention Pourcentages %
Terpinéne-4-ol 7.745 1.56
2-caréne 7.941 0.44
Thymyl methyl ether 8.725 3.86
Thymoquinone 8.836 0.89
Carvenone 8.969 1.21
Carvacrol 9.588 20.59
a-Cédrene 11.309 8.99
a-copaene 11.436 1.87
Acoradiene 11.992 2.65
Acetoveratrone 12.162 17.47
2,5-Dimethoxyacetophenone 12.267 1.86
p-Crésol 12.405 0.69
a-Curcumene 12.564 0.44
y-Pyronene 12.622 1.02
Cédrol 13.877 10.30

Pipéronylamine 14.041 0.8

Cedr-9-ene 14.184 4.88
B-curcumene 14.232 3.55
allo-ociméne 15.990 0.66
Isopropylphénol 16.181 1.07
Totarol 21.836 1.28
Carbofuran 22.667 1.83
Hydrocarbures monoterpéniques 2.12
Monoterpénes oxygénés 49.2
Hydrocarbures sesquiterpéniques 22.38
Sesquiterpenes oxygénés 10.30
Autres 3.91
Total 87.25
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Nos résultats different considérablement de ceux rapportés dans la littérature. En effet,
Barrero et al, ont identifié le cédrol, le 1,7-di-épi-cédrol et le 1,7-di-épi-isocédrol comme les
composés les plus abondants dans I'huile de sciure [25]. Dans une autre étude, Zrira et al, ont
rapporté une composition chimique de I'huile de sciure dominée par le carvacrol, 1'a-cédréne,
le cédrol et le terpinen-4-ol [175]. D'autres auteurs ont identifié d'autres composés majeurs
comme le carvacrol, le cédrol, le para-méthoxythymol et la thymohydroquinone [176]. Dans
I'huile essentielle de sciure de Khemisset produite en 2007, M’barek et al, ont signalé la
présence d'a-acorénol (20.9%), de cédrol (17,9%), de totarol (8,8%), d'a-cédréne (8.7%) et le
B-acorénol (7.4%) comme constituants principaux [170]. Satrani a cité la 2,5 diméthoxy-
acétophénone (22.5%), le B-acorénol (20.4%) et le cédrol (12.2%) comme COMPOSES
majoritaires dans I'huile essentielle de sciure collectée au Maroc [177]. Les études
comparatives menées dans la littérature du T. articulata révélent une hétérogenéité des

COMpOses majoritaires.

OH

Carvacrol (20.59%) Acetoveratrone (17.47%) Cédrol(10.30%)
. (1]

0]

0/

a-Cédrene (8.99%) Cédr-9-¢éne (4.88%) Thymyl méthyl ether (3.86%)
Figure 43: Structure des principaux composes identifiés dans I'HE de sciure de Thuya

1.2.4. Etude comparative

Généralement la composition chimique et les composés majoritaires précisément des huiles
essentielles varient quantitativement et qualitativement sous I’effet de plusieurs facteurs les
conditions écologiques, 1’origine géographique, la partie analysée de 1’espece, le mode

d’extraction, etc. [178].
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L'examen des investigations a montré que T. articulata de différentes régions (Maroc,
Algérie, Tunisie) contient de nombreux terpénoides [15]. De cet apercu de la littérature, il
ressort que la composition chimique varie quantitativement et qualitativement en raison de
plusieurs facteurs tels que les conditions environnementales, l'origine géographique, la partie
utilisée, la méthode d'extraction, etc [15].

La partie de la plante utilisée, la zone et la saison de récolte des plantes, la procédure
d'extraction, le rendement obtenu et la composition majoritaire ont été comparés avec d'autres
travaux rapportés dans la littérature listés dans le tableau 10.

Tableau 10: Comparaison de la composition chimique de T. articulata

Partie Région Saison de Mode R% Composition chimique Références
(Pays) récolte opératoire majoritaire
Feuilles Khémisset Mars HD (6h)  0.46 Acétate de bornyle (39.95%) ; Cette étude
(séchées) (Maroc) (2017) a- pinéne (32.75%) ; D-
limonene (16.84%).
Cones Khémisset Mars HD (6h)  0.33  a-Pinéne (18.33%) ; de Cis-
(séches) (Maroc) (2017) verbenone (10.02 %) ; L-
pinocarvéol (8.32%).
Sciure Khémisset Mars HD (6h)  2.19 Carvacrol (20.59%) ;
(séchée) (Maroc) (2017) acétoveratrone (17.47%) ;
cédrol (10.30%).
Sciure (Malta) Juillet HD 1.53 a-Pinene (31%); acétate de [171]
(séchée) (2h) bornyle (19,1%); camphre
(18,1%).
Feuilles Novembre 1.20 a-Pinene (46,4%); acétate de
(séchées) bornyle (19,9%); camphre
(7,3%).
Cones Octobre 0.31  a-Pinéne (68,2%); limonene
(mars (16,6%); a-terpinéol (4,9%).
séchés)
Graines Octobre 0.55  a-Pinéne (46,3%); limonene
(séchees) (25,3%); gennacreneD (5,0%).
Feuilles Tétouan Avril HD 0.7  Camphre (19,1%); acétate de [25]
(séchees) (Maroc) (1998) (6h) bornyle (16,5%) ; bornéol
(9,6%).
Sciure 1.3 Cédrol (28,2%); 1,7-di-épi-
(séchée) cedrol (17,9%); 1,7-di-épi-
isocédrol (5,4%).
Sciure Khémisset - HD 1.9 Carvacrol (25,9-35,1 %) ; o- [175]
(Maroc) (3h) cédrene (10,2-11,3%);
terpinéne-4-ol (2,8-3,5%).
Aoulouz - 3.75  Carvacrol (21,3-36,4 %) ; o-
(Maroc) cedréne (10,1-13,1 % );
inconnu (6,2-10,3%).
Feuilles Khémisset Février HD 0.22 Acétate de bornyle (30,74 %) ; [40]
(séchées) (Maroc) (2005) (3h) a-pinéne (23,54%); camphre
(17,27%).
Feuilles Marrakech 22 SD 0.28  Acetate de bornyle (36,4%) ; [60]
(séchées) (Maroc) Décembre (4h) a-pinéne (23,0%) ; limonene
(2003) (9,7%).
Feuilles Marrakech 22 SD 0.06 o-Pinéne (41,0%) ; acétate de
(Fraiches) (Maroc) Décembre (4h) bornyle (20,6 %) ; camphre
(2003) (6,9%).
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Sciure Khémisset Mars HD 1.63  a-Acorénol (20,9 %) ; cédrol [170]
(Maroc) (2007) (3h) (17,9%); totarol (8,8%).
Feuilles 0.22  Acétate de bornyle (30,6%);
camphre (18,6%); a-pinéne
(16,8%).
Feuilles Khémisset Mars HD 0.22  Acétate de bornyle (30,6%); [26]
(Maroc) (2007) (3h) camphre (18,6%); a-pinéne
(16,8%).
Rameaux 0.41 o-Pinéne (30,22%); limonéne
(22,29%); widdrol (5,41%).
Tronc 1.63  a-Acorénol (20,9 %) ; cédrol
(17,9 %) ; totarol (8,8%).
Sciure Oulmes - HD 2 a-Cédrene (22,69%); thymol [179]
(séchée a (Maroc) (3h) (21,59 %) ; 3-tert-butyl-4-
105+2°C) méthoxyphénol (19%).
Feuilles El Hacaiba Juin HD 0.75 Camphre (31,60%); acétate de [173]
(séchées) (Algérie) (2008) (3h) bornyle (17,12%); bornéol
(14,27%).
Ouled 0.78 Camphre (26,67%); acétate de
Mimoun bornyle (25,79 %); bornéol
(Algérie) (12,76%).
Frenda 0.35 Acétate de bornyle (24,59%);
(Algérie) camphre (23,41%); o-pinéne
(11,34%).
Feuilles Tlemcen Avril HD 0.33  Acétate de bornyle (52,1%); [43]
(séchées) (Algérie) (2008) (3h:30 caryophyllene (7,51%);
min) acetate (6%).
Feuilles Hammam Juillet HD 0.40  Acétate de bornyle (40,2%); [28]
(séchées) Melouane (2009) (3h) a-pinéne (24,9%); limonéne
(Algérie) (9,6%).
Tipaza 0.65  Acétate de bornyle (59,2%);
(Algérie) a-pinéne (19,8%); limonene
(5,9%).
Cones Hammam 0.80  a-Pinéne (57,5%); limonene
(Frais) Melouane (20,9%); B-caryophylléne
(Algérie) (5,9%).
Tipaza 1.60  a-Pinéne (75%); B-myrcene
(Algérie) (10,6%); limonéne (10,6%).
Feuilles Boukornine  Septembre HD - Acétate de bornyle (31,4%) ; [47]
(séchees) (Tunisia) (2011) (by a-pinene (24,5%) ; camphre
hexane) (20,3%).
Feuilles (Greéce) Juin HD - a-Pinéne (26,4%); acétate de [55]
(Fraiches) (2011) (3h) bornyle (25,3%); camphre
(9,5%).
Partie Tlemcen Juin 0.31 a-Pinene (32,0%); cédrol [44]
aérienne (Algérie) (2011) (11,0 %) ; 3-caréne (9,6%).
Rameaux M rirt Juin SD 0.57 Acétate d'isobornyle [180]
feuillés (Maroc) (2012) (3h) (58,32%); a-pinéne (9,31 %);
(séchées) camphre (9,23%).
Cones Ain-Defla Mars (MAHE) 052  a-Campholénal (16,34 %) ; [35]
(Frais) (Algérie) (2013) trans-pinocarvéol (15,45%);
verbénone (13,36%).
Feuilles Sidi Bel Janvier HD 0.11  Camphre (19,6%) ; acétate de [181]
(séchées) Abbes (2013) (3h) bornyle (18,7 %) ; germacrene
(Algérie) D (7,6%).
Feuilles et Tlemcen Mars HD - a-Pinéne (23,6%) ; acétate de [182]
fleurs (Algérie) (2014) (2h:30 bornyle (20,7%) ; camphre
min) (17,3%).
Cones Sabra Septembre HD - a-Pinéne (62,4%) ; myrcéne [174]
(Algérie) (2014) (2h:30 (11,6%) ; limonéne (9,2%).
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min)

Sabra - a-Pineéne (47,1%) ; limonéne
(Algérie) (6,9 %) ; (E)-B-caryophylléne
(6,3%).
Ain Kebira - a-Pinéne (73,6%); limonéne
(Algérie) (8,7%); myrcéne (4,8%).
Ghazaouet - a-Pinéne (55,9 %); limonéne
(Algérie) (21,6%) ; (E)-B-caryophylléne
(2,6%).
Honaine - a-Pinéne (55,9 %); limonéne
(Algérie) (11,5%); myrcéne (4,2%).
Sebdou - a-Pinéne (68,4%); limonéne
(Algérie) (7,5%) ; a-campholénal
(2,4 %).
Sciure Khémisset - HD 2.2 3-tert-butyl-4-méthoxyphénol [41]
(séchée a (Maroc) (3h) (35,02 %); thymol (22,83 %) ;
10542 °C) cédrénol (13,60 %).
Feuilles ~ Mostaganem - HD 0.68  a-Pinene (36,1%); acétate de [45]
(Fraiches) (Algérie) (3h) bornyle (18,3%); limonéne
(2,9%).
Feuilles - 0.96  o-Pinéne (44,1%); camphre
(séchées) (20,1%); limonene (5,0%).
Feuilles Nabeul Octobre HD 0.93 a-Pinéne (56,21%); 1,8- [46]
(Fraiches) (Tunisie) (2014) (3h) cinéole (9,91 %) ; acétate
d'isobornyle (7,46%).
Branches  Tafoughalt- Auvril HD 0.84  a-Pinéne (38,75%); limonéne [183]
zegzel (2016) (3h) (13,24%); acétate de bornyle
(Maroc) (8,78%).
Feuilles Ain- Juin HD - a-Pinene (29,0%); acétate de [54]
(Fraiches) Defla (2011) (3h) bornyle (25,5%) ; camphre
(Algérie) (16,6%).
Partie Tlemcen Juin - 0.52 a-Pinene (32,0%); cédrol [184]
aérienne (Algérie) (2014) (5h) (11,0 %) ; 3-carene (9,6%).
Partie Immouzzrer  entre Mars HD - Acétate de bornyle (43,78%); [185]
aérienne (Maroc) et Mai (4h) a-pinéne (20,3%); bornéol
(séchée) (2016) (12,45%).
Feuilles Benslimane Janvier SD 0.5  Acétate de bornyle (35,05%); [31]
(séchées) (Maroc) (2018) camphre (11,17%); a-pinene

(10,84%).

