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Présentation générale

PRESENTATION GENERALE

Dés son apparition, il y a trois millions d’annéasulement, I'homme a utilisé les
plantes a d’autres fins que pour se nourrir. Queldate soit comestible ou toxique, qu’elle
serve a tuer le gibier et I'ennemi ou a soignépmime a découvert par une suite d’échecs et
de réussites, I'utilisation des plantes pour soauxiétre. Cependant, ’lhomme n’a découvert
les vertus bénéfiques des plantes que par uned@mppoogressive, facilitée par I'organisation

des rapports sociaux et le développement des gsdenc

L’observation liée a I'expérience et la transmissies informations glanées au cours
du temps font que certains hommes deviennent capalel poser un diagnostic, de retrouver
la plante qui soigne et finalement de guérir leadal De nos jours entre 20.000 et 25.000
plantes sont utilisées dans la pharmacopée human¥é.des médicaments ont une origine

végeétale et 25% d'entre eux contiennent au moiasnoiécule active d'origine végétale [1].

Les extractions de différents produits se font sdifif€rentes formes dont les plus
importantes sont : les tisanes, la gélule de latplales suspensions intégrales de plantes
fraiches, les teintures meres, les macérats ghggret les huiles essentielles qui trouvent une
forte utilisation dans le domaine environnementalétre d’exemple les biopesticides, la
sonnette d’alarme que lance les organismes quiésdssent a I'environnement va vers la
suppression des insecticides chimiques synthétigues leur utilisation a montré des

inconveénients graves sur la santé des étres vieasis la biosphere.

Les plantes aromatiques et médicinales ont desriptép importantes, plusieurs
médicaments pharmaceutiques ont été dérivés deeplares derniers passent dans I'esprit de
la population pour efficacité et tolérance du fét son origine naturel faisant partie de la
médecine douce [2].

Ces plantes naturelles ont joué un role tres sagtif dans la découverte des
médicaments [3]. Il est reporté qu’au minimum 1X¥nposés dérives de 90 espéeces de

plantes peuvent étre considérés comme des méditaimgrortants [4].

La reconnaissance de la valeur clinique, pharmapeutet économique des

médicaments a base de plantes, continue de croigreque celle-ci varie fortement selon les
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pays. Chaque pays définit de différentes mani@splantes médicinales simples ainsi que
les produits qui en sont tirés.

La croissance de lindustrie pharmaceutique et évelbppement incessant de
nouveaux produits médicaux synthétiques et biologggplus efficaces n'ont pas réduit
'importance de [l'utilisation des plantes médiceml Au contraire, la croissance
démographique dans le monde en développementédrét croissant manifesté au niveau
des nations industrialisées ont considérablemegrnanté la demande spécifique aux plantes

aromatiques et medicinales et a leurs produitvéeri

Depuis leur découverte au début du XXeme siecke algibiotiques ont permis de
grandes avancées en thérapeutique et ont cont@idiessor de la médecine moderne [5].
L’introduction et [l'utilisation en clinique des preeres classes d’antibiotiques ont
considérablement réduit la mortalité imputable & dwealadies autrefois incurables.
L’efficacité de I'antibiothérapie dans le congdét la limitation de la dissémination des
agents pathogénes a ainsi fait naitre I'espoir aev@ir éradiquer 'ensemble des maladies
infectieuses. Malheureusement, la montée des aésit dues a la prescription immodérée et
souvent inappropriée des antibiotiques ainsi quédstance croissante des germes infectieux
aux antibiotitiques ont minimisé leur spectre dibition vis-a-vis de quelques

microorganismes [6],

La premiére manifestation de tensions antibiotiqueEsstantes pathogenes illustre
notre besoin urgent de chercher des nouvelles ep@iternatives de traitement, un nouveau
discours du monde médical (universités, laboradoide recherches et compagnies
pharmaceutiques) se propage afin de réduireisatibn de ces produits synthétiques d'ou,
beaucoup de tentatives ont été faites dans ce xtenpur répertorier quelques plantes
médicinales et leurs extraits [7], car a coté desbitiques connus, différentes plantes
aromatiques sont caractérisées par la syntheseotirutes odorantes contenues dans ce
gu’'on appelle les huiles essentielles ou essermmsues depuis longtemps pour leur activité
antiseptique [8] et leur activité thérapeutiquesdanmédecine populaire [9].

La recherche des nouveaux agents thérapeutiquésnse fort, et I'objectif reste
toujours de découvrir des armes thérapeutiquesaetfs. Les produits naturels donc donnent
une grande chance pour découvrir une médicati@ttdfe contre les maladies qui nont pas
été traitées, par I'effet thérapeutique directegegmne modification semi-synthétique ou bien

par une nouvelle synthése d’'un modele moléculaipardir des produits naturels [10]. La
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plupart des substances naturelles extraites deseplaromatiques se présentent sous forme
de mélanges complexes constitués de plusieursdizaie composés en proportions variables

et pouvant présenter des structures et des fosatioimiques tres variées.

L’analyse des constituants d’'un mélange complexerelest réalisée de différentes
manieres en fonction du résultat recherché (analgseoutine ou étude approfondie), de la
complexité du mélange ou de la nature des constgugui le composent (volatils ou non).
Pour cela, de nombreuses techniques analytiquésasgurd’hui disponibles, la démarche
adoptée pour I'analyse des constituants d’'un mélaognplexe naturel est différente, suivant
gu'il s’agit d'identifier des composés connus etntddes caractéristiques spectrales sont
disponibles ou lorsque l'objectif est I'élucidatiosiune structure non décrite dans la
littérature. 1l est souvent nécessaire de comhewetechniques d’analyses si I'on veut garantir
un résultat exact. En revanche, si le mélangeiarnsoit des molécules nouvelles soit des
composés dont les données spectrales n'ont ét@aytiellement décrites dans la littérature,
une autre approche est souvent envisagée. Ellessiticde fractionnement jusqu’a la
purification des composés par les différentes teglas chromatographiques, en vue de les
identifier par les méthodes spectroscopiques toafielles employées pour les études
structurales (spectrométrie de masse, spectroséofseerouge, ultra-violet et Résonance
Magnétique Nucléaire du proton et du carbone-13...).

Cette démarche est sans aucun doute plus longusttee ran ceuvre mais aussi plus
fiable, en partie grace a la RMN du carbone-13apporte des informations extrémement

précieuses sur le squelette carboné de la molécule.

Parallélement, I'utilisation de la RMN du carboh®comme outil analytique a connu
ces derniéres années un essor important dans plistomaines. Ainsi, une nouvelle
méthode d’identification des constituants des ngdancomplexes naturels, par RMN du
carbone-13, a été mise au point sans séparatiataplé [11] dont le principe repose sur la
comparaison, assistée par un logiciel d’aide aefitdication, des raies de résonance du
spectre du mélange avec celles de composés puenasrdans une bibliotheque de spectres
de référence. Elle est particulierement intéregsaat elle permet de prendre en compte des
informations intrinséques du squelette carboné rdekcules (déplacement chimique des
carbones). Cette technique permet I'analyse de qulgé quels que soient leur squelette et
leur fonctionnalisation, incluant les molécules rthesensibles et les stéréoisomeres

difficilement différentiables par les techniquesheentionnelles. Elle a été appliquée avec
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succés a diverses familles de produits naturelsmomres huiles essentielles, les extraits
végétaux ou bien encore les huiles végétales [12].

L’intérét que présentent toujours les plantes atmueas et médicinales et qui trouvent
application dans divers domaines a savoir industmn&dical, pharmaceutique et agricole
nous a poussé a continuer des recherches initéasisdlongtemps par I'équipe de notre
laboratoire afin de contribuer aux demandes inc#ssade nouveaux découverts dans le
domaine de la science, de mettre en évidence desaox produits naturels sans conséquence
sur 'lhomme et sur son environnement. C’est dansoogexte que I'objectif de notre travail
de thése se fait sur quelques plantes médicinaéeaaines tres utilisées par la population
dans les pratiques quotidiennes.

La premiere partie de ce travail consiste a td'&fet insecticide de I'huile essentielle
extraite de trois especes de menthes afin de traune bonne alternative pour l'utilisation
des insecticides chimiques. Les travaux ont étéamm a |'extraction des huiles essentielles
de trois menthes marocain®entha pulegiumMentha suaveolenst Mentha piperid, a leur
étude par CPG et par la CPG-MS et ensuite a I'é@ualu de leur activité insecticide sur deux
especes de coléoptéeres ravageurs des denrées talneerstockées Sitophilus orysaeet

Rhizopertha dominica

L'objectif de la deuxieme partie de notre travaikt ed’explorer I'activité
antibactérienne et antioxydante de&stus ladaniferus plante médicinale qui pousse
spontanément dans la région d’Oulmes au Maroc eesjutres utilisée par la population
locale pour traiter divers malaises et plus préces#t les maux de I'estomac. Pour se faire,
nous avons préparé I'huile essentielle et les #xte cette plante par différents solvants,
puis nous avons testé son pouvoir a inhiber lassavice de 14 souches bactériennes
pathogenes et ceci en mesurant le diametre dess zmibition obtenus. Nous avons
ensuite évalué l'activité antioxydante de quelgegtaits deCistus ladaniferuset nous

avons testé leur capacité a piéger les radicateslipar estimation au moyen de DPPH.

Dans la derniere partie du travail, nous avons amésnos recherches a I'isolement, a
la purification et a I'élucidation des structuressdnétabolites secondaires produits lors de
culture des champignons endophytiques extraits aeplante médicinale marocaine
Aristolochia paucinervigar les différentes techniques chromatographigires que par les
différentes méthodes spectroscopiques modernes RMN a une et a deux dimension et par
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la spectroscopie de masse. Nous avons enfin estgroduits purs obtenus et identifiés sur

des cellules cancéreuses du lymphome des sounigiptarminer leur activité anticancéreuse.
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Etude chimique et insecticide de trois espéces de menthes

INTRODUCTION

Avec la révolution dans le domaine agro-alimentdiespece humaine doit maximiser
sa production alimentaire afin d’assurer une alitaggon adéquate de la population mondiale.
Pour ce faire, elle doit réduire 'abondance dgseess animales qui sont en compétition
alimentaire avec elle. Parmi ces animaux, les tébeés dont les insectes représentent le

groupe le plus diversifié et le plus riche en noentiespéeces.