1.3. Pouvoir antioxydant des HE

1.3.1. Evaluation de P’activité antioxydante des HE (Test de DPPH)

L’activité antioxydante est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle
(DPPH) qui, comme nous l'avons expliqué avant, est une méthode fréquemment utilisée pour
sa simplicité. Cette méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en

présence d'un antioxydant qui donne un hydrogene ou un électron, la forme non radicalaire

DPPH-H est formée.
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Figure 44: Evaluation de l'activité antioxydante par test DPPH
Le pouvoir de neutralisation du radical DPPH est en fonction de la concentration des
différents échantillons utilisés.
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Figure 45:Evolution du pourcentage de neutralisation (%) obtenus par le test de DPPH pour
les HE et I’acide ascorbique

D’apres la figure 45, il est bien clair que les pourcentages de neutralisation des radicaux de
DPPH augmentent avec ’augmentation de la concentration des HE et d’acide ascorbique
utilisé comme antioxydant de référence. L’activité antioxydante des HE est exprimée en 1C50,
ce parametre a été employé par plusieurs groupes de chercheurs pour interpréter leurs résultats
[186]. 11 définit la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical
DPPH. En outre, plus les valeurs d’ICso sont faibles, plus le pouvoir antioxydant est fort. Les
ICso sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés
précédemment (Figure 45).
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Tableau 11:Valeurs de (ICso) pour le test DPPH dans le cas des HE

Echantillons ICso (Mmg/mL.)
Feuilles 1.0615 + 0.015
Cones 1.677+0.026
Sciure 0.0144 = 0.002
Acide ascorbique 0.0184+0.001

Les concentrations qui fournissent 50% d'inhibition (ICso) calculées a partir des courbes de la
figure 45, sont regroupées dans le tableau 11 ou on constate que :
= Les valeurs d’ICso calculées pour nos huiles ont confirmé la réactivité de ces
échantillons par rapport au DPPH.
= Les résultats obtenus ont démontré que de 'HE de la sciure possede une activité
antioxydante plus importante que les autres huiles sur toute la gamme des
concentrations étudiées avec une 1Cso = 0.01444 mg/mL, suivi par I’HE de feuilles qui
contient aussi une inhibition importante (ICso = 1.0615 mg/mL), suivis par ’'HE de
cones (ICso =1.677 mg/mL).
= Nous pouvons classer la puissance de réduction du DPPH de différentes HE étudiées
comme suit : sciure > feuilles > cones.
* En comparaison a I’antioxydant de référence (AA), I’'HE obtenue a partir de la sciure
de bois est plus active (ICso = 0.01444 mg/mL) que I’antioxydant de référence dont
I’ICso est inférieur a celle de I’acide ascorbique (ICso = 0.0184mg/mL), alors qu’elle
est supérieure pour les autres HE. Cette forte activité de neutralisation des radicaux
DPPH de I’HE de sciure peut étre attribuée au pourcentage supérieur du carvacrol qui
représente 18.78 % de I’huile totale, car ce composé est reconnu dans la littérature par

son pouvoir antioxydant élevé [187,188].

On note que les sciures sont juste des déchets provenant de la transformation du bois et de la

fabrication de panneaux et de meubles.

En comparaison avec la littérature, les valeurs obtenues sont supérieures a celles obtenues
dans les travaux réalisés par El Jemli et ses collaborateurs sur I’'HE des feuilles de T.
articulata de la région de Marrakech (ICso = 12.05 £ 0.24 mg/mL) [59]. Les valeurs obtenues

sont aussi supérieures a celles obtenues dans I’huile de bois des trois régions d’Algérie a
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savoir : Zeddine (ICso =113.47+4.19 pg/ml), Mansoura (IC50=125.75 + 3.33 pg/ml et Tazoult
(IC50=252.49 + 6.14 pg/ml) [29].

1.3.2. Evaluation de I’activité antioxydante des HE (Test de FRAP)
Pour ce test, une gamme de concentration a été préparée pour chaque HE. Les valeurs des
densités optiques obtenues montrent une augmentation proportionnelle du pouvoir réducteur

en fonction des concentrations.

Figure 46: Evaluation de l'activité antioxydante par test DPPH

Ces résultats ont permis de tracer des courbes en évolution d’absorbance (Figure 21).
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Figure 47: Evolution d’absorbance obtenus par le test de FRAP pour les HE et ’acide

ascorbique
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D’aprés cette figure 47, I’exploration des résultats se fait dans le tableau 12 par le suivi de

I’évolution de I’absorbance en fonction de différentes concentrations de chaque huile étudiée.

Tableau 12:Valeurs de (ECso) pour le test FRAP dans le cas des HE

Echantillons ECso (mg/ml)
Feuilles 1.4968 + 0.011
Cones 1.3261 £ 0.012
Sciure 0.0291 + 0.001
Acide ascorbique 0.0106 = 0.001

Les résultats representés dans le tableau 12, montrent que le pouvoir réducteur (FRAP) des
huiles essentielles de T. articulata augmente avec I’augmentation de la concentration. Ainsi,
I’huile de sciure est la plus active (ECs0=0.029mg/mL), suivie de celle de cones (ECs0=1.326
mg/mL) et de feuilles (ECs0=1.496mg/mL). Dans cette méthode les activités de réductions
révélées pour les différentes HE sont inférieures a celles de ’antioxydant de référence (acide

ascorbique ECs0=0.01 mg/mL).

Conclusion

L'examen des résultats de la composition chimique des HE de chaque partie de la plante
Thuya, (feuilles, cones et sciure) montre que chacune se distingue par sa composition tant du
point de vue qualitatif que quantitatif, d’'une région a I’autre et d’'une espece a I’autre. En
comparant nos résultats a la littérature, la composition d’une huile essentielle dépend donc
fortement de son origine. La variabilité de la composition chimique et la concentration
relative de chaque constituant entre les différentes huiles peuvent étre due a plusieurs facteurs.
Les études de l'activité antioxydante selon la méthode de DPPH et celle de FRAP, réalisées
sur les huiles essentielles de T. articulata dans la région de Khemisset ont conduit a la
détermination de la 1C50 et EC50 de ces huiles. Les résultats révelent que ces HE ont une
forte activité antioxydante, en particulier I'nuile de sciure de bois. Cette étude peut trouver une

application importante dans I'industrie pharmaceutique et I'industrie alimentaire.
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Chapitre II : Evaluation de
I'activite insecticide et
antibactéerienne de I'huile
essentielle de sciure de
Thuya
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Dans le but de la valorisation I'huile essentielle de sciure de bois de la plante T. articulata
collectée dans la région de Khemisset au Maroc. L'objectif de ce chapitre est I'évaluation de
certaines caracteéristiques biologiques par l'activité antibactérienne in vitro contre 5 bactéries
: B. cereus, L. monocytogenes, E. coli, C. sakazakii et S. Enteritidis par méthode de diffusion
sur disque et détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (MIC). Ainsi que
I’étude de I’activité insecticide par la méthode de contact et la méthode de fumigation contre

I’insecte S. granarius.

I1.1. Pouvoir antibactérien de I'HE de sciure

11.1.1. Méthode de diffusion sur disque

La lecture des résultats obtenus se fait en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition
produite autour des disques aprés incubation. Les résultats du test de diffusion sur disque
indiquent que I'huile essentielle de sciure de bois a montré un degré différent d'inhibition de la

croissance pour chaque organisme (Figures 48, 49, 50, 51, 52) ;

I1.1.1.1. Résultat de ’activité antibactérienne de I’huile de sciure de Thuya sur les
souches a Gram positif

% B. cereus est une bactérie Gram-positive du sol ubiquitaire responsable de deux types
de maladies gastro-intestinales associées aux aliments. Alors que le type émétique, une
intoxication alimentaire, se manifeste par des nausées et des vomissements, les
infections alimentaires par des souches entéropathogenes provoquent des diarrhées et

des douleurs abdominales [189].
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Figure 48:Résultat pour B. cereus

« L. monocytogenes est une bactérie Gram-positive de I’environnement responsable
d’une zoonose appelée listériose, qui est souvent utilisée pour étudier la réponse
immunitaire des mammiféres a l'infection car elle est facile a cultiver, est relativement
slre a travailler et provoque une infection hautement prévisible chez les souris de
laboratoire [190]. Cette bactérie peut étre également responsable de gastro-entérites
[191].
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Figure 49: Résultat pour L. monocytogenes

I1.1.1.2. Résultat de P’activité antibactérienne de I’huile de sciure de Thuya sur les
souches a Gram négatif

s E. coli est une bactérie intestinale (Gram négatif) reste l'une des causes les plus
fréquentes de plusieurs infections bactériennes courantes chez 'nomme et I'animal. E.
coli est la principale cause d'entérite, d'infection des voies urinaires, de septicémie et

d'autres infections cliniques, telles que la meningite néonatale [192].
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Figure 50: Résultat pour E. coli

«» C. sakazakii est une bactérie a Gram-négatif, est un pathogéne opportuniste qui peut
provoquer des infections telles que l'entérocolite nécrosante, la bactériémie, la

méningite et les abces/lésions cérébraux [193].

Figure 51: Résultat pour C. sakazakii
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% S. Enteritidis est une cause fréquente de salmonellose chez I'hnomme. La volaille est
considérée comme le réservoir naturel de S. enteritidis, et la bactérie est transmise aux
humains par une mauvaise manipulation des produits de volaille [194]. Une cause
majeure d'intoxication alimentaire, peut &tre transmise a 'homme par des ceufs de
poule intacts lorsque le contenu n'a pas été bien cuit. L'infection chez les poulets est
asymptomatique ; par conséquent, des méthodes de détection simples, sensibles et

spécifiques sont cruciales pour les efforts visant a limiter I'exposition humaine [195].

Figure 52: Résultat pour S. Enteritidis

Les diamétres d'inhibitions obtenus lors de criblage de l'activité antibactérienne de I’huile

essentielle sont mentionnés dans le tableau suivant :
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Tableau 13: Activités antibactériennes des huiles essentielles en utilisant la méthode de
diffusion sur disque

Les micro-organismes Diametres d'inhibition a différentes concentrations (mm)
testés (Bactéries)
10 mg/mL | 20 mg/mL | 50 mg/mL Pure Antibiotique
Gram® B. cereus 0.00+0.00 | 8.33+0.66 13+00 19+0.57 24.33+0.66
L. 7.66+0.66 | 9.66+0.33 | 11.33+0.66 | 15.66+1.33 | 26.66+0.88
monocytogenes

Gram’ E. coli 0.00+£0.00 | 2.33+2.33 | 8.00+0.00 | 12.66+0.33 | 13.33+0.88
C. sakazakii 0.00+0.00 | 2.66+2.66 | 8.66+0.33 | 16.33£1.76 | 20.00£1.15

S. Enteritidis | 0.00+0.00 | 0.00+0.00 | 7.00+0.00 | 10.33+0.33 | 10.33+0.88

D’apres les résultats trouvés, il apparait que I'huile essentielle de la sciure du bois de Thuya a
manifesté une activité. On remarque que toutes les souches bactériennes sont sensibles avec
un diamétre d’inhibition considérable ; les souches Gram positives ont un diametre
d’inhibition avec une moyenne de ’ordre de 15.66-19 mm ; pour les souches Gram négatives
on a observé une diminution de la zone d’inhibition par rapport a la concentration pure en
huile essentielle avec un diamétre d’inhibition d’une moyenne de 1’ordre de 10.33-16.33 mm.
On trouve toujours pour chaque essai que le diameétre d’inhibition est proportionnel a la

concentration en huile essentielle.

Les valeurs de diamétres d'inhibition obtenus dans le cas des concentrations sont
généralement faibles par rapport a ceux obtenus dans le cas de I’huile essentielle pure.
L'inhibition maximale a été enregistrée contre les bactéries Gram®. De plus, S. Enteritidis était
plus résistante a I’huile étudiée que E. coli et C. sakazakii. Dans le cas de B. cereus et L.
monocytogenes, elles révélent un faible niveau de résistance a I'huile. Cependant, les bactéries
a Gram négatif semblent moins sensibles a son action et cela serait directement lié a la

structure de leur paroi cellulaire [196].

11.1.2. Concentrations minimales inhibitrices de I'huile essentielle
La concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles a été étudiée par la

méthode de dilution en tube contre les cing organismes testés (Figure 53).
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Figure 53: Méthode de dilution en tube pour déterminer (CMI)

souches bactériennes

Le screening de I’activité antibactérienne de notre huile présente une activité antibactérienne

élevée contre les 5 souches de bactéries testées (CMI varie de 3.125 a 6.25 ug/mL) (Tableau

Tableau 14:Concentration minimale inhibitrice (CMI) de ’'HE de sciure de Thuya contre 5

Bactéries Gram*

Bactéries Gram"

Concentration | B. L. E. C. S.

en HE cereus |monocytogenes | coli | sakazakii |Enteritidis
(ng/mL)

1,562 + + + + +

3,125 - + - - +

6,25 - - - - -

12,5 - - - - -

25 - - - - -

50 - - - - -

CMI (ug/mL) | 3.125 6.25 3.125 3.125 6.25

(+) = Croissance; (-) = inhibition
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Notre huile essentielle de sciure de bois de T. articulata a montré un effet inhibiteur
significatif contre les micro-organismes étudiés. Toutes les souches microbiennes ont été
inhibées a la concentration de 6.25 pg/mL. Les microorganismes les plus sensibles a I'huile
essentielle sont B. cereus, E. coli et C. sakazakii a la faible concentration de 3.125 pg/mL par
contre L. monocytogenes et S. Enteritidis présentant une CMI de 6.25 pg/mL.

Certaines espéces microbiennes pathogénes deviennent moins sensibles aux antibiotiques et
développent des résistances multiples. L'utilisation d'huiles essentielles est un substitut
important aux antibiotiques. Dans ce contexte, nos résultats sur I'huile essentielle de sciure du
Thuya (T. articulata) de la région de Khemisset au Maroc ont présenté des caractéristiques
antibactériennes tres intéressantes sur les microorganismes testés. Ceci est cohérent avec les
recherches qui ont montré que l'espéce T. articulata a une activité antimicrobienne
significative [41,196,197].

L'activité antibactérienne de I'huile de sciure de bois de loupe de T. articulata a été évaluée in
vitro contre 4 souches bactériennes a savoir Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia et Streptococcus. Les résultats ont indiqué un bon effet antimicrobien
contre E. coli (MIC=MBC=10 ul/mL), Streptococcus (MIC=MBC=10 pl/mL pg/mL), K.
pneumoniae (MIC=MBC=10 ul/mL), tandis que E. faecalis était la bactérie la plus sensible
avec MIC=MBC=5 ul/mL [41].

Djouahri et ses collaborateurs, ont étudié I'effet inhibiteur des huiles essentielles de cones de
T. articulata (Vahl) Masters contre L. monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus enterica, E. coli, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa en
utilisant des méthodes de diffusion sur disque et de microdilution en bouillon [35]. Selon cette
étude, I'huile essentielle présentait un large spectre antibactérien contre les bactéries testées,
dont la plus grande zone inhibitrice était de 17.50 mm contre S. aureus, tandis que la plus
petite zone inhibitrice était de 10.50 mm contre K. pneumonia [35]. Dans une autre étude,
Djouahri et al, ont montré que les huiles essentielles de feuilles et tiges de T. articulata
récoltées au stade de la fructification ont la meilleure activité antimicrobienne contre les
microorganismes testés (L. monocytogenes, S. aureus, S. enterica, E. coli, K pneumoniae, P.
aeruginosa), que des parties de plantes récoltées aux stades floraison et végétative [42]. De
plus, Djouabhri et al, ont démontré que les feuilles de I'huile essentielle de T. articulata (Vahl)
Masters exercent une activité antimicrobienne substantielle contre S. aureus [42]. Les

activités antimicrobiennes des huiles essentielles des feuilles et des cones de T. articulata
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sauvage (Vahl.), en utilisant les techniques de diffusion sur disque et de dilution en gélose,
ont été testées sur S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa et E. coli, tous les micro-organismes
testés ont été inhibés par des échantillons d'huiles essentielles et les valeurs de concentration
minimale inhibitrice (CMI) se situaient entre 0.2 et 1.0 g/mL [28].

Cependant, M. Bourkhiss et al, ont montré que I'huile essentielle était trés active in vitro
contre quatre souches bactériennes a savoir Bacillus subtilis, E. coli, Micrococcus luteus, et
surtout S. aureus qui ont montré une sensibilité élevée [198]. Sadiki et al, ont évalué I'activité
antibactérienne de I'huile essentielle de branches de T. articulata. Les résultats ont montré que
I'huile essentielle présentait un pouvoir antibactérien prometteur contre les souches testées ; E.
coli (MIC=MBC=2.5 pul/mL), Klebsiella pneumoniae (MIC=MBC=80 pl/mL), Acinetobacter
baumannii (MIC=2.5 pl/mL) et S. aureus (MIC=40 pl/mL) [184].

Dans une autre etude, I'huile essentielle de feuilles de T. articulata (\Vahl), récoltée dans le
Moyen Atlas-Maroc, a été testée contre trois souches bactériennes cliniques. Il a été montré
que cette huile était capable d'inhiber la croissance de E. coli, S. aureus et K. pneumoniae a
respectivement 1.2 ; 2.4 et 9.7 ul/mL [199]. Le potentiel antibactérien des huiles essentielles
de T. articulata (du Moyen Atlas-Maroc) a été évaluée contre trois souches Gram-positives et
cing Gram-négatives par Ibrahim et al, le résultat de cette étude a montré que les huiles
essentielles de T. articulata inhibaient la croissance de toutes les bactéries Gram-négatives
testées avec des valeurs MICgo comprises entre 46 et 913.1 + 470 ul/mL. De plus, les huiles
essentielles ont montré des activités bactéricides contre toutes les bactéries Gram-positives
[200].

Pour notre étude, il ressort des résultats obtenus que I’huile essentielle de sciure de T.
articulata de la région Khemisset procede une activité inhibitrice sur I’ensemble des bactéries

testées aussi bien Gram négatives que Gram positives.

11.2. Pouvoir insecticide de I'HE de sciure
Les résultats trouvés vont étre présentés sous forme d’histogrammes. Chaque test regroupe les

pourcentages de mortalité des insectes traités par différentes doses de I'huile essentielle testée.

Remarque : Les insectes se trouvant dans la boite pétri témoin n’enregistraient aucun mort.
Nous avons gardé cette boite de pétri avec les insectes plusieurs jours dans notre laboratoire et

aucun mort n’a été signalé.
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11.2.1. Evaluation de Pactivité insecticide par contact

Pour tester l'activité insecticide de I'huile étudiée, nous avons adopté un test de contact dans
lequel les insectes sont déposés sur du papier filtre au milieu de boites de Petri imbibées

d'huile essentielle a différentes doses (Figure 54).

Figure 54:Test de l'insecte S. granarius par contact

Evaluation de I'activité insecticide par
contact
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Figure 55:Pourcentage de mortalité de ’insecte S. granarius apres traitement par contact
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D'aprés les résultats présentés dans la figure 55, les taux de mortalité de S. granarius,
augmentent en fonction des doses d’huiles utilisées et la durée d’exposition par contact. L’HE
utilisées aux doses 100 et 50 uL, ont montré des taux de mortalité plus élevés et méme des le

premier jour du test.

Selon ces résultats nous pouvons conclure que I’HE de sciure de T. articulata est efficace,
quelle que soit la concentration utilisée, puisque la mortalité des insectes était totale et cela

dans la premiére semaine qui suivi le traitement.

Notre HE est révélée toxique pour cette espéce de Coléopteres, le pourcentage de mortalité est
de 100% respectivement pour les doses de 50 et 100 pL. Pour la dose 25 uL, nous avons
observé une toxicité aigué provoquant la mortalité d’environ 20% dans le premier jour de

traitement alors qu’elle a atteint 100% le huitiéme jour.

Les insectes subissant le traitement par une dose de 25 uL. ont montré une résistance qui n’a
pas duré plus d’une semaine puisqu’on a pu atteindre la mortalité totale au bout du huitieme
jour. L’absence de mortalité au niveau du témoin (to) montre que notre test reste fiable pour

I’étude de ’effet insecticide de 1’huile essentielle testée.

11.2.2. Evaluation de Pactivité insecticide par fumigation
L'activité insecticide a été étudiée cette fois au moyen d'un test de fumigation, ou les insectes
ont été placés dans un crachoir avec un papier filtre sur son couvercle imbibé d'huile

essentielle a différentes doses (Figure 56).

Figure 56: Test de I'insecte S. granarius par fumigation
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Figure 57: Pourcentage de mortalité de ’insecte S. granarius apres traitement par fumigation

L’activité insecticide de I’huile essentielle de ces plantes ne nécessite pas beaucoup de temps
pour se manifester, la mortalité maximale (100%) étant enregistrée le huitieme jour post

traitement avec une dose de 25 uL.

L’¢évaluation de I’activité insecticide d’HE a montré une différence significative en se basant
sur le calcul des doses létales 10 et 50 (DLio et DLso) qui representent la concentration

marquant 10% et 50% respectivement de la mortalité des insectes (Tableau 15).

Ces deux parametres ont été déterminés graphiquement a partir des allures représentant les
taux de mortalité apres 24 h d’exposition des insectes aux huiles essenticlles en fonction des

concentrations et ils sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 15:Doses létales 10 et 50 de I'huile essentielle testée

Contact Fumigation

(uL/cm?) (uL/cm?®)
DL1o 28.125+0.003 38.910+0.01
DLso 40.625+0.003 >100

D'aprés les résultats obtenus 1’effet de I’huile essentielle de sciure de Thuya a été avérée plus
toxique par contact que par fumigation, sur I’insecte des denrées stockées : S. granarius. La

mortalité totale des insectes n’a atteint 100% qu’apres 7 jours post traitement.
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Tous ces tests effectués peuvent confirmer que le traitement des denrées alimentaires par
I’huile essentielle issue des plantes aromatiques et médicinales peut étre trés efficace pour
lutter contre les ravageurs de denrées alimentaires stockées. Cette huile contient des produits
chimiquement trés intéressants. Concernant I’huile testée riche en monoterpénes oxygénés et
qui présente comme composé majoritaire le carvacrol (20.59%), acetoveratrone (17.47%) et le
cedrol (10.30%) qui peuvent étre responsable de cette activité bio-insecticide, cependant des
auteurs ont mentionné que I’attribution de ’effet insecticide d’une huile essentielle a un ou
quelques composés actifs qui lui sont caractéristiques est trés difficile car tous les composés

devraient contribuer a I’activité de I’huile [201].

L'activité insecticide des plantes médicinales a été évaluée par de nombreuses études. Dans ce
contexte, les propriétés larvicides et insecticides de T. articulata contre de nombreux vecteurs

ont été rapportées dans plusieurs études [38,55,56].

L’application des produis naturels peut présenter beaucoup d’avantages pour la santé de 1’étre
vivant et pour son environnement par rapport aux produits de synthese chimique qui

contaminent globalement la biosphere.

L’obtention de ces produits naturels (huiles essentielles) nécessite beaucoup de
professionnalisme et sans doute des dépenses élevées puisque pour avoir quelques microlitres
d’huile essentielle il faut des quantités considérables de la matiere végeétale qui est devenue
pourtant de plus en plus demandée sur le marché mondial. Mais les meilleurs résultats que
I’on peut obtenir a court ou a long terme encouragent a préparer des produits naturels a ses

fins. Il convient de noter ici que les sciures de bois ne sont que des déchets.

Conclusion

L'activité antibactérienne de I'huile a été évaluée in vitro contre 5 bactéries : B. cereus, L.
monocytogenes, E. coli, C. sakazakii et S. enteritidis par la méthode de diffusion sur disque et
la détermination de la concentration minimale inhibitrice (MIC). Les résultats présentés ici
ont indiqué que I'huile essentielle de sciure de bois de T. articulata avait un excellent effet
inhibiteur contre les bactéries testées. De plus, l'activité insecticide de I'huile est sensible
contre l'insecte S. granarius. Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence le
potentiel de valorisation de I'HE de la plante étudiée pour son utilisation dans la production.
Notamment pour le développement de composés alternatifs pour traiter les infections causées
par les agents pathogeénes étudiés et comme source potentielle d’insecticide naturel

respectueux de l'environnement.
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Chapitre III: Extraits
organiques
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Dans le but toujours de valoriser le déchet des industries de bois ce chapitre a été consacré
spéecialement a I'étude par criblage phytochimique, la détermination des teneurs phénoliques
et flavonoides, ainsi que l'activité antioxydante des extraits organiques a partir de différents
solvants (éthanol ou methanol) et des familles (flavonoides et alcaloides) de la sciure de T.
articulata collectée dans l'industrie des déchets de bois dans la région de Khemisset au
Maroc. On étudie Deffet de solvant d'extraction, méthode d'extraction et les fractions
(flavonoides, alcaloides). L'objectif principal de ce travail est de contribuer a une meilleure
valorisation de ces déchets.

111.1. Tests phytochimiques

Avant de calculer les rendements des flavonoides et des alcaloides dans la sciure de Thuya, on
a dabord Vérifié leur présence ou leur absence au sein de notre échantillon. Les tests
phytochimiques nous ont permis de détecter les différentes familles de composé par des

réactions qualitatives.

111.1.1. Analyse qualitative
Un criblage phytochimique a révélé la présence ou labsence de divers métabolites

secondaires dans la sciure de Thuya, ces résultats sont présentés dans le tableau 16 suivant:

Tableau 16:Résultats des réactions de caractérisation des différents groupes chimiques

Meétabolites | Flavonoides | Alcaloides | Tanins Tanins Saponosides Stérols et
secondaires gallique | catéchiques polyterpenes
Observés +++ ++ - - - +

(+++) : Test fortement positive (++) : Test moyennement positive
(+) : Test faiblement positive (-) : Test négative

Figure 58: Photos de certains tests de screening phytochimiques
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Les analyses phytochimiques réalisées sur les extraits des végétaux est une étape préliminaire
d’une grande importance puisqu’elle révele la présence ou ’absence des constituants connus
pour leurs activités biologiques et possédants des vertus médicinales [202]. Le potentiel d’une

plante médicinale est attribué a I’action de ses constituants phytochimiques [203].