Les insectes ravageurs des denrées alimentairelsést peuvent causer des pertes
importantes en réduisant la qualité et/ou la qténtdes produits stockés. D’apres
I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentatiet I'Agriculture (FAO), les pertes dues
aux insectes nuisibles correspondent a 35% deolduption agricole mondiale [1]. Il est plus
utile et plus rentable d'assurer une bonne consenvdes récoltes que de compenser les

pertes par une augmentation de la production.

En raison de son efficacité et de son applicatiacild et pratique, I'utilisation
d’insecticides chimiques constitue a I'heure adtukd technique la plus utilisée pour lutter
contre les insectes nuisibles. Cependant, I'eniptensif et inconsidéré de ces insecticides a
provogqué une contamination de la biosphére et ahadine alimentaire, une éradication des
especes non cibles telle que la faune auxiliaitei @jue I'apparition d’'insectes résistants. Ces
dangers ont conduit 'Organisation Mondiale dedat® (OMS) a interdire 'usage de certains

insecticides chimiques, d’autres vont étre prohdeass un futur proche [2, 3].

D’aprés une enquéte agrochimique sur ['utilisatd®n pesticides dans le périmétre
Loukkos, il a été montré que la lutte chimique gnicalture est assurée par environ 80
matieres actives appartenant a 10 familles chinsigaeec une répartition de 64% de
fongicides, 19% d’insecticides, 14% d’herbicides3%& d’acaricides. L'enquéte a rassemblé
des informations sur la dégradation de I'environeensuite a I'utilisation massive de ces

pesticides [4].

Il est donc nécessaire de poursuivre la recherehaalécules nouvelles en prenant en
considération d’autres critéres que I'efficacitéett€ recherche s’est orientée vers la lutte
biologique par I'utilisation de substances natekctives, non polluantes et s’utilisant dans

une lutte moins nocive et plus raisonnée. La lbitdogique prend diverses formes, mais celle
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qui retient I'attention des chercheurs a I'heurtuelte est la lutte biologique par I'utilisation
de substances naturelles d’origines végétales.

Les plantes sont indispensables tant pour l'aliatemt (blé, mais, pomme de terre),
les soins de santé (thym, citron, menthes, layande vétements (coton, chanvre), la
construction (bambou, hévéa) que pour la purificatie l'air et de I'eau [5]. L'ensemble des
«services» rendus par la biodiversité végétaleamotent dans la régénération des
ecosystemes en font un élément essentiel pour &hiién Cela est particulierement vrai pour
les plantes médicinales qui, en tant que part itapte de cette biodiversité, sont largement
utilisées par les humains en plus de constituerrigmesse culturelle et naturelle propre a

chacune des communautés et aux territoires qutsiagent.

Les plantes se défendent par divers moyens physifushimiques en synthétisant des
métabolites secondaires extraordinairement divéssifDe nombreuses molécules, qui
présentent une action défensive du végétal coasrealvageurs, ont été identifiées. Ainsi plus

de 2000 especes végétales dotées de propriétéditss ont été répertoriées [6].

Les molécules du métabolisme secondaire des plapyeartiennent a des familles
chimiques tres diverses telles que les alcaloidsgphénols, les flavonoides, les terpénoides,
les stéroides. Les Plantes Aromatiques et MédesnédPAM) constituent une véritable

banque de ces molécules chimiques.

Etant donné l'importance aux menthes dans le moedéintérét porté par la
population marocaine a leur utilisation, nous nsosimes intéressés a I'étude chimique et a
la valorisation du potentiel insecticide de troienthes marocainesMentha puligium
Mentha suaveolenst Mentha piperitasur deux insectes ravageurs des denrées alimentair
stockées Sitophilus oryzeaet Rhizopertha dominicaqui sont considérés comme des
principaux insectes ravageurs des denrées alimesitstockées causant des dégats importants
au Maroc comme dans d’autres pays du monde, deatle pourra servir pour la mise au point

d’insecticides d'origine végétale : des Bioinsddes.

Cette partie est consacrée a l'extraction de I'HE trois menthes et a leur étude
qualitative et quantitative par CPG-SM. Ce trawst complété par I'étude de l'activité

insecticide des menthes étudiées sur deux insestageurs.
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|. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I. 1. Plantes aromatiques et médicinales

Une plante médicinale est une plante que I'on wilbu que I'on cueille dans son
milieu naturel pour ses propriétés médicinalestre’&umain utilise des plantes depuis des
milliers d’années pour traiter divers maux, le mendgétale est a l'origine d’'un grand
nombre de médicaments. Récemment, des cherchauestoné qu'il existe environ 400 000
especes de plantes dans le monde, dont environale qu le tiers ont été utilisées par les

sociétés a des fins médicinales [7, 8].

Dans plusieurs pays en voie de développement, tamelg partie de la population fait
confiance a des médecins traditionnels et a leoltsations de plantes médicinales pour se
soigner. Les PAM ont eu une infinie diversité d’doig a signaler le domaine thérapeutique,

alimentaire, cosmétique, industriel, etc.

Situé a I'angle Nord-ouest du continent Africairirer21° et 36° de latitude de Nord et
entre le ler et le 17eme degré de longitude Oleedfiaroc jouit d’une position privilégiée
avec une facade maritime de 3446 Km de long s’ouvsar la méditerranée et I'océan
atlantique. Cette position géographique particalicconfere au Maroc une gamme
exceptionnelle de bioclimat trés varié allant deuthide et de sub-humide au saharien et
désertique en passant par l'aride, le semi-aride €imat de haute montagne dans le Riff, le

moyen et le haut atlas ou les altitudes dépasespéctivement 2500, 3000 et 4000 m [9].

Tous ces facteurs accordent au Maroc une largeebdedvégétation trés variée
notamment les PAM dont plusieurs dizaines d’especéstant a I'état spontané (Armoise,
Romarin, Menthe Pouliot, Thym, Origan, etc.) ou airture (Rosier, Verveine, Jasmin,
Lavande, Menthe Verte, etc.) [10].

[. 2. Evolution du secteur des plantes aromatiques et
meédicinales

Au Maroc, les PAM occupent une place trés impodadtans la médecine
traditionnelle, qui elle-méme est largement empdogéns divers problemes de santé. Les

remedes utilisant les PAM sont considérés commaeinsncheres, sans effets indésirables et
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ont tendance a étre plus employés dans les malatremiques telles que le diabéte, les

rhumatismes, les cancers, etc.

Plus de la moitié de la production mondiale des P&d#l assurée par les pays en
développement. Cette situation s’explique par lglat&ment de la production d’'un nombre
important d’especes des pays industrialisés verspégys a faible colt de main d’'ceuvre.
Cependant, les pays développés continuent a dont@seproductions reposant sur les

technologies avancées pour compenser I'avantagparaitif lié au codt de main d’ceuvre.

On distingue globalement trois types de pays priedus de PAM et de leurs produits

dérivés:

1. Les pays soutenus par un important marché éue(Chine, Inde, Indonésie,...) et
qui profitent généralement d’'une main d’ceuvre baramé et d’'une activité de recherche-
développement dynamique. Profitant des grands espade main d’'ceuvre peu colteuse, et
d’un potentiel de consommation de marché intérieportant, I'lnde et la Chine ont le statut
de leaders mondiaux pour certaines especes. Gréaetiaité recherche-développement, ils
sont devenus des concurrents redoutables sur deERlifs typiquement meéditerranéens

comme l'origan, le basilic, ...

2. Les pays tournés essentiellement vers le manthénational et disposant a leur
tour, de main d’ceuvre a faible colt et de biomasgamdante a I'état spontané. Le Maroc qui
fait partie de cette catégorie exporte I'intégéatie sa production alors que les besoins pour sa
consommation intérieure sont importés. Ces payseptiidans une végétation spontanée et
souvent abondante et subissent les aléas du margngational. Ils sont confrontés a de
sérieux handicaps tant au niveau technologiqueientfique, d aussi bien au faible niveau

de recherche-développement, qu’a celui de I'orgdinis de leur systeme de production ;

3. Les pays industrialisés qui produisent a gragaelle arrivent a assurer le tiers de
la production mondiale des Huiles Essentiellesotlsupent une place de choix sur la scene
internationale des PAM et disposent d’avantagespeoatifs certains liés a la maitrise de la
technologie. lls tirent profit d’'une agriculturetémsive soutenue par une forte activité
recherche-développement. Les pouvoirs publics &t deganisations professionnelles

encouragent et apportent leur appui a ce sectéjir [1
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Par ailleurs, I'exploitation et le commerce des PAM Maroc représentent, pour
plusieurs familles dans la compagne et en ville swurce de revenue non négligeable, pour
s’en apercevoir, il suffit de constater I'épanoaimment du marché des PAM et la
multiplication des vendeurs des PAM et/ou des pitsdiosmétiques a bases de plantes. Vu le
développement rapide de la population, les beseimsproduits aromatiques d’origine
végétale, que ce soit simplement un matériel végétdes produits de transformation, ont

augmenté d’'une facon considérable.

Si on prend par exemple la menthe pouliot, c’est plante tres connue au Maroc, sa
distillation a commencé au Maroc sous le protettpi2], les exportations de [I'huile
essentielle de la menthe pouliot a connu une fantge entre 1980 et 2000, le tableau qui suit

représente les chiffres de ces exportations [13].