A partir de ces études phytochimiques, le tableau 15 montre que les flavonoides ont réevélé
une forte couleur rouge pour les extraits étudiés, ces résultats confirment la forte présence de
ces composés flavonoides. Les alcaloides ont une présence positive, les stérols et les
polyterpénes sont peu présents. Pour les saponosides, les tanins ; le gallique et le catéchiques
sont totalement absents des extraits. La forte présence de flavonoides dans notre extrait est
probablement responsable des effets de piégeage des radicaux libres observés. En effet, les
flavonoides sont des composés phenoliques en plante medicinale qui sont reconnus pour leur
potentiel antioxydant [204]. Pour les alcaloides, ils ont montré qu'ils exercent un large spectre

d'activité antimicrobienne, anticancérogéne et antimutagene [205].

111.2. Détermination du rendement en extraits

111.2.1. Rendements des fractions (flavonoides et alcaloides) et I’extrait brut Méthanol
Le rendement en extrait méthanolique brut est de 11.45%, les rendements obtenus en fraction
riche en flavonoides est 2.45%, suivis de la fraction riche en alcaloides 2%. (Tableau 17). Ces

extractions sont issues de déchets, il est important qu’ils soient valorisés.

Tableau 17:Rendements obtenus en extraits organiques bruts et des phases de la sciure de T.

articulata
Extraits R (%)
Extrait Méthanol 11.45+1.04
Fraction riche en flavonoides 2.42 +£0.50
Fraction riche en alcaloides 2+0.27

Plusieurs auteurs ont montré que le méthanol reste le solvant le mieux choisi pour extraire les

antioxydants d’une plante, en particulier les polyphénols [206].

111.2.2. Rendements des extraits éthanoiques (Soxhlet et ASE)
Les rendements en extraits éthanoiques (apres délipidation) des appareils Soxhlet et ASE, sont
de l'ordre de 4.098 % et 3.452 %, respectivement (Tableau 18). Ces extractions rapportent des

déchets, il est important de les valoriser.
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Tableau 18:Rendements obtenus en extraits éthanoiques de la sciure de T. articulata

Extraits d’éthanol R (%)
Soxhlet 4.098 +0.19
ASE 3.452 £0.41

111.3. Analyse quantitative
La détermination des composés phénoliques (polyphénols totaux (PPT) et flavonoides totaux
(FVT)) présents au niveau des différents extraits de la plante étudiée a été réalisée a 1’aide

d’un spectrophotometre UV-visible. Pour cela deux courbes d’étalonnages ont été réalisées.

111.2.1 Détermination de la teneur phénolique (PPT)

La courbe d'étalonnage est établie en utilisant I'acide gallique comme référence, les teneurs en
phénols des extraits (méthanolique et éthanoiques) ont ensuite été calculées a partir de cette
courbe et les résultats sont exprimés en pug équivalent d'acide gallique par mg d'extrait (ug

EAG / mg).

Figure 59: Evaluation de la présence des polyphénols

La courbe d'étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R? = 0,996 (Figure 60).
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Figure 60: Courbe d'étalonnage pour l'acide gallique (A.G)

111.3.2 Détermination de la teneur en flavonoides FVT
La courbe d'étalonnage est tracée en utilisant différentes concentrations de quercétine. Les
résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent de quercétine par milligramme d'extrait (ug

EQ / mg d'extrait).
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Figure 61: Evaluation de la présence des flavonoides

La courbe est établie avec un coefficient de corrélation R? = 0,998 (Figure 61).
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Figure 62: Courbe d'étalonnage de la quercétine (Q)

Tableau 19:Teneur totale en flavonoides et polyphénols des extraits organiques

Extrait méthanol Extraits a I'ethanol
brute
Soxhlet ASE
Polyphénoles (ug EAG / mg 102.7 £ 0.9 151.33+1.1 139.6 £ 1.8
d’extrait)
Flavonoides (ng EQ / mg 60.09 + 2.5 98.27 +0.3 87.18+1.6
d’extrait)

D'apres ces resultats, les extraits ont montré des composés phénoliques et flavonoides élevés
avec une trés petite différence quantitative entre ces teneurs (Tableau 19). A partir de ces
résultats, les extraits éthanoiques ont montré des composés phénoliques et flavonoides élevés.
La forte teneur en phénols totaux a été enregistrée par I’extrait éthanol de Soxhlet avec une
valeur de (151.33+ 1.1ug EAG/mg et 98.27+ 0.3 pg QE / mg). Suivi par I’extrait éthanol
d’ASE (139.6+ 1.8ug EAG/mg et 87.18+ 1.6pug QE / mg). Enfin ’extrait brut methanol
(102.7+ 0.9ug EAG/mg et 60.09+ 2.5 ug QE / mg). 1l est & noter que les extraits éthanoiques
ont déja subi un délipidation. Au terme de ces résultats, on observe que les solvants polaires
(alcools) constituent les solvants idéals pour extraire les composés phénoliques de T.

articulata.

Plusieurs études ont montré des teneurs élevées en phénols dans les extraits de différents

organes de T. articulata [26,50,33,35,30,207]. De plus, d'autres études ont indiqué que les
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extraits étaient riches en tanins condensés, en composés phénoliques et en flavonoides
[47,48,208].

I11.4. Pouvoir antioxydant des extraits organiques (tests de DPPH et FRAP)

Ces derniéres années, l’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. En effet, de nombreuses recherches
scientifiques se sont intéressées aux polyphénols, qui sont des composés naturels largement
répandus dans le régne végétal et qui présentent de nombreuses propriétés, dd a leur pouvoir
antioxydants, a savoir : l’anti-apoptotique, I’antivieillissement, 1’anti-carcinogeéne, 1’anti-
inflammatoire et la protection contre les maladies cardiovasculaires [209]. La structure des
polyphénols leurs conférent une activité antioxydante importante. En effet, leurs groupes
hydroxyle sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogene ; ils peuvent réagir avec les espéeces
réactives de I'oxygeéne et les espéces reactives de l'azote, en fin de réaction, le cycle de

génération de nouveaux radicaux est interrompu [210].

111.4.1. Pouvoir antioxydant des fractions (flavonoides, alcaloides) et I’extrait brut
D'apres les figures 63 et 64, il est clair que les pourcentages d'effet antioxydant augmentent
avec laugmentation de la concentration des échantillons. L'activité antioxydante des
différents échantillons étudiés pour la DPPH est exprimée en ICso. Il définit la concentration
de I'échantillon testé nécessaire pour réduire de 50% des oxydants. De plus, plus la valeur de
I'ICso est petite plus I'échantillon a un fort effet antiradicalaire. Pour le test FRAP, les valeurs
(CEso) qui sont définies comme les concentrations efficaces auxquelles I'absorbance est égale
a0,5.
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Les valeurs 1Cso et ECso sont calculées graphiquement par la régression linéaire des
graphiques tracés précédemment (Figures 63, 64). Les résultats qui fournissent des chiffres

sont résumes dans le tableau 20, a partir duquel il ressort que:

Tableau 20:Valeurs (ICso) et (ECso) pour les extraits organiques

Echantillons DPPH (ICsomg/mL) | FRAP (ECso mg/mL)
Acide ascorbique 0.0051 + 0.0003 0.0473 + 0.00085
Extrait Méthanol 0.0610 + 0.005 0.3423 £ 0.001
Fraction riche en flavonoides 0.0495 + 0.002 0.2999 + 0.006
Fraction riche en alcaloides 0.0762 + 0.001 0.3757 £ 0.002

Les valeurs ICso et ECso calculées pour nos extraits ont confirme la réactivité de ces
échantillons vis-a-vis des oxydants. Ce résultat obtenu a démontré que nos extraits de ces
déchets de sciure de bois de Thuya ont une plus grande activité antioxydante. Nos résultats

montrent que la sciure de Thuya a un pouvoir antioxydant important.

Le pouvoir antioxydant differe selon les extraits (0.0762 <ICso< 0.0495). En effet, I'extrait
sélectif de flavonoides a une activité tres élevée (ICso = 0.0495 mg / mL;ECso = 0.2999
mg/mL), suivi de l'extrait méthanolique brut (ICso = 0.061 mg/mL; ECso = 0.3423 mg/mL).
Enfin l'extrait sélectif d'alcaloides révelent le faible pouvoir anti radicalaire (ICso = 0.0762
mg/mL;ECso = 0.3423 mg/mL).

En comparaison avec I’antioxydant de référence acide ascorbique (ICso =0.0051 mg/mL ;

ECso=0.0473 mg/mL), tous nos extraits sont moins puissants.

Nos valeurs montrent donc qu’il y a une corrélation entre les teneurs en composés
phénoliques et I’activité antioxydante et confirment que les métabolites secondaires de la
sciure de Thuya sont en synergie. En effet les extraits végétaux contenant plusieurs familles
métabolites secondaires (pour notre cas il s’agit de I’extrait brut méthanol) présentent une
activité antioxydante intéressante, suggérant qu’une majeure partie de cette activité est due a

la combinaison de plusieurs substances.

Ce résultat est similaire a celui rapporté par Lahcen et al, les valeurs d'activité antioxydante
obtenues par les flavonoides des feuilles de ciste sont plus fortes que celles de I'extrait brut et
de l'alcaloide [204].
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111.4.2. Pouvoir antioxydant des extraits éthanoiques (Soxhlet et ASE)

D'apres les figures 65 et 66, il est clair que les pourcentages d'effet antioxydant augmentent

avec l'augmentation de la concentration des échantillons.
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Figure 65: Evolution du pourcentage de neutralisation (%) obtenu par le test DPPH pour les
extraits éthanoiques et I’acide ascorbique
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Figure 66:Evolution d'absorbance obtenus par le test de FRAP pour pour les extraits
éthanoiques et I’acide ascorbique

Les valeurs ICsg et ECsg sont calculées graphiquement a partir des figures 65 et 66. Les

résultats chiffrés sont résumés dans le tableau 21, d'ou il ressort que :
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Tableau 21:Valeurs (ICso) et (ECso) pour les extraits éthanoiques

Echantillons DPPH (ICso mg/mL) | FRAP (ECsomg/mL)
Acide ascorbique 0.0051+ 0.0003 0.0473 = 0.00085
Extrait de Soxhlet 0.0315 + 0.00025 0.2107 =+ 0.002

Extrait de ASE 0.0343 + 0.00005 0.2285 + 0.0014

D'aprés les résultats résumés dans le tableau 21, on constate que :

Les valeurs ICso et ECso calculées pour nos extraits éthanoiques ont confirmé la réactivité de
ces échantillons vis-a-vis des oxydants. Ces résultats obtenus ont démontré que les extraits a
I'éthanol de ces déchets Sciure de Bois de Thuya ont une grande activité antioxydante.

Par rapport aux méthodes d'extraction, I'extrait de Soxhlet obtenue est un peu plus actif que
l'extrait d’ASE. Le pouvoir réducteur (FRAP) des extraits éthanoiques de T. articulata
augmente avec l'augmentation de la concentration. Ainsi, I'extrait de Soxhlet est le plus actif
(ICs0 = 0.0315 mg/mL;ECs50=0.2107 mg/mL), suivi de celui d'ASE (ICso = 0.0343 mg/mL;
ECs0=0.2285mg/mL). Dans toutes ces méethodes, les tests d'activites anti-oxydantes ont révélé
que les extraits d'éthanol de sciure de bois sont inférieurs a ceux de I'antioxydant de référence
(acide ascorbique 1Cso = 0.0051 mg/mL;ECso= 0.0473 mg/mL).

En comparaison avec l'antioxydant de référence (acide ascorbique) tous nos extraits sont
moins puissants. Nous observons une bonne corrélation entre les essais DPPH et FRAP. De
plus, de nombreux auteurs ont également attribué la forte activité antioxydante des extraits de

plantes a leurs niveaux élevés de composes phénoliques [211].

I11.5. Corrélation entre la teneur en phénols totaux et ’activité antioxydante des extraits

I11.5.1. Matrice de corrélation

Les coefficients de corrélation pour les polyphénols, flavonoides, et la capacité antioxydante
par deux tests FRAP et DPPH sont présentés dans le tableau 22. Ensuite, DPPH (1/DPPH
ICs0) et FRAP (1/FRAP ICso) représentent le pouvoir d'inhibition.
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Tableau 22:Coefficients de la matrice de corrélation de Pearson entre la capacité
antioxydante, et les composes bioactifs

DPPH FRAP
(1/DPPH (1/FRAP
Variables Polyphénols | Flavonoides 1Cs0) 1Cs0)
Polyphénols 1
Flavonoides 0.999 1
DPPH (1/DPPH ICx) 0.997 0.992 1
FRAP (1/FRAP 1Csp) 0.999 0.996 0.999

Comme on peut le voir dans les tableaux 22 et 23, I'analyse de corrélation de Pearson entre
l'activité antioxydante et les teneurs en composés bioactifs ont révélé que les polyphénols et
les flavonoides avaient de fortes corrélations positives (valeur p <0,05) avec lactivité
antioxydante. Les données de corrélation des polyphenols étaient respectivement de 0.997 et
0.999 avec l'effet de piégeage des radicaux libres DPPH et le pouvoir antioxydant réducteur
ferrique, cela indique que la teneur en polyphénols de ces extraits contribue a leurs capacités

de don d'¢lectrons d'hydrogéne.