Tableau 1: Les exportations marocaines de I'huile essdatid menthe pouliot

Année Exportations Prix
1960 100 Tonnes/an
1977 - 1979 2 a 3 T/an (chute trés importante) BIOKID
1984 -1995 1500 DH/Kg
2 a 30 T/an (la production a été
1996 fortement tributaire des conditiong 460 DH/Kg
climatiques)

Cette situation appelle des remarques importantes :

- La chute de la demande au cours des années 76trasturelle : une partie
importante de la production d’HE de menthe poudiatt destinée a la transformation de la
pulégone en menthol. Avec le développement de gmamiltures de menthe a menthol
surtout la menthe japonaise dfientha arvensisa détruit cette industrie et donc réduit
fortement la demande sur la menthe pouliot. Paségument, méme un produit ancien et
classique peut s’éliminer du marché si ses utdisat sont centrés sur un ou méme deux
produits. On ne peut pas établir un projet surnadlgt de ce type méme si le marché était, a

un moment donné, prometteur.

- L’'amélioration de la demande, a partir de 1982 ique par I'introduction de 'HE
de la menthe pouliot dans certaines préparatiorsnpceutiques probablement comme

aromatisant. Le choix de cette essence s’expligaantiépart, entre autre, par le prix du
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produit. Mais, le passage en 10 ans, de 30 DH @mwr plus de 1500 DH détruit tout
'avantage du produit. Il est hors question que dasses puissent durer plus longtemps.
L'utilisateur supportera les frais jusqu’au jour ibtrouve le moyen de délaisser le produit, et
s'il le fait c’est pour toujours : I'histoire momtrqu’'un produit qui sort d’'une formule n’y

revient jamais.

- Les professionnels marocains sont malheureuserecbre trop souvent plus
spéculateurs que les industriels. A 100 DH/Kg I'BK trés largement rentable. A ce prix on
peut trés bien cultiver la menthe pouliot pour régre régulierement a la demande du
marché. En malitrisant les prix dans des limitesoraiables on aurait pu élargir le champ
d’utilisation de I'essence de menthe pouliot. Cptiduction, modeste par rapport aux grands
marchés agricoles, serait bien acceptée puisqueclidtive une plante alimentaire, certes,

mais qui fait un grand détour par l'industrie dufpm et de la chimie fine.

Les menthes étaient utilisées a des fins thérapegiau 18" et 17™ siecle [14],
actuellement elles sont employées dans plusieunsath@s. En thérapeutique, la menthe
s'utilise contre la fievre, la faiblesse, la toues nausées, les maux de l'estomac, la
mélancolie, les maladies de poitrines, I'hystéleés,troubles de la vue [15, 16], elle présente
aussi des propriétés médicales, on cite a titreed'ple : stimulante du systéme nerveux,
tonique, stomachique, antiseptique, analgésiquepiftege [17, 18]. On I'utilise aussi contre
les parasites, les tiges et les fleurs de la mesahebrilés pour chasser les puces des matelas
et des animaux domestiques, on peut aussi plaseralehets de menthe auprés des sacs de

grains et de fromage pour chasser les rongeurs.

Dans le domaine alimentaire, on peut citer les inesd'agréments, les cremes, les

chocolats, les bonbons, les pates a macher, lesntiesetc. [19].

I. 3. Description botanique des especes étudiees

Certains produits, pour étre utilisés dans I'indastotamment I'industrie aromatique,
doivent étre optiquement purs. Les produis de sgghsont souvent des racémiques, la
technologie de leur préparation est compliquées etolit est élevé. Par contre les produits
naturels sont souvent optiquement purs ou au N&ias un exces énantiomérigque important

lls sont recherchés entre autres pour cette qualié
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Les Menthes, du nom latienthg font partie de ce grand cortége de substances, ce
sont des plantes vivaces, herbacées indigénessbtiorantes appartenant a la famille des

Lamiacead?21].

Les Menthes conservent depuis I'antiquité une iafdiversité d’emplois et occupent
une large place dans la thérapeutique. Elles femtiftout le systeme des nerfs, donnant la
vigueur aux uns pour mouvoir l'acuité, aux autresirpsentir, mais non pour souffrir.
Stimulant diffusible et aussi un sédatif diffusible Menthe rend d’éminents services contre

la nervosité et les différentes manifestations eases.

Sur le plan des principes chimiques, la plupart elgeces de Menthe doivent leur
odeur et activité a leurs huiles essentielles csees de Menthe [22]. Ces essences trés
odoriférantes ont un intérét industriel importdtites sont souvent extraites des plantes de la

race cultivée avec de bons rendements.

Au Maroc, la Menthe se rencontre dans presque dole#g régions soit a I'état
spontané ou cultivé. Autant les Menthes sont facilereconnaitre a leur odeur tout a fait
caractéristique, autant elles sont difficiles atidggier les unes des autres, en raison des
formes intermédiaires, d’origine hybride, qui lefie. Différents documents sur les plantes du
Maroc rapportent la présence de 10 especes de endoith trois sont cultivées : 1). spicata
L. = M. viridis L., 2) M. piperita, (L.) Hudeet3) M. pulegium L., et sept espéces spontanées :
1) Mentha aquatica L.2) M. cervina L.,3) M. gattefossei Maire4) M. longifolia (L.) Huds.

= M. sylvestris L.5) M. niliaca Jacq6) M. suaveolens Ehrh

Ce sont toutes des plantes vivaces herbacéesfdmilie des Labiées. Elles sont en
général des plantes alimentaires, aromatiques elicmales : rafraichissantes, toniques,
anesthésiques, anti-septiques, anti-spasmodiqotdgigues, fébrifuges, bactéricides, etc...
De méme, elles éloignent les pucerons, et sont dtiles pour protéger d’autres cultures. En
usage externe, les feuilles de menthe soulagentpigses d’insectes : frotter quelques

feuilles de menthe fraiche sur la piqQre de gu@pepemple.
De toutes ces espéces, quatre sont assez utdiséddaroc :

1) la menthe verte Mentha viridis L. = M. spicata I}, appelée localement
«Naanaa». Elle est également appelée menthe marocainethmeouce, menthe crépue,

menthe crispée, menthe baume ou menthe romaire.eEllcultivée au Maroc sur plus de
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3000 ha. Elle est glabre, d’'une odeur agréableyantiatteindre un métre de hauteur. Elle est
pourvue de rhizomes et de stolons qui assurentudphication végétative. Le feuillage est

habituellement vert profond mais les jeunes fesiil®dnt généralement plus claires. Les
feuilles sont gaufrées, subsessiles, lancéoléedgeie vertes sur les 2 faces. Les fleurs

généralement blanches sont groupées en épis tenmina

Au Maroc, le thé a la menthe est une boisson togsilpire, car il est servi chaud et
donc étonnamment rafraichissant durant toute l'aratgarticulierement en été. A noter que
la culture de la menthe est localisée dans lestwrem vertes des villes qui donnent aux
cultivars leur nom vernaculaire : « Menthe BroukedMenthe Tamaris », « Menthe Ziani »,

« Menthe Abdi », « Menthe Meknassi », « Menthe ifignetc.

Les analyses chimiques au Maroc ont révélé la poésele carvone (50 a 70%
d’huiles essentielles), limonene (11 a 21%), eR3].[ Ces huiles sont employées dans
I'industrie pharmaceutique et dans la compositiencdnfiseries et de liqueurs. Elles sont
utilisées dans l'aromatisation des cremes dergdticdes chewing gums, des boissons
rafraichissantes, etc. Des unités de productionild$ essentielles a partir de la menthe (tiges
et feuilles) et d’autres plantes aromatiques etiores existent au Maroc. D’ailleurs, une

nouvelle unité a ouvert ses portes en 2008 a Quilsses la province de Settat.

2) La menthe pouliot Mentha pulegium 1), appelée localement Rtiou », est
eégalement appelée pouliot, pouliot royal, herbe pukes, chasse puce, herbe de Saint
Laurent ou frétillet. Elle pousse dans les lieuxides des plaines et des montagnes jusqu’a
2200 metres d’altitude. Elle produit la pulégone &é88% des huiles essentielles), limonéne,
etc. [23].

3) La menthe poivréeMentha piperitd, nom local : «Naanaa labdi», est appelée
aussi la menthe anglaise. C’est un hybride stés#e, du croisement entkdentha aquaticaet
Mentha viridis Les études au Maroc ont montré que la menthergmiest riche en linalol
(53% des huiles essentielles), acétate de linélydeo), etc. [23].

4) La menthe a feuilles rondedéntha suaveolefsnom local : «Timijja ». Elle n’est
pas cultivée au Maroc, mais pousse spontanémestldarieux humides aussi bien dans les

plaines que dans les montagnes. La sous edpaiga est endémique dans le Haut Atlas
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jusqu’'a 2600 metres d’altitude, alors que la sosigéeeeu-rotundifolia se trouve dans
plusieurs régions du pays [24].

Parmi tous les labiées, les Menthes se reconnajssemplus par leur odeur spéciale,
par leurs fleurs trés petites, leurs corolles preseggulieres a quatre lobes presque égaux et

leurs quatre étamines également presque égalespirimspales caractéristiques de ces
especes sont :

- une tige quadrangulaire.

- des feuilles simples et opposées.

- 'odeur caractéristique qui se dégage par sirtqaiehé.
- forte contenance en huile essentielle.

- la facilité pour utilisation.

Les plantes sur lesquelles nous avons travaillé :sentha pulegium Mentha
suaveolengt Mentha piperitatoutes sont d’origine de la région de Zaér, ité a été faite
manuellement et les menthes ont été acheminésotsslaboratoire a Rabat.

l. 3.1. Mentha pulegiumL.: Menthe Pouliot (flio)

Figure 1 : Mentha pulegium

La plante entiere, s’utilise en inhalation, en gifun ou en décoction dans du lait ou du

thé, est conseillé en cas de refroidissementshulae, de grippe, de bronchite, de toux et de
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douleurs abdominales [25]. Elle est tres répandularoc particulierement entre les régions
de Marrakech et Azrou, c’est une plante fertiletdardescendance semble assez homogeéne,
se distingue des autres menthes par son port g#isetiges en partie couchées sur le sol, ses
fleures rosées disposées au long de la tige etadesaux, le calice est obsturé par les poiles
convient. La plante peut atteindre entre 10 etrB@le hauteur.

l. 3.2. Mentha suaveolens&. : Menthe a feuilles rondes Timija ou mercetg

Figure 2 : Mentha suaveolens

Mentha suaveolensu la menthe a feuilles rondes est une planteceigae I'on trouve
frequemment au bord des chemins, dans les fossasatms lieux humides. Elle appartient a
la famille desLabiées La décoction des feuilles est trés appréciée dmngitement des
douleurs gastriques, des diarrhées, des refroidmses et des affections respiratoires, en

cataplasme ou en inhalation, les feuilles sontmenandées en cas de fievre [25].