Cela signifie que la capacité antioxydante des extraits peut étre attribuée a la présence de
polyphénols. La corrélation linéaire positive entre les polyphénols et la capacité antioxydante
a également été rapportée par plusieurs auteurs [212,213]. Il y avait également une corrélation
positive significative élevée (p <0,05) entre les flavonoides et I'activité antioxydante DPPH (r?
= 0.992) et FRAP (r? = 0.996). Par conséquent, ces fortes corrélations indiquent que les
composés antioxydants, qui contribuent au pouvoir réducteur du fer par FRAP, sont eux-

mémes ceux qui fournissent le pouvoir de piégeage des radicaux libres par DPPH.

De plus, la matrice de corrélation a montré une forte corrélation entre FRAP et DPPH (r? =
0.999), Ensuite, les composés antioxydants de ces extraits, subissent deux mécanismes de

réaction.

Pour le test DPPH, ce radical est neutralisé par balayage radicalaire par transfert d'un atome
d'hydrogéne, également, par réduction directe par transfert d'électrons, puis pour le test FRAP,

il se fait par réduction de Fe (III), basée sur le transfert d’électrons.
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Tableau 23:Valeurs p du coefficient de la matrice de corrélation entre toutes

les variables
DPPH FRAP
(1/DPPH (1/FRAP
Variables Polyphénols | Flavonoides 1Cs0) 1Cs0)
0
Polyphénols
Flavonoides 0.034 0
DPPH (1/DPPH ICs0) 0.048 0.081 0
FRAP (1/FRAP ICsp) 0.026 0.059 0.022 0

111.5.2. Analyses des données par ACP

Les différents extraits utilisés et les teneurs en composés phénoliques sont considéres comme
des variables. Ils sont projetés par I'ACP dans le plan factoriel des figures 67 et 68 (F1-F2).
La premiere composante essentielle (F1) montre 99.7% de l'information et la deuxiéme
composante essentielle (F2) explique 0.23%. Le pourcentage cumulé des deux premieres
composantes essentielles était de 100.00%, par conséquent, sa combinaison linéaire est bien
représentative des variables, car elle est supérieure a 50%. Par consequent, les deux premiers
axes sont adéquats pour expliquer I'ensemble des informations. La corrélation entre les
variables est représentée sur la figure 67 par le plan construit par les axes F1 et F2. L'axe F1
est en grande partie formé par la corrélation positive entre les tests les polyphénols et les
flavonoides d’une part, et entre ces composés bioactifs et leurs pouvoirs antioxydants d’autre

part.
La figure 68 représente 3 individus (extraits), qui sont répartis (extraits) en 2 groupes.

Le groupe | est composé de 2 extraits (Extrait a I'éthanol (Soxhlet) et extrait a I'éthanol
(ASE)), la capacité antioxydante de ce groupe est significativement forte par rapport au
groupe Il par les deux méthodes DPPH et FRAP, également l'activité antioxydante de ce
groupe dépend de leur contenu phénolique car ils se caractérisent par des teneurs tres élevées
en polyphénols et en flavonoides. Nous avons les deux méthodes d’extraction Soxhlet et ASE

qui peuvent extraire des teneurs trés importantes en composés bioactifs.

Le groupe Il est composé de 1 individu (Extrait methanol brut), il est caractérise par sa faible
teneur en polyphénols et une teneur moyenne en flavonoides. Par conséquent, il est caractérisé

faible pouvoir antioxydant par les deux méthodes utilisées. Ce qui montre que I’extrait brut a
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des teneurs plus faibles en composés phénoliques par rapport aux extraits qui ont été extraits
par les méthodes d’extractions Soxhlet et ASE.

Variables (axes F1 et F2 : 100.00 %)

0.75 T
0.5 T

0.25 + Flavono

-1 -0.75 -0.5 -0.25 0 0.25 0.5 0.75 1
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Figure 67: Plan factoriel d'analyse en composantes principales
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Figure 68: Projection sur le plan factoriel (F1 x F2) du variable de I’individu
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111.5.3. Analyse de cluster hierarchique ACH

Selon ACH, les extraits ont été classés par la méthode Euclidienne au carré et de Wards pour
estimer la mesure de similarité. ACH a été utilisé pour évaluer la corrélation entre les extraits
et pour présenter les similitudes de 3 extraits selon les données de teneur en antioxydants et
d'activité antioxydante, comme indiqué dans le dendrogramme (Figure 69). Selon les teneurs
en composes biactifs, les trois extraits ont été regroupés en 2 clusters. Le cluster | contient 2
extraits (Extrait a I'éthanol (Soxhlet) et extrait a I'éthanol (ASE)) représentant 66.66% des
extraits caractérisés par une moyenne élevée respectivement, en polyphénols et en flavonoides
(145.46 mg GAE/g dextrait ; 92.97 mg QE/g d'extrait), ainsi qu’ils avaient une capacité
antioxydante plus forte que le cluster II. Cluster II formé a partir d’un seul extrait, nommé
Extrait methanol brut représente et 33.33 % de I’extrait ; cet extrait avait la valeur moyenne la
plus basse respectivement, en polyphénols et en flavonoides 102.7 mg d'extrait GAE / g, et
60.09 mg QE / g d'extrait. En outre, il est caractérisé par une faible activité antioxydante par
les deux méthodes DPPH et FRAP. Ces résultats sont en accord avec les données de I’ACP,
dans lequel la distribution de tous les extraits sur le graphique de score indique une tendance

similaire. De plus, les résultats de I'ACP étaient cohérents avec ceux de I’ACH.
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Figure 69: Dendrogramme des extraits testés fondés par HCA
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Conclusion

Les résultats de notre étude ont montré une grande valeur de ces déchets industriels a utiliser
en pharmacologie. De par ces résultats, nous concluons que la sciure de bois de T. articulata
est une source naturelle des substances antioxydantes de grande importance. Il convient de la
considérer comme une source précieuse de molécules bioactives pouvant remplacer les
antioxydants synthétiques suspectés de toxicité dont certains représenteraient des effets
cancérigénes selon différentes études. Le screening phytochimique nous a permis de
caractériser quelques familles de composés chimiques existantes dans les extraits étudiés. La
quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a permis de déterminer les
teneurs en phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteux et en flavonoides par le
trichlorure d’aluminium. Les résultats obtenus ont montré que les extraits de sciure de thuya
possedent des teneurs élevees en polyphénols totaux et en flavonoides. Les extraits
manifestent un plus grand pouvoir d'extraction et la corrélation entre la haute teneur en

phénols et le pouvoir antioxydant signifie une forte activité antioxydante.
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Chapitre IV: Lignine
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Dans ce chapitre, le processus de délignification a été mis en place pour isoler la lignine de
Klason & partir de la sciure de l'industrie du bois (Thuya), la lignine de Klason est le résidu
obtenu a l'aide d'un traitement d'acide sulfurique (72%). Ensuite, la lignine obtenue a été
soigneusement caractérisée par plusieurs techniques telles que la Spectroscopie Infrarouge a
Transformée de Fourier (FTIR), Diffraction de Rayons X (DRX) et la Microscopie
Electronique a Balayage couplée a une sonde (MEB-EDX), aussi des analyses thermiques par
I'analyse thermogravimétrique (ATG, DTG) et Calorimétrie différentielle a balayage (DSC),
et pour valoriser ce matériau on a étudié sa capacité d'adsorption vers un colorant actuel a
savoir le 3,7-bis (Chlorure de diméthylamino) -phénothiazine-5-ium (bleu de méthyléne MB),
en faisant varier les conditions expérimentales telles que le temps de contact, concentration et
température. Ensuite les paramétres cinétiques et thermodynamiques tel que I'enthalpie AH®,
I'entropie AS° et les énergies libres de Gibbs AG® de la réaction d’adsorption ont été

déterminés.

IV.1.Extraction de la lignine

Le traitement par l'acide sulfurique (72%) de T. articulata a été utilisé pour extraire la lignine
puisque la majeure partie de la biomasse et en particulier, tout polysaccharide sera hydrolysé
dans des conditions acides [214].

Par conséquent, aprés le traitement a l'acide sulfurique, seule la lignine, le charbon et les
minéraux devaient rester sous forme de solides [215]. Le rendement obtenu en lignine extraite
dans cette étude est de 36%. Cette valeur est en parfaite cohérence avec la littérature qui
rapporte que le bois de Thuya a une composition chimique trés proche du résineux mais avec
une teneur en lignine plus élevée (35 a 40%). La teneur en lignine des résineux communs est
comprise entre 25 et 30 % [216]. En effet, Leopold & Malmstrom ont cité 31.8 % comme
lignine Klason extraite de T. articulata (Vahl) [217]. Dans une autre étude, Creighton et al,

ont rapporté 29.5 % de lignine Klason extraite de T. articulata [218].

108



Figure 70:Lignine extraite de Thuya
IV.2. Caractérisations de la lignine extraite
1V.2.1. Analyse par spectroscopie infrarouge (IR)

La lignine a été caractérisée par spectroscopie infrarouge afin de déterminé les bandes
d’absorption dans un intervalle de nombre d'ondes : 4000-500 cm. Le spectre IR de la
lignine est illustré dans la figure 71.
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Figure 71: Spectre IR pour la lignine extraite de la biomasse de Thuya

Le spectre contient de nombreuses bandes d'absorption, Les attributions des vibrations
fondamentales de la lignine sont présentées dans le tableau 24.

109



L’attribution des bandes de vibration a été faite sur la base des travaux antérieurs effectués sur
des composes de la méme famille et sur la base de I’interprétation du spectre infrarouge que

nous avons effectuée.

Tableau 24:Attributions des bandes d'absorption FTIR (cm™) du composant de lignine
extraite de la biomasse de Thuya

Numéro d'onde (cm™) Attribution /Groupe fonctionnel
1035 C-0, C=C, et C-C-O élongation
1215 C-C ; C-0 élongation
1270 vibration de noyau aromatique
1327 C-O0 élongation noyau syringyle
1335 C—H vibration, O—H déformation dans le plan
1380 C—H déformation
1425 C—H deformation dans le plan
1440 O-H déformation dans le plan
1465 C—H déformation
1500 vibration de noyau aromatique
1595 Elongation vibrations v(C=C) dans les groupes aromatiques
[219,220]
2840, 2937 C—H elongation [221]
3363 O-H élongation [222]

Vibrations des groupements (O-H)

Le spectre de la lignine présente une bande large entre 3675 et 3020 cm™ (Figure 71). Elle est
centrée a 3363 cm? et correspond aux vibrations de valence Vass(OH). Ces derniéres
proviennent des groupements hydroxyles alcooliques et phénoliques [223,224]. L’absorption
fine et d’intensité moyenne observée a 1440 cm™ est relative a la vibration de déformation

dans le plan 6 (O-H) des groupements hydroxyles phénoliques.
Vibrations des groupements (C-H)

Les bandes situées entre 3000 et 2807 cm™ correspondent aux vibrations de valence v(C-H)
des groupements méthoxyles aromatiques (-OCHz) et des groupements méthylenes (-CH.) des
chaines latérales [223]. Les vibrations de déformation dans le plan asymétrique et symétrique
du groupement CHj3 sont situées respectivement a 1380 et 1465 cm™. La bande relevée a 1335

cm peut aussi étre attribuée a la vibration de déformation dans le plan du groupement CHs.
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Vibrations de valence (C=C)

Les vibrations du squelette v(C=C) dans les cycles aromatiques, elles sont représentées par les
quatre bandes situées a environ 1595cm ™ [225]. Ces derniéres sont des bandes caractéristiques
des lignines de type guaiacyle-syringyle [226].

Vibrations de valence (C-O)

L’absorption fine a 1327 cm™ est attribuée a v(C-O) de I'alcool secondaire (- R,.CH-OH) et/ou
a I'éther aliphatique [227]. Cette bande est rattachée a la vibration de respiration du noyau
syringyle. Cependant, pour Faix, la présence de cette bande indique que la lignine est de type
GSH [228]. Quant a ’absorption située a 1035 cm™, elle est assignée a v(C-O) de I’alcool
primaire (R-OH).

D'apres l'analyse ci-dessus, les principaux groupements oxygénés présents dans la lignine sont
les éthers aliphatiques et cycliques, le carbonyle, les groupes méthoxyles, les groupes
hydroxyles phénoliques, les groupes hydroxyles aliphatiques primaire et secondaire. De plus,
cette lignine est constituée d’unités guaiacyle et syringyle. Ces unités sont les composantes

principales des lignines des résineux.