Elle ne pose pas de probleme de détermination isanrae la forme de ses feuilles
rondes, épaisses et ridées. La tige, typiqueLdbges est a section carrée. L'ensemble de la
plante est couvert de poils denses et blanchauesagrendent douce; comme toutes les
menthes, elle dégage une forte odeur caractémrstiguchez cette plante rappelle la pomme.

Les petites fleurs sont rassemblées en épis tentiesa rameaux. La hauteur de la plante est
de 25 & 80 cm, la fleur fait 5 mm de long.
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I. 3.3. Mentha piperitalL. : Menthe poivrée (haana abd)

Figure 3: Mentha piperita

C’est une plante vivace qui fait partie de la fénitles Labiées et du groupe
systématique dicotylédones. La menthe poivrddentha piperitd est une plante
communément cultivée en Europe et en Amérique du.Ndhuile et les feuilles séchées
sont employées a des fins médicinales. La menthegaosert au traitement de la nausée, de
la diarrhée et du syndrome du célon irritable. e souvent combinée a d’autres substances

végétales employées pour le traitement des prolsiéigestifs.

Les cultivars rattachés B. piperita L. forment des chémotypes type menthol et
linalool du fait de la composition chimique de ketniles essentielles. La CPG montre qu’a
coté de plusieurs constituant mineursMa piperita L. a menthol contient le (-) menthol

(36,7%) et (-)-menthone (24% comme constituantontajres).

Ces deux constituants se trouvent a I'état de tdeoes I'HE deM. piperita L. &
linalool, ce dernier (62.72%) constitue avec saftate (20.79%) les composés majoritaires.

B. Mosaddak [23] a montré qu’au Maroc, la menthe/mge existe sous forme de

deux chémotypes:

e Celui dont 'HE est constituée principalement denaterpenes caractéristiques de la

menthe poivrée type menthol et ces dérivés etgjudentifiée comme étaM.piperital.
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e Quant a l'autre, elle est caractérisée par sonrodie citron grace a sa haute teneur en
linalool et son acétate.

OH

(
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Linalool

On peut généralement se procurer de I'huile dendmthe poivrée. Le produit se
présente parfois sous forme de pilules appeléepe@uln, qui ont un revétement gastro-
résistant protégeant I'estomac. La menthe poivete priter 'estomac, notamment si elle est

prise en fortes doses ou lorsque I'estomac est[2i6le

Les exigences de la culture de cette plante sbempérature la menthe craint les
basses températures, elle entre en repos vegeeaiifant I'hiver. Il est possible qu’elle ait
besoin du froid, mais si le sol gelé profondémenbrgtemps, il peut y avoir une destruction
mécanique des racines. Sallle peut étre cultivée dans tous les sols danos les terres trop
argileuses, humides et froides en hiver. Altituda menthe poivrée peut étre cultivée en
climat montagnard, tempére, humide jusqu’au 9001 altitude et en climat montagnard

méditerranéen, a condition d’arroser pendant lhesésse d’été [27].
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I. 4. Les Huiles Essentielles, produits d’extractio  n des PAM
l. 4.1. Définition

Ce sont des extraits volatils et odorants que Eairait de certains végétaux par
distillation a la vapeur d’eau pressage ou incigies végétaux qui les contiennent. Elles se
forment dans un grand nombre de plantes comme wodsiits du métabolisme secondaire.
Les huiles essentielles sont des composés liqtidesomplexes. Elles ont des propriétés et
des modes d'utilisation particuliers et donnentssaince a une branche nouvelle de la

phytothérapie : ’Aromathérapie.

Au point de vue chimique, il s’agit de mélanges@xtement complexes. Les Huiles
essentielles (HE) sont constituées de différentspasants terpenes, esters, cétones, phénols,

et d’autres éléments.

bY

Les HE doivent leur nom a ce qu'elles sont tregingéntes, hydrophobes et
lipophiles. Elles ne sont que trés peu solublepasudu tout dans I'eau et on les retrouve dans
le protoplasme sous forme d’émulsion plus ou matable qui tend a se collecter en
gouttelettes de grosse taille. Par contre, elled solubles dans les solvants des lipides

(acétone, sulfure de carbone, chloroforme, etadpes I'alcool.

A ces caracteres de solubilité se limite la res$anale avec les huiles grasses. Si les
HE forment une tache transparente sur le papie-cedisparait rapidement car les essences
végétales sont tres volatiles (contrairement asines qui, habituellement dissoutes dans les
essences, laissent un résidu visqueux ou solidss @waporation des essences). Grace a cette
propriété, les essences végeétales diffusent ragidersu travers des épidermes, méme au
travers des cuticules épaisses et se répandentl’damesphere. Ce caractére, associé a la
propriété gu’'ont la plupart des essences végétlesosséder une odeur trés prononcée, et
souvent agréable, les rend responsables de |'ockactéristigue de nombreux végétaux

odoriférants [28].

l. 4.2. Répartition systématique et caractéres chimues

Les HE n’ont pas une présence générale chez letarég Environ 1% des espéces
élaborent des essences. Certaines familles setédgant par le grand nombre d’espéeces a

essences qu’elles groupent et en particulierLlsiées(Thym, Menthe, Lavande, Origan,
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Sauge, etc.), le®mbelliferes(Anis, Fenouil, Angéliqgue, Cumin, Coriandre, Persic.), les
MyrtacéeqMyrthe, Eucalyptus), lesauracéeqCamphrier, Laurier-sauce, Cannelle) [28].

[. 4.2.1. Localisation des HE dans les tissus

Les HE peuvent s’accumuler dans des cellules isai@e se distinguent des cellules
banales par leur teinte plus jaune et leurs paoessses, légerement subérifiees. C’est le cas
chez lesLauracées Elles peuvent former de fines gouttelettes passerte protoplasme de
cellules épidermiques (épiderme supérieur des ggtde Rose). Mais généralement les
épidermes des pétales de fleures odorantes negpatit pas de grosses réserves d’essences.

Les essences sont vaporisées de facon continumueside leur formation [28].

l. 4.2.2. Caractéres chimiques des HE

Les HE sont avant tout des composés terpéniquestriBtipoint de vue chimique, les
terpenes apparaissent comme des polyméres d'urureamtthydrogéne diéthylénique,

I'isopréne.

H3C
—CH=CH
HZC//C ?

Selon le nombre de résidus isoprenes que groupsntdmposés terpénigues, on
distingue :

- les terpenes simples, formés de deux isoprengd; &3

- les sesquiterpénes, formés de trois isoprenghl,&

- les diterpénes, formés de quatre isoprengsis&

Ces trois premiers groupes sont a l'origine deniaabreuses essences ;

- les triterpénes (six isoprénes) qui, par oxydgtioonduisent a de nombreuses
résines ;

- les tétraterpenes (huit isoprénes) qui conduigextcaroténoides ;

- les polyterpenes (n isoprénes) qui comprennenpagticulier, le caoutchouc et la

gutta-percha.
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Ocimeéne (BaS|I|C) Meréne (Lauriel’)

Nérol (Géranium) Citronellol (Rose)

o | oAU

Limonene (Citron) Menthol (Menthe)

: \
HO

Thymol (Thym)

a-pinene (Pin)

Figure 4 : Structure chimique de quelques monoterpenefuitss essentielles
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l. 4.3. Méthodes d’extraction des HE
l. 4.3.1. Entrainement a la vapeur

Le but de cette méthode est d'entrainer avec lawagieau les constituants volatils
des produits bruts. La vapeur détruit la structigs cellules végétales, libere les molécules
contenues et entraine les plus volatiles en learadpdu substrat cellulosique. La vapeur,
chargée de l'essence de la matiere premiere éistile condense dans le serpentin de
l'alambic avant d'étre récupérée dans un esse(wase de décantation pour les huiles
essentielles). Les parties insolubles dans l'eaucaedensation sont décantées pour

donner 'nuile essentielle surnageante.

l. 4.3.2. Hydrodistillation simple

La plante est mise en contact avec de I'eau dansallan lors d’'une extraction au
laboratoire ou dans un alambic industriel. Le testt ensuite porté a ébullition. Les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant et les HEpsees# de I'eau par différence de densité,
les parties insolubles dans I'eau de condensabiondgcantées et, en raison de sa plus faible
densité, I'huile essentielle se place au dessus please aqueuse. La phase aqueuse contenant
les composés hydrosolubles est appelée eau diéatiati (ou hydrolat). C’est la méthode que

nous utilisons dans notre laboratoire en se se/antappareil de type Clevenger.

l. 4.3.3. Distillation a la vapeur saturée

Le matériel végétal n'est pas en contacte avecedal,l il est placé sur une grille
perforée au-dessus de la base de I'alambic. Lepasés volatils entrainés par la vapeur
d’eau vont pouvoir étre séparés par décantatiadistillat refroidi.

l. 4.3.4. Hydrodiffusion

L’hydrodiffusion consiste a faire passer un courdat vapeur d’eau a tres faible
pression a travers la masse végétale. La compogits produits obtenus est sensiblement

différente au plan qualitatif de celle des prodaolttenus par les méthodes précédentes.

L’industrie des parfums a utilisé jadis I'enfleueagour les organes fragiles comme
les fleurs, c'est-a-dire le contact avec un corps qui se sature d’essence. Le corps gras est

épuisé par l'alcool absolu et ce solvant est év@apous vide a 0°C.
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l. 4.3.5. Extraction par CO, super critique

La technique se base sur la solubilité des comastitudans le COet de son état
physique. Grace a cette propriété, il permet lawtion dans le domaine supercritique et la

séparation dans le domaine gazeux.

Le CQ, est liquéfié par refroidissement et comprimé arission d’extraction choisie,
ensuite il est injecté dans I'extracteur contedamhatériel végétal, aprés le liquide se détend
pour se convertir a I'état gazeux pour étre condais un séparateur ou il sera séparé en

extrait et en solvant.

l. 4.3.6. Extraction assistée par micro-onde

La technique d’extraction par micro-onde a été b¥pmee au cours des dernieres
décennies a des fins analytiques. Le procédé detkn est basé sur I'absorption de I'énergie
de micro-onde par les composantes du matériel abgétui sont mesurées par une constante
diélectrique, cette absorption dépend aussi dedtpuénce de I'onde et de la température du

matériel végétal.

l. 4.4. Propriétés et utilisation des HE

Les HE contenues dans les herbes aromatiques sspbnsables des différentes
senteurs que dégagent les plantes. Elles sonttiliéges dans I'industrie des cosmétiques, de
la parfumerie, l'industrie alimentaire (les ardbmes)ussi de I'aromathérapie. Cette derniere
se veut une technique thérapeutique par le massgenhalations ou les bains tout en

utilisant les HE.

Respirer 'odeur agréable d’une HE procure une aenrs de bien étre doublée d’un
effet sur la santé. En effet, toutes les HE ont oneplusieurs vertu(s) particuliere(s). Des
mélanges des HE destinés a étre diffusés sont sqreguexemple pour créer une synergie
entre les huiles et exercer un effet sur 'orgaeignle cerveau. Lorsqu’on sait que les odeurs
que l'on percoit sont recueillies dans le cerveau lhémisphere relié aux émotions, on

comprend mieux I'impact que peuvent avoir ces lsuile

Ces HE agissent selon leur tropisme, ce termefmggue chaque huile exerce ses
pouvoirs curatifs sur un organe ou une zone ercpéer, ces substances volatiles pénétrent

les tissus et I'organisme. Par exemple, I'huileeasislle de basilic est particulierement active
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au niveau de la digestion. Celle de cypres améloirculation. Il est donc trés important de

se renseigner sur les effets thérapeutiques descatEleur usage peut comporter des
inconvénients. Par exemple, une HE de menthe dasmh est indiquée pour stimuler les

personnes fatiguées, elle soulage les douleursalggywes mais ne doit jamais étre utilisée

dans un bain, sous peine d'irritation sérieuseadeehu. Outre ces propriétés principales, elles
ont toutes une vertu [29, 30] :

l. 4.4.1. Antibactérienne

Les phénols (carvacrol, thymol) possédent le caefit antibactérien le plus élevé,
suivi des monoterpénols (géraniol, menthol, terpinéldéhydes (néral, géranial), etc.

l. 4.4.2. Antivirale

Les virus donnent lieu a des pathologies trés garidont certaines posent des
probléemes non résolubles aujourd’hui, les HE ctuestit une aubaine pour traiter ces fléaux
infectieux, les virus sont tres sensibles aux maécaromatiques.

l. 4.4.3. Antifongique

Les HE ou leurs composés actifs peuvent étre eréplogmme agents de protection
contre les champignons phytopathogénes et les anganaismes envahissant les denrées
alimentaires. L'activité antifongique est estiméla grande complexité de la composition des
HE, les phénols sont plus antifongiques que leéhgides et elle décroit selon le type de la
fonction chimique :

Phénols> Alcools > Aldéhydes> Cétones> Esters> Hydrocarbures

l. 4.4.4. Antiparasitaire

Le groupe des phénols posséde une action puissamte les parasites.

l. 4.4.5. Antiseptique

Les aldéhydes et les terpénes sont réputés pots fgopriétés désinfectantes et

antiseptiques et s'opposent a la proliférationgkrsnes pathogénes.
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l. 4.4.6. Antioxydant

Le pouvoir antioxydant des HE est développé comutestgut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et leypgh@inols qui sont responsables de cette

activité.

|. 5. Effet insecticide des HE

Depuis que les grains sont stockés par I'hommprdbléme de leur conservation est
pose. Il consiste a mettre hors d’atteinte desriptaies, des déprédateurs et des parasites, des

masses de grains plus ou moins importantes poudutéss variables.

Le stock de céréales constitue une entité forméeedpart de la céréale a stocker et

d’autre part de I'environnement dans lequel il éeoét ou il subit diverses agressions.
Ces agressions se répartissent en quatre groupegpaux :

* Les agressions d’origine mécanique sont duessacdecs entrainant des fissures ou
des brisures.

* Les agressions d'origine biochimique et chimiggant trés variées : réaction de
Maillard, dénaturation des protéines, dégradattatestruction des amidons.

* Les agressions d’origine enzymatique sont dudesahydrolases qui dégradent les
réserves biochimiques du grain.

* Les agressions d’origines biologiques sont duedea étres vivants (rongeurs,
oiseaux, insectes, acariens et microorganismes)sdb¢ les insectes et les acariens en

particulier, qui causent le plus de dégats auxabmstockees.

Au Maroc, les principales espéces ravageuses daeéatestockées appartiennent aux
Coléoptéreset auxLépidopteresEn effet, des enquétes ont été réalisées ontéréudd les
principaux ravageurképidopteresdes céréales sonSitotroga cerealella (Oliv.), Ephestia

kuehniella (Zell.et Plodia interpunctella (Hubn.)

Pour les Coléoptéres les principaux ravageurs sontSitophilus oryzae (L.),
Rhyzopertha dominica (Fab.), Trogoderma granariuBvefts) et Tribolium castaneum
(Hbst.).
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Les insectes présentent comme effet direct surdim g@ntreposé une perte de poids,
de la valeur nutritive et du pouvoir germinatif. pis, I’humidité issue du métabolisme de

leurs pullulations et les produits d’excrétion @sofavorise I'apparition de moisissures dans
les lieux de stockage.

Avant de présenter les méthodes de lutte appligoéese les insectes des denrées

stockées, nous passons en revue quelques donfee®sea leur bioécologie.

l. 5.1. Description de deux principauxColéopteresies stocks

I. 5.1.1.Sitophilus oryzae : (S. oryzae)

Figure 5: Sitophilus oryzae

Classification :

Regne Animalia
EmbranchementArthropoda
Classe insecta

Ordre :Coleoptera

Famille :Dryophthoridae
Appartenant a la famille d&ryophthoridae, S. oryzag une taille moyenne de 3 mm,

le prothrax est pourvu de ponctuations arrondiderlg de son bord antérieur. Les stries des

élytres sont grossierement ponctuées avec lessinés finement ponctuées. Cette espéce
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dont le dessus mat et foncé porte deux taches sagrechaque élytre qui permet de la

distinguer facilement.

S. oryzaeest munie d’ailes bien développées et peut deaitevbler, donc de se
disséminer dans les champs, les ceufs sont pirifoheecouleur blanche brillant, mesurant
0,5 a 0,8 mm de longueur et 0,2 & 0,3 mm de largeur

Selon Brich [31] et Thomson [323. oryzaea besoin de température relativement
modérée. Le seuil de I'activité des adultes deecespece est de 10°C. L'espéce connait un
optimum entre 26 et 30°C avec une teneur en eawm@@ss de l'ordre de 11 a 12%. Une
baisse de I'humidité relative entraine une dimioutde la longévité des adultes. Le seulil
thermique pour l'obtention des accouplements estl8¥C, mais la ponte ne peut pas
s'effectuer a cette température ainsi qu’au-del&82185°C et a des teneurs en eau des grains

inférieures a 10%.

La durée de développement varie en fonction derfepérature et de la teneur en eau.
Les chercheurs ont observé que les conditions afgsnde développement poBr oryzae
sont 30°C et 70% d’humidité relative.

Les charancons des grains s’alimentent et se rheitipaux dépens de nombreuses
céréales : seigle, avoine, orge, blé, riz, mais,lats dégats dS. oryzaesont surtout causés
par les larves. Durant leur vie, elles consommamnoitié ou le tiers de I'endosperme d’un
grain de blé [33]S. oryzaes’alimente régulierement et consomme par semainpoids de

blé égal a son propre poids [34].
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I. 5.1.2.Rhizopertha dominica : (R. dominica)

il

Figure 6 : Rhizopertha dominica

Classification :

Regne Animalia
EmbranchementArthropoda
Classe insecta

Ordre :Coleoptera

Famille :Bostrichidae

L’'adulte est de couleur brune, de forme cylindegavec des c6tés nettement
paralleles, caractéristiques dgasstrichidae C’est un insecte de petite taille de 2,2 a 3 nem d
longueur avec un prothorax qui couvre entieremantéte d'ou le nom du « capucin des
grains ». Cet insecte présente des antennes emgsads 3 articles. Vu de la face dorsale, le
pronotum se termine par une rangée de dents régmli{@2 a 14). Les élytres sont bien
développés et ponctués longitudinalement. Les eslytteuvent voler ce qui facilite les

infestations.
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Adulte ou Imago
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3 pairas
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Figure 7 : Morphologie des Coléoptéres [35]
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Les ceufs sont piriformes, de couleur blanc et rdsgeuvent atteindre 0,6 mm de
longueur sur 0,2 mm de largeur. Les larves possatimpattes bien développées ce qui les
rende tres agiles. Elles sont cylindriques avelodgues soies, puis incurvées et duvetées a la

fin de leur développement.

Les adultes s’accouplent et pondent a plusieurdsesp Le total des ceufs déposés
varie de 300 a 400. Les pontes s’échelonnent sisiqurs semaines. Les ceufs sont pondus,
Soit isolément, soit en petits amas a l'intérieas grains attaqués ou a leur surface, parfois

parmi les débris qui gisent entre eux.

La durée moyenne d’incubation est de 15 jours & 2&° 65% d’humidité relative
[36]. Elle est de neuf jours a 21°C et 70% HR. Adtéclosion, les larves s’introduisent dans
les grains en creusant des tunnels aux alentougehoe et continuent leur développement a
I'intérieur [37]. Des larves dans certains cas sagables de se nourrir et de se développer
librement entre les grains. Le nombre de mue \a@ei@ a 4 a une température de 29°C et de
70 a 80% HR.