Il existe une grande variation de structure de la lignine selon les différentes essences de bois
[229]. La lignine guaiacyl (G), qui est principalement composée d'unités G et d'une petite
quantité d'unités p-hydroxyphényl (H), est typique des fougeres et des coniferes des
gymnospermes. Les lignines d'angiospermes contiennent en outre des unités syringyle (S), et
cette forme est appelée lignine GS [230]. Cependant, certaines especes, autres que les
angiospermes, contiennent des unités S dans leurs lignines. Des proportions substantielles

d'unités S sont présentes dans la lignine T. articulata Vahl (gymnospermes) [217,218,231].

Les différents groupements fonctionnels existant dans la lignine, situés au niveau de la chaine
latérale ou au niveau du noyau aromatique, peuvent former des sites acides, basiques ou
neutres. L’aspect qualitatif de I’analyse infrarouge ne permet pas de préciser les sites
prépondérants dans cette substance. Nous examinerons le comportement de la lignine comme

adsorbant vis-a-vis du colorant cationique BM.

IV.2.2. Analyse de diffraction des rayons X (DRX)

Une analyse par diffraction des rayons X sur poudre (DRX) a été réalisée pour étudier plus en
détail la morphologie de la lignine. Le diffractogramme DRX de la lignine a montré une large
diffraction de halo amorphe avec un maximum a environ 20 = 20° (Figure 72), ce qui

confirme son caractére amorphe naturel. Cependant, des recherches antérieures ont démontré

111



que les différences de type de sources de lignines, de structures chimiques et de méthode
d'isolement peuvent expliquer la variation constatée pour le pic maximal de lignine, par
exemple, Selon Goudarzi et al le pic moyen pour les feuillus se situe a 20 = 21.2 + 0.15° et
pour les résineux il se situe a 260 = 19.35 £+ 0.18° [232]. Kubo et al ont rapporté l'angle de
diffraction de 22.7° pour la lignine d'acide acétique de bois dur (feuillu) [233], et Ansari et

Gaikar ont rapporté 20 = 22.37° pour la lignine de sucrerie [234].
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Figure 72:Diagramme de diffraction des rayons X pour la lignine extraite de la biomasse de

Thuya

IV.2.3. Stabilité thermique

L'analyse thermique est une série de techniques permettant de déterminer les propriétés
physiques et chimiques de matériaux polymeres soumis a un profil de température. Ce travail

décrit I'application d’ATG, DTG et DSC a notre lignine extraite de la biomasse de Thuya.
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IV.2.3.1. Analyse thermogravimétrique (ATG -DTG)

Les courbes représentatives de I’ATG et la DTG obtenues par la combustion de la lignine sont
présentées dans la figure 36, et les principales caractéristiques thermiques des courbes ATG-
DTG, telles que la température de début de dégradation To correspondant a une perte de
masse de 3%, la température de perte de masse maximale Tmax, €t le pourcentage de résidus de
carbone (% RC) a Tmax et 400°C, sont résumées dans le Tableau 25.

En général, les courbes ATG-DTG de combustion de la lignine révélent une perte de masse
initiale attribuée a la déshydratation, une région de plateau a environ 150 °C, un écart diminué
étendu a environ 520 °C ou la perte de masse majeure a lieu, et une dégradation finale a 600
°C qui correspond a une perte de masse totale de pres de 85%. Cette dégradation est attribuée
a la décomposition thermique de la chaine polymérique avec vaporisation de composes
volatils.

Dans la premiere étape, la décomposition des composants de la biomasse (hémicellulose,
cellulose et lignine) a lieu et I'étape suivante est la combustion d'une structure complexe et
thermiquement stable [235,236,237,238].
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Figure 73:Analyse thermogravimétrigue TGA-DTG pour la lignine extraite de la biomasse de

Thuya
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Tableau 25:Caracteéristiques thermiques de la lignine extraite

Echantillon To(°C) Tmax (°C) RC?(%) RCP"(%)
(AT max) (4600 °C)
Lignine extraite 240 517 34 15

To : température du début de la dégradation a 3% de perte de masse.
Tmax : température de perte de masse maximale.
RC%%):pourcentage de résidu de carbone a Tmax.
RC®(%):pourcentage de résidu de carbone a 400 °C.

IV.2.3.2. Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)
La courbe de I'analyse thermique différentielle de notre extrait de lignine de la biomasse de

Thuya est donnée sur la figure 74.
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Figure 74: Thermogramme DSC de lignine extraite de la biomasse de Thuya

La courbe DSC de la lignine montre deux pics endothermiques suivis d'un pic exothermique.
Le premier, en dessous de 100 °C correspond a la déshydratation, le second événement de
perte de poids a 285 °C peut étre dii aux traces de glucides ; lorsque la lignine n'est pas assez

pure, la perte de masse qui se produit aprés la déshydratation est attribuée a la décomposition
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des glucides [239]. Le pic exothermique est associé a la décomposition de la lignine. A partir
de la courbe DSC (Figure 74), la valeur estimée de I'enthalpie associée a la pyrolyse de la
lignine est de -944,49 Jg™. Des recherches antérieures ont montré que I'enthalpie mesurée de
la lignine dépend des ressources en biomasse et que la source des échantillons de lignine
affecte les propriétés thermiques [240]. Les résultats suggeérent que plus d'énergie est
nécessaire pour briser les liaisons dans les compositions de la lignine extraite de la biomasse
de Thuya, produisant un biomatériau plus stable et ignifuge. La température de transition
vitreuse (Tg) est I'un des paramétres thermodynamiques importants des biomatériaux, elle est
fiable et pratique pour exposer le comportement de phase des macromolécules. Par
conséquent, sur la base de la littérature, la valeur Tg était tres large allant de ~ 1204 190 ° C
[241,242]. Cette large gamme peut s'expliquer par divers paramétres moléculaires, tels que les
groupes phényle rigides, les liaisons hydrogene interchaines, la densité de réticulation et la
masse moléculaire [243], la Tg dépend également de la source végeétale, des conditions
d'extraction et de la différence entre les lignines en termes de flexibilité et de rigidité a des

températures élevées, ce qui est important dans les applications industrielles.

La valeur Tg = 79.5°C obtenue pour la lignine extraite dans ce travail utilisant la méthode de
Klason est inférieure aux autres valeurs rapportées dans la littérature. Kubo et Kadla, étudiant
la lignine kraft commerciale de feuillus et de résineux, ont obtenu des valeurs de Tg de 93 °C
et 119 °C, respectivement [233]. Tejado et al, ont trouvé des valeurs de Tg de 100 °C et de
144 °C pour les lignines a partir des méthodes d'isolement organosolv et kraft [244]. Par

conséquent, la valeur numérique réelle n'a pas pu étre considérée comme suffisamment fiable.

IV.2.4. Analyse morphologique (MEB)

L'étude de la morphologie de la lignine extraite de Thuya a été réalisée par un microscope
électronique a balayage Thermo Scientific Quattro S équipé d'un systeme EDX. La figure 75
présente les images MEB de la structure morphologique de la lignine étudiée a différents
grossissements x100(a), x1000(b), x2000(c). Elle a montré que la lignine est apparue granulée
avec des grains de structure compacte et de tailles différentes qui ont créé une agglomération
plaquettaire et montré des espaces qui sont apparemment occupés par des bulles. Ainsi, on
observe des microcavités a la surface de l'adsorbant (lignine), qui semblent indiquer une

structure irréguliére trés poreuse favorable a une bonne diffusion des molécules de colorant.
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Figure 75: Microscopie électronique a balayage de I’échantillon de la lignine a différentes

dimensions

IV.2.5. Analyse élémentaire

L'analyse EDX de ce biomatériau, montre la présence d'éléments majeurs tels que le carbone
(53,54 %) et I'oxygene (45,77 %) et des traces de silicium (Si 0,37 %) et d'aluminium (Al 0,32
%) (Figure 76). Le carbone représente un élément principal essentiel pour les constituants
structurels de la lignine, de la cellulose et de I'némicellulose. La proportion plus élevée de
carbone dans la lignine peut étre corrélée a la quantité de carbones aromatiques des sous-
unités de la lignine (p-hydroxyphényle, gaiacyl et syringyle). Aussi, la teneur en carbone plus

élevée observée pour notre lignine peut donc s'expliquer par sa pureté plus élevée.
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Figure 76:Analyse élémentaire de la lignine

La figure 76 montre les résultats de I'analyse en pourcentage réalisée sur I'extrait de lignine.
Nous ne nous sommes intéressés qu'aux éléments C et O. Nous avons regroupé dans le
tableau 26 les teneurs des différents éléments contenus dans notre échantillon.

Tableau 26:Analyse élémentaire de la lignine extraite

Poids % Atome %
C 46.12 53.54
52.52 45.77
Al 0.61 0.32
Si 0.75 0.37
100.00 100.00

IVV.3. Adsorption au bleu de méthyléne

Les tests d’adsorption dans notre étude ont porté sur un polluant modele, le bleu de méthylene
en phase aqueuse (Figure 77). Dans un premier temps, la courbe d'étalonnage nécessaire pour
connaitre la concentration en polluant sera déterminée a 1’aide des mémes solutions (sans la

lignine).
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Figure 77:Stock de la solution aqueuse de bleu de méthyléne

A partir du tracé d'étalonnage (Figures 78), nous avons Vérifié que l'absorbance varie
linéairement avec la concentration d'adsorbat, ce qui montre que la loi de Beer Lambert est

vérifiée. La courbe d'étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R? = 0,957.
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Figure 78: Courbe d'étalonnage du bleu de méthyléne

Donc, pour chaque échantillon, la mesure de 1’absorbance permet I’évaluation de la
concentration résiduelle (Ce) en colorant dans la solution par conséquent de calculer la

quantité de colorant adsorbé par le support.
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IV.3.1. Etudes cinétiques

Plusieurs modeles mathématiques sont donnés dans la littérature pour décrire la cinétique
d'adsorption. Tous ces modeles apportent des informations sur le taux d'adsorption et le
mécanisme de l'adsorption. Ces formalismes ont été choisis parce qu'ils sont assez simples et
donc couramment utilisés lorsqu'il s'agit de I'adsorption de composés organiques sur divers
adsorbants. La figure 79 montre la cinétique d'adsorption du bleu de méthylene sur la lignine
extraite. On constate que l'adsorption du bleu de méthyléne est plus rapide, I'équilibre
d'adsorption est atteint en 140 minutes et le taux d'adsorption est d'environ 3.55 mgg™. Cette
vitesse d'adsorption rapide peut étre due au nombre de sites actifs et a la structure irréguliére
poreuse a la surface du matériau de lignine, et a l'interaction des groupes fonctionnels avec la

surface de la lignine.

Comme on peut le voir ci-dessous, la lignine apparait comme un sorbant trés prometteur lié a
leurs matériaux tres peu colteux, efficaces et disponibles localement. Il présente des
caractéristiques relativement adsorbantes de molécules organiques toxiques a partir d'une
solution aqueuse. Généralement, l'efficacité de l'adsorption augmente avec la surface de
I'adsorbant, mais parfois, cette adsorption implique l'interaction entre la surface du matériau et
des groupes fonctionnels de molécules organiques toxiques, y compris le partage d'électrons

entre le polluant et la surface de l'adsorbant résultant en produits chimiques liés.
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Figure 79:Effet du temps de contact sur l'adsorption du bleu de méthyléne

Dans cette étude, nous avons appliqué différents modeles cinétiques pour décrire le
mécanisme cinétique d'adsorption. Nous avons ainsi pu déterminer les constantes de vitesse

d’adsorption a partir de modéles mathématiques simples, empiriques et qui ont €té choisis
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d’une part par leur simplicit¢ et d’autre part parce qu’ils sont adaptés aux phénomeénes
d’adsorption des composés organiques sur différents adsorbants. Les trois modeles les plus
utilisés dans la littérature sont les suivants : tels que le premier ordre [245], le pseudo second
ordre et la réaction du second ordre [246,247].

Le modéle cinétique d'adsorption de Lagergreen [245] donne, pour réaction de premier ordre :
t
log(Qe — Qt) = logQe — K,  (Eq.1)

En portant log (Qe-Qt) en fonction de t, il faut obtenir une ligne droite dont la pente donne Kj,
la constante de rapport d'adsorption (min). De cette figure 80 on peut extraire les valeurs des
parametres K1 et Qe et elles sont données dans le tableau 27.

06 ,
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0.4 R2 =0.9677
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Figure 80: log (Qe-Qt) en fonction du temps selon le modele cinétique du premier ordre

Apreés ce résultat, nous avons appliqué la réaction pseudo seconde pour ajuster les données
expérimentales obtenues a partir des expériences cinétiques. La constante de vitesse K est
donnée par la relation suivante [246,247]:

t 1 t
AT TR (Eq.2)

Ou Qe et Qt désignent respectivement la capacité d'adsorption (mg/g) a I'équilibre et au temps

t. Une constante Ko représente le taux d'adsorption constant (g/mg -min).

Les parametres Qe et Kz sont obtenus en représentant t / Qt en fonction du t (Figure 81). Les

valeurs obtenues pour ces paramétres sont rassemblées dans le tableau 27.