Thomson [32] a estimé la durée de développemendiffiésents stades larvaires a 17
jours et les stades pré-nymphe et nymphe a 7 pB8C et 70% HR, la durée de cycle est en
moyenne de 38 jours. Par ailleurs, la durée deldgpement sur le blé a 14% de teneur en
eau du grain et 30°C varie de 30 a 40 jours. Et5&Igours & 26°C [36]. La température
optimale pour le développement Bedominicaest 28°C. L'espece est plus sensible au froid :
une température de 21°C arréte sa multiplicationegtadultes ne survivent pas a 3°C.
L’adulte peut supporter des températures assegedemais une exposition de 3 min a 50°C
suffit pour les tuer [37]R. dominicaest considéré comme le plus ennemi des grains 8pré
oryzae Ce sont les adultes qui causent le plus de détmttaquent directement les grains a

I'aide de leurs mandibules et arrivent a les vioenpletement de leur contenu.

Les femelles sont particulierement voraces avanpdate. Elles ne consomment
d’ailleurs pas tout ce qu’elles rongent et on @t une certaine quantité de farine intacte

mélée a leur excrément.
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|. 5.2. Méthodes de lutte contre les insectes dédsnrées stockées

La protection des céréales stockées contre |leguaisad’insectes et d’acariens souleve
des problemes variés et elle doit faire appel @ngemble de techniques différentes qu'il est
nécessaire d’appliquer a bon escient.

Le souci majeur d’'un stockeur est de garder sorksde céréale intact. Un ensemble
de mesure préventive et curative, il s'agit dededechniques destinées a réduire I'infestation

au champ, au début du stockage ainsi que pendattdkage.

I. 5.2.1. Lutte chimique

Avec le développement de la chimie, on s’est wtedu compte qu’il y avait tout un
arsenal capable d’éliminer les ennemis de I'hom@Gette approche a conduit a une
élimination spectaculaire, du moins a court termes organismes nuisibles, et a une

détérioration parallele, mais pas nécessairemsiftl@ide la qualité de I'environnement.

Depuis la venue des composés organiques de syntresegroupe les insecticides en
insecticides organiques (les organochlorés, ordameghorés, carbamates et pyréthrinoides
représentent la grande majorité des insecticidganigues de synthese qui ont été employes
ou sont utilisés actuellement) [38], et inorgangjfgénéralement a base d’arsenic ou de

fluosilice, sont aujourd’hui prohibés).

Largement répandue, en raison de son efficacité, abit étre appliquée avec
discernement pour limiter les risques qu’elle pé&ite courir aux consommateurs des

denrées. Deux types de traitement sont généralezngpibyés :
- Traitement par contact :

Il consiste a recouvrir les grains, I'emballagesaique les locaux de stockage d’une
pellicule de produit insecticide qui agit par canitaur les déprédateurs, dont I'effet est plus

ou moins rapide avec une persistance d’actionlphgue.
- Traitement par fumigation :

La fumigation consiste a traiter les grains a kadlun gaz toxique, qu’on appelle
fumigant. L'intérét majeur de la fumigation estfdeiliter la pénétration des gaz a I'intérieur
du grain et donc de détruire les ceufs, larves mipmgs qui s’y développent [39, 40, 41].
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A cause de leur effet négatif sur I'environnemedhdfilisation des insecticides
chimiques est devenue de plus en plus restrictigé ['utilisation intensive des insecticides
de synthése pour lutter contre les insectes phgipgs a conduit a la contamination de la
biosphére. Selon Philogene [43], tous les pestcpesent un probléme de contamination a
court ou a long terme, selon la nature de la médéatilisée dans les traitements et selon la
maniere avec laquelle ils sont appliqués. Les &twdasacrées a la dispersion des pesticides
dans I'environnement ont prouvé la présence depceduits dans plusieurs points de la
biosphére qui n'ont subit aucun traitement [44]utllisation des insecticides chimiques
conduit aussi & un désordre écotoxicologique qui aesompagné d’'une augmentation

spectaculaire du nombre d’espéces devenues résstux insecticides chimiques [45].

Une dégradation naturelle et spontanée des pesticliimiques est extrémement rare,
la cinétique de disparition par voie biologique rdipesticide dans le sol débute toujours par
une période de latence, plus au moins longue, amscde laguelle la dégradation est

pratiguement nulle.

Tous ces produits phytosanitaires ont une carattfee en commun : ils sont
neurotoxiques. Des résidus de pesticides ont éertdéé dans de nombreux secteurs de la
chaine alimentaire : il a été prouvé que le DDTlthrodiphényltrichloroéthane) a une demi-

vie de 10 ans dans 'eau et de 40 ans dans lepgokeé [46].

l. 5.2.2. Lutte physique et mécanique

Elles concernent toutes les techniques mécanopbétigues susceptibles de rendre le
stock sain. En général, ces techniques ne songffieaces contre les formes cachées. Elles
sont recommandées pour pallier aux problemes daduse chimiques liés aux différents
traitements chimiques appliqués aux denrées steclkiesi plusieurs techniques ont été
expérimentées et ont eu des succes divers : &t mécanique dans les « Entoleter », le
traitement par le froid et le chaud, le stockagméhe ou sous atmosphére controlée et les

radiations ionisantes.

La lutte par le froid consiste a abaisser la terupée de stockage, ce qui entraine un
ralentissement du développement des insectesgfo#a que la température est inférieure a
10°C.
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La lutte par le chaud consiste a une élévation aledempérature (température
supérieure a 50°C), ce qui entraine la mort descites. Le passage des produits dans un

séchoir permet d’éliminer les insectes présents tengrains.

I. 5 2 3. Lutte biologique

Ces dernieres décennies, la protection de I'enmgorent s'impose de plus en plus
comme une préoccupation mondiale majeure. La métletaksique de lutte biologique par
utilisation de micro-organisme, de prédateurs, deagitoides et de substances naturelles
d’origine végeétale, les industries agrochimiquerdent de plus en plus leur effort vers

I'étude de produits naturels pour la recherchealeseaux insecticides [47].

Le concept de lutte biologique a subit une évolutia cours du temps et integre dans
sa définition actuelle toutes les formes non chuagde contrdle des ravageurs des récoltes

mais aussi des mauvaises herbes.

Les lieux de stockage représentent des systéentasstavec des niveaux déterminés
de température et de I’humidité, parce qu'’ils fontnges enceintes closes, ce qui est favorable

pour procéder a une lutte biologique.

L'utilisation des phéromones d’insectes attractifgépulsifs d’alimentation est d’'un
haut niveau de détection. lls peuvent étre emplogésime indicateur des époques

d’application des méthodes de lutte contre cert@nageurs des denrées stockées.

Ainsi, la lutte par les insecticides botaniquestest recommandée, parmi les moyens
mis en ceuvre par les plantes pour se défendreecteurs déprédateurs, les médiateurs
chimiques jouent un réle déterminant [48]. Danbdesin méditerranéen, on rencontre un trés
grand nombre de plante aromatique. Son climat riehe luminosité et en chaleur,
gu'accompagnent des saisons marquees, exige dartlalgs plantes des efforts adaptatifs
favorable a une richesse moléculaire évolutive mmférant de multiples propriétées, entre

autre 'effet insecticide [49].

Les espéces de la famille ddeliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Labiateae et
Canellaceae sont les principales familles les plus promettsusmme source de
bioinsecticides [50]. Parmi plusieurs huiles ess#las, celles de la famille désbiateaeont
recu une attention considérable dans la recherebebduits naturels pour lutter contre les
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ravageurs des denrées stockées [51, 52, 53, 54hélme famille a fait I'objet de plusieurs
études et ils ont montré que les especes aromatanm les plus utilisées pour lutter contre

les insectes [55].

Selon les ressources disponibles et la pressioncé&xepar les phytophages, les
familles des plantes développent des quantitéstrdifites de leurs ressources a leur
protection. Cependant, grand nombre d’entre ell@gpas encore fait I'objet d’étude tant sur

le plan phytochimique que sur le plan propriét@atiside.

Un examen systématique des découvertes phytochesiggpertoriées, en utilisant la
base de données NAPRALERT (Natural Products AlatabBase), révele que seulement 2 a
5% des especes végétales ont été examinées enddétgpoint de vue phytochimique [56].
Une étude réalisée par Balick at [57], a montré que moins de 1% des plantes trigsca
sont étudiées d’'un point de vue phytochimique. i@ donc, reste ouverte vers la découverte

de nouvelles plantes et par la suite de nouvelldéaules a effet phytoinsecticide.

Pour notre étude nous avons testé l'activité insdet de I'huile essentielle de trois
especes de menthes sur dé€lnléoptéresappartenant au groupe de ravageurs Siiti®bis
Cette étude et ce choix ont été guidés par l'ingmme® des dégats qu’engendrent ces

ravageurs et aussi leur large répartition a tranete pays.

Cette premiére partie a été consacré donc a I'éthilmique de trois especes de
menthes Mentha pulegiumMentha suaveolenst Mentha piperitd qui poussent au Maroc et
a leur valorisation par les tests insecticidesrélottérét fat porté & ces menthes étant donné
leur importance économique a I'échelle mondialeaes$si leur grande utilisation par la
population marocaine. D’autre part, hous avons waussi contribuer a la recherche de

biopesticides a base de produits naturels corgrealeageurs des denrées alimentaires.

48



Etude chimique et insecticide de trois espéces de menthes

[I. ETUDE CHIMIQUE DE L'HUILE ESSENTIELLE EXTRAITE DES
TROIS MENTHES

La récolte des plantes a été réalisée dans demeedifférentes :

* Mentha pulegium{flio) a été récoltée aupres de Ain Aouda a 6 Km de la
capitale Rabat.

* Mentha suaveolenfgnerceta a été récoltée dans la région de Khémisset et
précisément a Oulmes.

* Mentha piperita(naéna abdj a été récoltée dans la région de Meknes.

Les plantes ont d’abord été séchées a l'air liaréabri de la lumiére et a 'ombre
pendant une vingtaine de jours dans la réserveotie faboratoire a la Faculté des Sciences
de Rabat.

lI. 1. Protocole d’extraction
Il. 1.1. Extraction de I'huile essentielle par lanéthode d’hydrodistillation

Une masse végeétale qui représente une proportemvidon 40% est complétement
immergée dans de I'eau (proportion de 60%), ontajouelques grains de pierre ponce, le
tout est ensuite porté a ébullition. On maintientthauffage a une température douce pendant
4h, les vapeurs sont condensées dans un réfrigérdihtiile essentielle et 'eau se séparent

par différence de densité.

L'HE s’est extraite avec I'acétate d’éthyle et atessgéchée par le NaO,. Le solvant
est évaporé a l'aide d’'un rotavapeur, I'huile estupérée, placée dans des échantillons

opagues qui sont conserves au réfrigérateur.
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Figure 8 : Appareillage de I'hydrodistillation
II. 1.2. Rendement obtenu

Le protocole expérimental décrit ci-dessus a étlséitpour les trois espéeces de
menthes. Les rendements obtenus sont comme suit :

Tableau 2: Rendement des HE

Espéce Rendement (%)
M. pulegium 2,33
M. suaveolens 4,33
M. piperita 1,72

Ces différences de rendement sont dues essengeiteéma différence de morphologie
des plantes M. suaveolengrésente le rendement le plus élevé car sesdstint beaucoup

plus larges et ses fleurs plus grandes que ceHebedpeceM. piperita et celles deM.
pulegium

Il faut noter que le rendement et la compositioimitiue des HE dépendent de
plusieurs facteurs a savoir I'espéce, le milieudkmolte, la période de récolte, les pratiques
culturales et la technique d’extraction.
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[l. 2. Analyse chimique des HE étudiées
Il. 2.1. Caractérisation par chromatographie en phae gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse est une taehmép répandue extrémement
sensible, la séparation sur la colonne se faisantdes composés qui doivent étre a I'état
gazeux. L’analyse des composeés solides ou liquidpsse de les porter a I'état de vapeur par

chauffage.

L’appareil utilisé est de type DANI, équipé d'unteléeur a ionisation de flamme
(FID). La colonne utilisée est une colonne cap@#abB5 en silice fondue de 30 m de

longueur et de 0,32 mm de diamétre intérieur.
Les conditions chromatographiques sont donnéesssai :

* Le gaz vecteur est I'azote avec une pression,@éd@r a I'entrée de l'injecteur, son
débit est a I'ordre de 1 ml/min avec une fuite 6869

* Le détecteur est alimenté par un mélange d’hyginegavec une pression d’entrée de
0,8 bar et d’air synthétique avec une pressionttBerde 1 bar.

* La température de four a été programmée au dabb®°C pendant 5 min puis
montée jusqu’a 200°C a raison de 4°C/min.

* La température de l'injecteur est de 220°C.

* La température de détecteur est de 230°C.

* Le volume injecté est de 1ul dilué a 5%, la fuatt réglée a 90%.

Le chromatogramme a été couplé a un ordinateupégliun logiciel IQ3 permettant
de calculer les pourcentages des différents caastis de 'HE. Les calculs ont été réalisés
selon la méthode de standard interne ; les powrgestdes différents constituants de I'HE
sont assimilés aux pourcentages des aires dedypisromatogramme.

Il. 2.1.2. Résultats et discussion de I'analyse p&PG

- PourM. pulegium:

Les résultats de I'analyse chimique par CPG de lté1. pulegiumsont représentés

dans le tableau suivant :
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Tableau 3: Principaux composés chimiques de I'HEMIepulegium(CPG)

Composé TR (min) Pourcentage (%)
a-pinéne 10,70 1,70
Limonene 14,33 0,44
Menthone 16,13 8,63
Pulégone 19,23 73,33

L'HE est caractérisé par la teneur élevée en cer@iéments. Le chromatogramme de
I'HE de M. pulegiumdémontre sans ambiguité que cette espéce se&@magqiar son haut
taux en pulégone (73,33%), le second pic intenseegipond au menthone (8,63%). Ces
résultats trouvés sont identiques a ceux déja é&®wans une étude sur la composition
chimique de I'huile essentielle déentha pulegiundu Portugal dans ses différentes étapes de
développement [58], alors que dans une étude catiyparde la composition chimique de
I'huile essentielle d&entha pulegiunet Mentha suaveolensollectées dans la région de Feés,
on a trouvé que le composé qui prédomine sur tuteonstitution chimique de I'huile

essentielle d&1. pulegiumétait la piperitone (35.56%) [59].
- PourM. suaveolens
Les principaux constituants de cette essence assémblés dans le tableau suivant :

Tableau 4: Principaux composés chimiques de I'HEMlesuaveolen§CPG)

Composé TR (min) Pourcentage (%)
Menthone 10,74 3,34
Pulégone 15,70 17,61
Pipéritone 16,08 9,18

Pipéritenone 19,02 33,03

D’aprés ces résultats, les constituants majorgaile I'HE deM. suaveolensont la
pipéritenone (33,03%), la pulégone (17,61%) et if@enitone (9,18%), pour les produits

légers, nous retrouvons le menthone (3,34%).

Les huiles essentielles de deux chémotypebletha rotundifolia(M. suaveolens

originaire d’Algérie obtenues par entrainement @dpeur d’eau, sont analysées par GC-MS
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et GC-FID. Les résultats montrentexistence dans le premier chémotyp®xgde de
pipéritone (19,7-31,4 %) et pipéritenone (27,842%) tandis que le second révéle une

teneur tres élevée en pipéritenone (54,9 %) aunsi’'qxyde de pipéritenone (17,6 %) [60].

Il. 2.2. Caractérisation par CPG-MS

Le couplage de la chromatographie en phase gazelaespectrométrie de masse
CPG-MS est une technique d’analyse qui possédéephgsatouts : le chromatogramme en
phase gazeuse permet de séparer les constituamsreilange. Le spectrométre de masse
associé permet d’obtenir le spectre de masse darictiies constituants et bien souvent de les

identifier.

La chromatographie en phase gazeuse et la spettiordé masse possedent des
limites de sensibilité voisines. Leur associati@nnpet de disposer d’un outil analytique tres
performant. L’identification de produits est réale pour des quantités de l'ordre du
nanogramme, la détection par fragmentométrie esilple jusqu’au picogramme.

Cette technigue réclame peu d’échantillon, la qgté@anhjectée est de I'ordre du
microlitre. Elle est rapide, le temps d’acquisitidin spectre est identique a celui de I'analyse
chromatographique.

Deux modes sont disponibles :

* Le mode SCAN : on réalise un balayage sur unengarde masse predéterminée. |l
est a noter que plus on réalise un balayage deensagsune gamme large, moins on sera
sensible.

* Le mode SIM (Single lon Monitoring) : on choisitanalyser de 2 a 3 masse jusqu’a

20 masses. Dans ces conditions, on aura plus deehde détecter le sommet d’un pic.

Pour réaliser nos spectres, nous avons utilisé ddenSCAN. Les paramétres de

I'instrument sont :

e Méthode SCAN en IE.
e Chromatographe HP 6890.
e Injecteur : injection manuelle, a pression constar?,15psi, volume injecté : 2ul

avec une seringue de 10ul, le solvant utilisé’dsixane.
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e La colonne est capillaire HP 19091S-433, longugirm, diameétre 250 um sa
température maximal : 325°C.

e La température initiale du four 40°C, montée empérature 10°C/min.

e La température finale 250°C, le temps total dediation 32 min.

e Mode avec division.

e Le détecteur est un spectrométre de masse qubdépdéne température 150°C, la
température de la source 230°C.

e Le gaz vecteur est I'Hélium (He).

Il. 2.2.1. Résultats et discussion de I'analyse p&@PG-MS

- PourM. pulégium:

L’analyse de 'HE deM. pulegiumnous a permis d’identifier les composés rassemblés

dans le tableau ci-apres:

Tableau 5: Principaux composés chimiques de I'HEMlepulegium(CPG-MS)

N° de pic Composé TR (min)
1 a-pinene 5,59
2 B-pinéne 6,33
3 Inconnu 6,67
4 D-limonene 7,26
5 Eucaliptol 7,29
6 Menthone 9,34
7 Pulegone 11,48
8 Piperitone 11,52
9 Inconnu 11,56
10 Inconnu 11,59
11 Inconnu 11,76
12 Inconnu 11,92
13 Carvone 12,43
14 Caryophylléne 13,45
15 Inconnu 13,64
16 a- caryophylléne 13,91
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Le chromatogramme de 'HE dd. pulégiummontre que cette essence est surtout
riche en monoterpénes et confirme ce que nous gedermontrer par la premiére méthode
(CPG) : la pulégone est le constituant majoritdieed’ HE deM. pulegium(elle présente une

large bande dans le chromatogramme), ce qui exgligppellation : menthe a pulégone.
- PourM. suaveolens

L'analyse de I'HE deM. suaveolengnontre la présence dans I'HE des composés

réunis dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6: Principaux composés chimiques de I'HEMlesuaveolen§CPG-MS)

N° de pic Composé TR (min)
1 a-pinene 5,60
2 3-pinéne 6,35
3 Terpinoléne 7,01
4 Eucalyptol 7,29
5 y-terpinéne 7,74
6 a-fenchene 7,94
7 Inconnu 8,57
8 Pulégone 9,52
9 Pipéritone 9,53
10 Inconnu 10,29
11 Pipériténone 11,08
12 Menthone 11,17
16 Caryophylléne 13,45
17 5-methyl-9-methylen-2- 13,74

isopropyl bicyclo(4.4.0)
dec-1-éne
18 7-methyl-10-isopropyl 14,29
bicyclo(4.4.0)dec-1-éne
19 Ledol 15,67
20 a-cadinol 16,41
21 Inconnu 26,62
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Cette HE contient des monoterpénes, des sesquitpét d’autres composés
organiques. Nous avons aussi conclu que les magrastes sont plus volatiles que les

sesquiterpenes.