120



En tracant t / Qt en fonction de t, les valeurs des parametres K> et Qe ont été obtenues et
rassemblées dans le tableau 26.
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Figure 81: t / Qt en fonction du temps selon le pseudo modeéle cinétique du second ordre

Pour une réaction du second ordre, la constante de vitesse Ks résulte de la relation suivante
[246 ;247]:
1 1

Qe—Qt = & + K3 X t (qu)

Ainsi K3 est déterminé a partir du graphique de 1/ (Qe-Qt) en fonction de t (Figure 81).
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Figure 82: 1/ Qe-Qt en fonction du temps selon la réaction du second ordre
Dans toutes les relations qui précedent, les termes employés correspondent a :

ge : Quantité d’adsorbat a I’équilibre en (mg/g),

qt : Quantité de colorant adsorbée a I’instant t en (mg/g),

t : temps de contact en min,

Ki, K2, K3: Constantes de vitesse d’adsorption respectivement pour le premier ordre (min),
le pseudo second ordre (g.min"t.mg?) et le second ordre (min?.g.mg™).

La variation linéaire (Figure 81) de t / Qt avec le temps suggere que le modele du pseudo-
second ordre décrit bien le comportement cinétique de l'adsorption de MB sur la lignine
extraite. Les données expérimentales peuvent étre ajustées avec I'équation: t / Qt = 0,2536t +
3,2915, avec un coefficient de corrélation R? = 0,9998. L'analyse des données du tableau 27 a
parfaitement montré que la capacité d'adsorption expérimentale Qe est trés proche de celle
obtenue par la réaction de pseudo second ordre. Ainsi, selon ce dernier modele, on peut
affirmer que l'adsorption du bleu de méthyléne sur la lignine implique le processus de
chimisorption en plus de la physisorption. Il ressort clairement de I'analyse de 1 / Qe-Qt en
fonction du temps (Figure 83) que l'adsorption du bleu de méthyléne sur la lignine ne peut pas

étre décrite par la réaction du second ordre.
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Tableau 27:Constantes cinétiques et capacités d'adsorption calculées pour différents modéles

étudiés
Premier ordre Pseudo deuxiéme ordre Deuxieme ordre
Qe Exp
(mg/g) Qe 2 Qe 2 2
Kl ca|c(mg/g) R K2 Ca|c(mg/g) R K3 Qe calc. R
3.55 | 0.0391 1.55 0.967 | 0.009 3.95 0.999 | 0.054 | 41.66 | 0.964

®,

% Comparaison avec d'autres adsorbants

La concentration initiale de MB, le temps de réaction et la quantité d'adsorption (ge) de MB
par la lignine extraite a été comparée a d'autres adsorbants rapportés dans la littérature
énumérée dans le tableau 28. Malgré de nombreux résultats rapportés dans la littérature,
l'avantage de l'utilisation de Klason La lignine extraite de T. articulata réside dans leur
abondance et sa facilité d'extraction. Ces propriétés, qui ne sont pas présentes pour tous les
adsorbants sont essentielles a I'échelle industrielle et aux adsorbants a faible colt. On peut
considérer que la lignine extraite de deéchets de bois Thuya un biomatériau testé ici est
efficace dans la suppression de la MB a partir de solutions aqueuses et peut en outre étre

utilisée comme alternative aux adsorbants commerciaux a co(t élevé.

Tableau 28:Comparaison de la concentration initiale de MB, du temps de réaction et de
quantité d'adsorption (qe) de MB par la lignine extraite avec d'autres adsorbants

Adsorbant Concentration Temps de Quantitée Réferences
initiale de MB réaction | adsorbée ge,
(mg/L) (min) exp (mg/g)
Cellulose pure 19.19 80 0.11 [248]
Cellulose modifiée 19.19 80 0.35 [248]
Lignine Thuya 19.19 140 3.55 Cette étude
Noyaux de dattes 100 60 4.9 [249]
algériennes
Acide acétique 50 60 24.6 [250]
lignine
Charbon actif ZnCI2 6.0 180 29.968 [251]
Kaolin algérien 80 120 36.80 [252]
Lignine naturelle 300 240 78 [253]
tunisienne
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IVV.3.2. Isothermes d'adsorption

Les isothermes d'adsorption de MB sur des matériaux lignine ont été obtenues en tracant la
quantité de colorant adsorbé par le substrat (Qe) en fonction de la concentration résiduelle de
colorant en solution a I'équilibre (Ce) a 25 ° C. Le temps de contact entre le colorant et
l'adsorbant a été fixé a 3 heures, en supposant que I'équilibre est atteint et qu'il n'y a pas de
variation significative de la concentration du colorant (140 minutes seulement ont été
nécessaires avec une solution de MB a 6.10°mol. L (19.19 mg. L) comme mentionné
précédemment).

Les isothermes d'adsorption décrivent la distribution du colorant MB entre la solution et
l'adsorbant des matériaux de lignine lorsque le processus d'adsorption atteint un état
d'équilibre. 1l est trés important et obligatoire, car il permet de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans le processus d'adsorption. 1l existe plusieurs modeles
d'isothermes applicables, mais les deux modeles les plus couramment utilisés sont Langmuir
[254] et Freundlich [255]. Le modele de Langmuir est adapté pour décrire le comportement
d'adsorption de surfaces homogenes. Elle repose sur les hypotheses suivantes : sites
d'adsorption uniformes forts, pas d'interactions entre molécules adsorbees, I'adsorption se fait
par la formation d'une monocouche d'adsorbat [256] (Figure 83). La forme linéaire de cette

isotherme est représentée comme suit:

Qe = Qm — (KLL) x 2¢ (Eq.4)

Ce

OU Qe (mg.g?) est la quantité de colorant adsorbé a I'équiliore, Ce (mg.L?) est la
concentration a I'équilibre, Kp (I/g) est la constante de Langmuir et Qm est la capacité

d'adsorption monocouche.

Adsorbat

Adsorbant

Figure 83:Adsorption monocouche

De plus, la caractéristique essentielle de l'isotherme de Langmuir peut étre exprimée par un

terme sans dimension appelé facteur de séparation R.. Ce facteur est utilisé pour prédire si un
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systeme d'adsorption est favorable (0 < R.< 1), défavorable (R.> 1), linéaire (RL = 1) ou

irréversible (R.=0). Il est défini comme [257]:

1

R, =——— (Eq.5)

" 14+KL-CO

Le modéle de Freundlich est basé sur une équation empirique qui exprime un changement
d’énergie d’adsorption avec la quantité adsorbée [255]. Cette distribution s'explique par
I'nétérogéneité des sites d'adsorption et ce modele admet l'existence d'interactions entre
molécules adsorbées [256]. Ce modele est valable pour l'adsorption multicouche sur une

surface contenant un nombre infini de sites actifs (Figure 84).

Adsorbat
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Figure 84:Adsorption multicouche

L'équation (6) représente l'isotherme de Freundlich ;

1
Qe = Kp x CJ/" (Eq.6)

OU Qe est la quantité de soluté adsorbé par unité de poids d'adsorbant (mg-g?), C’est la
concentration d'équilibre, Kr est la constante de Freundlich et (n) est le facteur
d'hétérogenéité. La valeur Krest liée a la capacité d'adsorption, tandis que la valeur de (1 / n)
est liee a l'intensité d'adsorption. Lorsque n = 1, l'adsorption est linéaire, ce qui signifie que
les sites sont homogeénes et qu'il n'y a pas d'interaction entre les especes adsorbées; lorsque 1 /
n <1, l'adsorption est favorable et la capacité d'adsorption augmente tandis que de nouveaux
sites d'adsorption apparaissent. Lorsque 1 / n> 1 adsorption n'est pas favorable, les liaisons

d'adsorption s'affaiblissent et la capacité d'adsorption diminue [259].
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Figure 86: Isotherme de Freundlich pour I'adsorption de BM sur la lignine

Nos valeurs calculées sont résumées dans le tableau 29.

Tableau 29:Constantes des modeéles de Langmuir et de Freundlich

Modéle d’adsorption Langmuir Modéle d’adsorption Freundlich
R?=0.997 R?=0.958
Kc (I/mg)=1.104 Kr (/Kg)=6.823
RL=0.239 1/n=0.307
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Considérons maintenant les modéles ci-dessus. L'équation isotherme de Langmuir (équation
(4)) a éte appliquée aux données d'adsorption pour quantifier la capacité d'adsorption de la
lignine. Le graphique de Langmuir (Figure 85) des données a montré un bon ajustement
linéaire et les paramétres Qm et K. dérivés de la pente et de l'intersection sont présentés dans
le tableau 29. A partir de ce dernier, on peut constater que le coefficient de corrélation R? (R?
=0,997) est trés proche de 1 et la capacité maximale d'adsorption est de 0.962 mg / g.

La valeur calculée de RL est entre 0 et 1 ce qui indique que l'adsorption est favorable. Cette
bonne corrélation entre les données et le modéle d'adsorption de Langmuir suppose une
couverture monocouche de MB sur des sites homogénes de lignine, une énergie uniforme
d'adsorption et aucune interaction entre les espéces de MB adsorbées sur les sites voisins.

En paralléle, les données d'adsorption ont également été tracées a l'aide du modele de
Freundlich dans les mémes conditions expérimentales (Figure 86). Les valeurs numériques de
Kf et (1 / n) calculées sont rassemblées dans le tableau 2. La valeur numérique de 1/ n =0,2
indique que l'adsorption par sites hétérogénes est favorable. Néanmoins, sur la base des
valeurs du coefficient de corrélation (R2) dans la présente étude, l'isotherme de Langmuir
fournit le meilleur ajustement pour les données expérimentales.

Les valeurs des coefficients de corrélation confirment le bon ajustement des données
expérimentales avec le modeéle isotherme de Langmuir plus qu'avec celui de Freundlich. Ces
valeurs indiquent que le processus d'adsorption du bleu de méthyléne par la lignine est décrit
favorablement par l'isotherme de Langmuir. Ainsi, les résultats obtenus montrent que la
lignine Klason extraite des déchets de sciure de bois de l'industrie du bois (T. articulata) est le
support le plus efficace pour I'élimination du colorant MB, cela peut étre d0 a sa composition

chimique et sa structure trés poreuse.

1V.3.3. Paramétres thermodynamiques

La constante d'équilibre pour l'adsorption de MB sur un substrat est donnée par la relation:

K, = G, -Co) (Eq.9)
Ce
Ou Co: concentration initiale (mg.L™) et Ce: concentration d'équilibre (mg.L™).
Kc est lié a I'énergie de réaction de Gibbs (AG °) par AG ° = -RTLn (Kc) et donc: Ln (Kc) = -
AH °/ RT + AS °/ R ou AH ° et AS ° sont respectivement 1’enthalpie et entropie standard
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d'adsorption qui peuvent étre évaluées en tracant Ln (Kc) en fonction de 1 / T. Les résultats
sont rapportés dans le tableau 30.

3.4

y =-2453.5x + 11.177
R?=0.9998

2.95

2.9
0.00315 0.0032 0.00325 0.0033 0.00335 0.0034

1/T (kelvin-?)

Figure 87: Ln(Kc) versus 1/T

Tableau 30:Paramétres thermodynamiques associés a I'adsorption

AH® (KJ*mol?) (25°C) | AS° (J*Kmol?) (25°C) [ AG® (Kj*mol?)

20.39424 92.86738 -7.286601 (25°C)

-7.765476 (30°C)

-8.68295 (40°C)

Les parametres thermodynamiques, tels que I'enthalpie de réaction AH®, I'entropie AS® et les
énergies libres de Gibbs AG® ont été calculés comme indiqué par Albadarin et al [260], pour
comprendre le processus d'adsorption en quantifiant I'énergie impliquée. Les valeurs de AH®,
AS° et G° pour l'adsorption du MB sur la lignine extraite sont répertoriées dans le tableau 30.
La valeur positive de AH® obtenue indique que le processus d'adsorption était de nature
endothermique. La valeur AS® obtenue reflete l'affinit¢é de I'adsorbant vers l'adsorbat,
suggérant le caractéere aléatoire accru a linterface solide/solution lors du processus
d'adsorption [261]. La valeur négative de I'énergie libre de Gibbs AG® indique que le

processus d'adsorption est spontané et favorisé a basse température ; la diminution des valeurs
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de AG® avec la température suggére que le processus est réalisable a des températures plus
élevées [262].

IV.3.4. Mécanismes d'adsorption

En général, le mécanisme d'adsorption dépend de la surface de I'adsorbant et de la structure de
la molécule de colorant. Il est important de comprendre le processus d'adsorption, qui peut
étre complexe et impliquer plus d'un mécanisme [263,264]. La figure 88 montre le mécanisme
possible proposé pour l'adsorption du colorant MB a la surface de la lignine extraite de Thuya.

Dans cette étude, trois interactions possibles se sont produites lors de l'adsorption du colorant
MB par la lignine. Premiérement, I'analyse FT-IR a montré que les groupes fonctionnels de
l'oxygene (-OH et -OCHs) dérivés des principaux composants structurels de la lignine,
peuvent avoir interagi par le biais des forces de van der Waals et des liaisons hydrogene avec
la molécule MB. Deuxiémement, la réaction entre les groupes déprotonés de la lignine
(groupe C-O-) et les especes cationiques telles que MB peut étre accélérée en raison de la
force dattraction électrostatique. Enfin, des interactions cycliques = — m peuvent sétre
produites en raison de la présence de systemes aromatiques dans les structures des monomeres
de lignine (alcool p-coumarylique, alcool coniférylique et alcool sinapylique) et la structure
de la molécule de colorant MB. De plus, de nombreuses études confirment que ces trois types

d'interactions peuvent se produire dans I'adsorption du colorant MB [265,266,267,268].
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Figure 88: Mécanismes proposés pour l'adsorption du MB sur la lignine

Conclusion

La présente enquéte comprend l'extraction de la lignine des déchets de sciure de bois de
I'industrie du bois (T. articulata) en utilisant un traitement a I'acide sulfurique, qui a ensuite
été caractérise par FT-IR, XRD, les propriétés thermiques de la lignine extraite ont été
observées a l'aide de ATG et DSC, puis la morphologie de surface de la lignine a été analysée
par MEB-EDX. Les spectres FT-IR ont montré une homogénéité dans la structure chimique
de I’échantillon de lignine extraite avec des traitements a I'acide sulfurique. La DSC a été
utilisée pour observer la chaleur de réaction de I'échantillon de lignine. La mesure d'enthalpie
associée a la pyrolyse de la lignine de T. articulata étaient plus élevée- 944,49 J/g. L’ATG a
été utilisée pour observer la dégradation du biomatériau. La lignine extraite un rendement plus
élevé de 36 % est thermiquement stable. Le rendement en carbone plus élevé prouve que
I'échantillon de lignine a de grandes propriétés de résistance au feu qui peuvent étre attribuées
a leur structure chimique qui peut fournir des propriétés thermiques améliorées lorsqu'ils sont

dans le secteur industriel. Ensuite, nous avons testé l'adsorption du colorant cationiqgue MB
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sur ’extrait la lignine en faisant varier les conditions expérimentales (temps de contact,
concentration et température), Les parametres cinétiques et thermodynamiques de la réaction
ont été établis. Les résultats montrent que la cinétique d'adsorption du colorant sur la lignine
est bien décrite par le pseudo-second ordre. Les isothermes d'adsorption sont décrites de
maniére satisfaisante par le modéle de Langmuir. La température a un effet positif sur
l'adsorption du MB suggérant que son adsorption est un processus endothermique. Cela
encouragera l'utilisation de techniques peu colteuses pour I'élimination des colorants des eaux
usées industrielles. L'extension a d'autres teintures textiles sera également discutée dans les

travaux en cours.
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CONCLUSION GENERALE

Dans cette these, nous avons réalisé une étude phytochimique pour la valorisation de
T. articulata. Le début de la valorisation consiste en une étude globale et inclusive de la
plante par une revue bibliographique qui deviendra une référence importante. Puis celle-ci
consiste a isoler les composés volatils et non volatils présents dans le Thuya marocain. Cette
étude nous permet d'encourager les moyens de protéger cet arbre et de valoriser ses déchets
provenant de l'activité artisanale. L'objectif de ce travail spécifique est de pouvoir transformer

des déchets de bois inutilisables en produits utilisables a haute valeur ajoutee.

Dans un premier temps, la recherche de données des travaux antérieurs sur T. articulata était
basée sur plusieurs données scientifiques telles que Scopus, Wiley Online, Web of Science,
Google Scholar, PubMed, ScienceDirect, SciFinder et SpringerLink.

L’¢étude phytochimique a débuté sur les huiles essentielles de trois parties de la plante Thuya
(Sciure, Cones et Feuilles), extraites par hydrodistillation a I'aide d'un appareil Clevenger. Les
résultats de cette étude montrent des rendements élevés en huiles essentielles. Les analyses
par CPG-MS ont montré 1’existence du Carvacrol (20.59%) comme composé majoritaire dans
I'huile de la sciure. L’a-pinéne (68.2%) est le constituant majeur de 1’huile essentielle des
cones, alors que I’huile essentielle des feuilles contient un taux important en acétate de
bornyle (39.95%). Le pouvoir antioxydant élevé exercé par I’huile essentielle de la sciure est

supérieur a celui des cones ou des feuilles.

L’évaluation de I’effet antibactérien de I’huile essentielle de sciure du bois de Thuya de la
région de Khemisset, par la méthode de diffusion sur disques et la méthode de dilution en
milieu liquide (CMI), a permis d’affirmer qu’elle a un pouvoir inhibiteur vis-a-vis de tous les
cing micro-organismes testés aussi bien Gram négatives que Gram positives. Elle s'est
également révélée étre hautement efficace contre I'insecte ravageur de denrées alimentaires

stockées : S. granarius, avec un taux de mortalité tres élevé de ce nuisible.

Les tests qualitatifs ont détecté quelques familles de métabolites secondaires existant dans la
plante, et les tests quantitatifs par des méthodes spectrophotométriques, ont démontré que les
extraits organiques a partir de sciure possedent des teneurs élevées en flavonoides et en
polyphénols totaux. Il ressort des résultats obtenus qu’il y a avait une corrélation positive

entre la composition chimique, les teneurs en phénols totaux et ’activité antioxydante.

132



Les résultats de la présente étude montrent clairement le potentiel des déchets de bois de
Thuya comme source de composés phénoliques et source d'antioxydants, d'antimicrobiens et
d'insecticides naturels et renouvelables. Par conséquent, ces matiéres extraites doivent étre
valorisées et produites pour lutter contre le stress oxydatif, les infections bactériennes et
contre les insectes nuisibles tout en respectant I'environnement.

Nous aimerions eégalement étudier sa toxicité afin de pouvoir recommander son utilisation
potentielle dans de nombreux domaines, tels que les conservateurs alimentaires naturels, les
cosmeétiques, les domaines de la santé et les préparations pharmaceutiques. Celle-ci ayant été
démontrée trés clairement par notre travail dont les données acquises ne doivent pas rester
limitées au seul milieu de la recherche universitaire. La mise en valeur de ces ressources
naturelles contenues dans les déchets de T. articulata ne peut aboutir sans transfert et
diffusion de ces présentes informations, ceci afin de sensibiliser le public aux bénéfices de
leur exploitation.

Dans un dernier temps, nous avons démontré qu’il est possible d’effectuer une autre
valorisation des déchets de Thuya en tant que source de lignine. Pour ce faire, nous avons
examiné les caractéristiques physico-chimiques des cette matiére par [P’influence de
I'adsorption du bleu de méthyléne sur la lignine. Cette étude nous permet de dégager des
conclusions sur le phénomene et la nature des interactions qui s’établissent entre le colorant
cationique (bleu de methylene) et la surface de la lignine. Ce résultat est d’autant plus
intéressant pour les futures applications industrielles, en vue de leur application comme
adsorbant ou dans I’¢laboration de membranes de filtration pour la dépollution des eaux

usées.

Le présent travail ouvre plusieurs perspectives de recherches, concernant ces extractions de
composeés volatils, non volatils et de la lignine. Il serait important d'exploiter les résultats
obtenus a I'échelle du laboratoire pour les transférer a I'échelle pilote et industrielle. 11 serait
intéressant de compléter ce travail par une étude chimiométrique, technico-économique et
statistique, pour obtenir le rendement maximum des extractions, avec une étude
complémentaire sur la rentabilité, I'impact écologique, la qualité et les autres propriétés
pharmacologiques des huiles essentielles de Thuya. Il serait intéressant de réaliser de
nouveaux tests concernant le traitement des différents types de polluants car la croissance de
la demande pour le traitement des polluants ne cesse de croitre. Et il serait également
intéressant d'étudier l'extraction d'autres parties du bois telles que la cellulose et

I'hémicellulose. Enfin, concernant I'extraction d'extraits organiques de déchets de sciure de
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Thuya dans ce manuscrit, une étude chimique plus approfondie devrait étre conduite, en
particulier pour l'identification précise des polyphénols par HPLC et la détermination d'autres

propriétés.
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Résumé

Cette thése rend compte des investigations antérieures sur Tetraclinis articulata et la présente étude a été
consacrée a I'étude de la composition chimique et de I'activité antioxydante des huiles essentielles de la sciure de
bois, des feuilles et des cones de T. articulata du Maroc (de la région de Khemisset). Le rendement obtenu par
hydrodistillation est de l'ordre de 2.19 %, 0.46 % et 0.33 %, respectivement. L'analyse GC-MS de différentes
huiles essentielles a identifié 22 composés dans la partie sciure, 7 composés dans les feuilles et 23 composés
dans les cOnes représentant respectivement 87.25%, 97.89% et 92.23% de la composition totale. Les résultats de
I'activité antioxydante ont montré que I'huile essentielle de sciure de bois (ICsp = 0.0144 mg/mL) a une activité
antioxydante trés intéressante par rapport aux autres échantillons. L'activité antibactérienne de I'HE de sciure de
bois a un excellent effet inhibiteur contre les bactéries testées : Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Cronobacter sakazakii et Salmonella enterica serrovar Enteritidis. De plus, I'activité insecticide
de I'huile essentielle de sciure de bois est sensible vis-a-vis de I'insecte Sitophilus granarius, elle s'est révélée
plus toxique par contact (DLso = 40.625 plL/cm?2) que par fumigation (DLsp >100 pL/cm®) pour 24h d’exposition.
La teneur totale en composés phénoliques et en flavonoides était élevée dans les extraits organiques de sciure de
bois et une forte corrélation a été observée entre la teneur élevée en polyphénols et I’importante activité
antioxydante. Par conséquent, cette plante pourrait étre une source potentielle pour la préparation d'un
médicament antioxydant naturel ou d'une préparation additive. La présente enquéte comprend également
I'extraction de la lignine de la sciure de bois a l'aide d'un traitement a I'acide sulfurique. La lignine extraite a été
caractérisée par FT-IR et DRX, ses propriétés thermiques ont été étudiées a I'aide d'analyses ATG, DTG et DSC,
et sa morphologie de surface a été observée par MEB-EDX. Les spectres FT-IR ont montré une homogénéité
dans la structure chimique de I'échantillon de lignine. Dans le test d'adsorption, le modele du second ordre décrit
mieux la cinétique de la réaction d'adsorption que le modele du premier ordre. L'analyse des isothermes
d'adsorption a l'aide de différents modéles classiques a montré que l'adsorption peut étre gouvernée par
I'isotherme de Langmuir. Les paramétres thermodynamiques ont été déterminés a partir des valeurs de la
capacité maximale d'adsorption et des constantes d'équilibre.

Mots-clés: Tetraclinis articulata; Lignine; Thuya; sciure; huiles essentielles; analyse phytochimique; activité
antioxydante; activité antibactérienne; activité insecticide; adsorption.

Abstract

This thesis reports previous investigations on Tetraclinis articulata and the search of present study was dedicated
to the study of the chemical composition and the antioxidant activity of the essential oils of the sawdust, leaves
and cones of T. articulata in Morocco (from Khemisset region). The yield obtained by hydrodistillation is the
order of 2.19%, 0.46% and 0.33%, respectively. The GC-MS analysis of various essential oils identified 22
compounds in the sawdust part, 7 compounds in the leaves and 23 compounds in the cones respectively
representing 87.25%, 97.89% and 92.23% of the total composition. The results of the antioxidant activity
showed that the essential oil of sawdust (ICso = 0.0144 mg/mL) has a very interesting anti-oxidant activity
compared to other samples. The antibacterial activity of EO from sawdust has an excellent inhibitory effect
against tested bacteria: Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Cronobacter sakazakii and
Salmonella enterica serrovar Enteritidis by. Moreover, the insecticidal activity of the essential oil of sawdust is
sensitive against the insect Sitophilus granarius, it proved to be more toxic by contact (DLso = 40.625 plL/cm?)
than by fumigation (DLso >100 pL/cm?®) for 24h of exposure. The amount of total phenolic and flavonoid
contents was high in the sawdust organic extracts and a strong correlation observed between high polyphenol
content and high antioxidant activity. Therefore, this plant could be potential candidates for the preparation of a
natural antioxidant drug or an additive preparation. The present investigation includes also the extraction of
lignin from sawdust using sulfuric acid treatment. The extracted lignin was characterized by FT-IR and XRD, its
thermal properties were studied using TGA and DSC analyses, and its surface morphology was observed by
SEM-EDX. The FT-IR spectra showed homogeneity in the chemical structure of the lignin sample. In the
adsorption test, the second-order model gives a better description of the kinetics of the adsorption reaction than
the first-order model. The analysis of adsorption isotherms using different classical models showed that
adsorption may be governed by the Langmuir isotherm. The thermodynamic parameters were determined from
the values of the maximum adsorption capacity and equilibrium constants.

Keywords: Tetraclinis articulata; Lignin; Thuya; sawdust; essential oils; phytochemical analysis; antioxidant
activity; antibacterial activity; insecticidal activity; adsorption.
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