- PourM. piperita: (pour cette espéce nous avons fait que la CPE-MS

Tableau 7: Principaux composés chimiques de I'HEMlepiperita(CPG-MS)

Composé Pourcentage (%)
Linalool 60,72
Linalyl acetate 20,79
Geraniol 3,26
1,8-cineol 2,33
Inconu 2,10
Limonene 1,54
Neomenthol Traces
Menthol Traces
Pulegone Traces
Isomenthone Traces
Menthone Traces
Methyl acetate Traces
Piperitone Traces
Inconu 4,86

Nous avons distingué qu’il y a une différence etgsedeux modes d’identification au
niveau des temps de rétention et cela pour le n@mstituant de I'HE de méme espece de
plante. Si nous prenons par exemple la pulegoneghtematogramme de I'HE di.
pulegiumissu de la CPG montre que le temps de rétentida gelegone est de 19,23 min

alors qu’il est de 11,48 min pour I'analyse en priee du couplage (CPG-MS).

La différence observée est liée a la méthode éliscolonne, mode opératoire,
température...). Les trois espéces de menthe coetierume composition chimique trés
variée qui peut étre attribuée a la mise au parbeaucoup de réactions et avoir par la suite

des effets en agissant seule ou bien sous formeétinge.
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La distinction de composition constatée sur lesleBuiessentielles étudiées est
vraisemblablement a mettre en rapport avec desdecbiotiques tels que le climat spécifique
aux régions de provenance des échantillons, lésuiecgéographiques comnialfitude et la
nature du sol, aux méethodes d’extractions et aaasitype des colonnes utilisées pour

effectuer les analyses chimique.

lIl. EVALUATION DE L'ACTIVITE INSECTICIDE DES HUILE S
ESSENTIELLES DES TROIS MENTHES

Les tests ont été réalisés au laboratoire de d#paritt de Zoologie a I'Institut

Agronomique et Vétérinaire Hassan Il de Rabat.

1. 1. Matériels et méthodes

L’étude a porté sur deuloléoptéres Rhyzopertha dominicet Sitophilus oryzaeCes
insectes ont été collectés au souk des grains BatRbee matériel utilisé consiste en des
boites de pétri 9 cm de diametre grillagées afobtEnir une aération parfaite du contenu des

boites, du blé et des micro-seringues.

Cing boites de pétri contenant chacune une masSegd#e blé sur laguel nous avons
déposé un volume (Cn) d’huile essentielle a I'alde micro-seringues. 10 adultes de chaque
espece d’insecte ont été ensuite placés sépar@apstces boites de pétri. Les témoins, au
nombre de 10 et dans les mémes conditions, n’asphit de traitement. Les essais ont été
conduits dans des conditions de température angbenhesurés a I'aide d’un thermomeétre :
18°C et a 70% d’humidité relative.
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Figure 9: Test de l'activité insecticide des HE

Figure 10: Boites de pétri, contenant le blé infecté paoryzae
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[1l. 2. Résultats du test insecticide

Les résultats trouvés vont étre présentés sousefatentableaux. Chaque tableau
regroupe les pourcentages de mortalité des inséetiéss par différentes doses du produit

testé.

Tableau 8: Pourcentage de mortalité d’espéce d’'ins&cteryzaeapres traitement par HE de
M. pulegium

C. =50 pl G=12ul G = 3ul
Eoonis Duree 24 h 24 h 24 h
1 100 100 100
2 100 100 100
3 100 100 100
4 100 100 100
5 100 100 100

Tableau 9: Pourcentage de mortalité d’espece d’'insBctdominicaapres traitement par HE
deM. pulegium

C, =50l G =12l G = 3ul
i Durée 24 h 24 h 24 h
1 100 100 100
2 100 100 100
3 100 100 100
4 100 100 100
5 100 100 100
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Tableau 10: Pourcentage de mortalité d’espece d’ins&cteryzaepres traitement par HE
deM. suaveolens

C.=50pl G =12l G = 3yl
Conmis Durée 24 h 24 h 24 h
1 100 100 100
2 100 100 100
3 100 100 80
4 100 100 100
5 100 100 50

Tableau 11: Pourcentage de mortalité d’espece d’insBctdominicaaprés traitement par
HE deM. suaveolens

C. =50 pl G=12ul G = 3ul
Essai[;urée 24 h 24 h 24 h
1 100 100 100
2 100 100 90
3 100 100 50
4 100 100 100
5 100 100 70
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Tableau 12: Pourcentage de mortalité d’espece d’ins&cteryzaepres traitement par HE
deM. piperita

C,=50pl G =12l G = 3yl
EssaisDurée 24 h 24 h 24 h
1 100 100 100
2 100 100 100
3 100 100 100
4 100 100 100
5 100 100 100

Tableau 13: Pourcentage de mortalité d’espece d’insBctdominicaapreés traitement par
HE deM. piperita

C, =50 pl G=12ul G =3ul
Essai:rée 24 h 24 h 24 h
1 100 100 100
2 100 100 100
3 100 100 100
4 100 100 100
5 100 100 100

Remargue: Les insectes se trouvant dans la boite pétri tém@nregistraient aucun
mort. Nous avons gardé cette boite de pétri avedrisectes plus de 3 mois dans notre

laboratoire et aucun mort n’a été signalé.
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I1l. 3. Discussion

Selon ces résultats nous pouvons conclure que EdéiM. pulegiumet de M.
piperita se sont avérées les plus efficaces, quelle qudasooncentration utilisée et 'espéce
d’insecte choisi, puisque la mortalité des inseéted totale et cela dans les premieres 24 h

qui suivent le traitement.

D'apres les résultats obtenus dans une étudeamt@sur I'effet de I'huile essentielle
de cing plantes médicinales : Eucalyptus, Menthgymi, Romarin et Citronnelle, les huiles
essentielles ont été avérées plus toxique pardtibalque par contact ou ingestion, sur deux
especes dinsectes des denrées stockdetoolium confusunetSitophilus oryzae.La

mortalité totale des insectes n’a atteint 100% jop&a 6 jours post traitement [61].

L'HE de M. suaveolens’est révélée toxique pour les deux especesaléopteresle
pourcentage de mortalité est de 100% respectivepmntles doses de 50 et 12 pl. Pour la
dose 3 ul, nous avons observé une toxicité aige@egquant la mortalité d’environ 85% dans

le premier jour de traitement alors qu’elle a attéi00% le deuxieme jour.

Les insectes subissant le traitement par une des8 ¢l ont montré une petite
résistance qui n’a pas duré plus d’'une journéegoios a pu atteindre la mortalité totale au
bout du deuxieme jour. L’absence de mortalité areani du témoin montre que notre test

reste fiable pour I'étude de l'effet insecticidesdmiiles essentielles testées.

L’activité insecticide de I'huile essentielle desqdantes ne nécessite pas beaucoup de
temps pour se manifester ; elle est presque identipur les trois espéces de menthes, la
mortalité maximale (100%) étant enregistrée le peefour post traitement avec une dose de
12 pl.

Tous ces tests effectués peuvent confirmer quaieiment des denrées alimentaires
par I'huile essentielle issue des plantes aromasiqgi médicinales peut étre tres efficace pour
lutter contre les ravageurs de denrées alimentateskées. Ces huiles contiennent des

produits chimiguement tres intéressants.

D’un autre coté, nous savons que '’homme consonesi@lantes médicinales depuis
tres longtemps, aussi lindustrie alimentaire segdi vers l'utilisation de ces plantes

médicinales et aromatiques et de leurs produitss jprécisément les huiles essentielles.
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L’application des produis naturels peut présengauboup d’avantages pour la santé de I'étre
vivant et pour son environnement par rapport auadpits de synthése chimique qui

contaminent globalement la biosphére.

L'obtention de ces produits naturels (huiles esskes$) nécessite beaucoup de
professionnalisme et sans doute des dépenses £lawi8gue pour avoir quelques microlitres
d’huile essentielle il faut des quantités consities de la matiere végétale qui est devenu
pourtant de plus en plus demandée au marché menMais les meilleurs résultats que I'on
peut obtenir a court ou a long terme encouragem€parer des produits naturels a des fins

insecticides.

CONCLUSION

Les produits naturels étaient et restent toujoums source inépuisable de structures
complexes et diverses vu le réle que peuvent joedrins composés purs dans beaucoup

d’applications, a savoir l'industrie pharmaceutiguéndustrie alimentaire, l'industrie

cosmeétique, la parfumerie, etc.

Les plantes synthétisent plusieurs substances dtabolisme secondaire. Ces
molécule peuvent avoir différents effets chez fesectes : répulsif, attractif, perturbateur du
développement, inhibiteur de la reproduction, e&ur toxicité peut étre directe ou indirecte
sur les organes cibles (organes sensoriels, syst@meux, systeme endocrines, appareil

digestif, appareil reproductif, etc.).

Ces dernieres années, et face a une législatiopluke en plus restrictive sur
I'application des pesticides de synthese, la retteede phytoinsecticides s’inscrit dans une
stratégie particulierement adaptée aux exigencescahsommateur tout en préservant

I'environnement.

Ainsi, les instances internationales comme 'OMS onerdit I'usage de certains
produits insecticides synthétisés chimiquement cenles organochlorés. D’autres ont
imposeé l'arrét de la production du bromure de miétleyn 2005 puisqu’il est toxique pour la
santé humaine et polluant pour I'environnementpamiculier, il contribue a la destruction de

la couche d’ozone [62].
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Le travail de recherche entrepris entre dans leecdd la valorisation des Plantes
Aromatiques et Médicinales Marocaines, nous nousnses intéressés a évaluer l'activité
insecticide des huiles essentielles extraites s tespeces de menthes qui poussent

facilement au Marodyl. pulegium, M. suaveolemtM. piperita

Les analyses par CPG-MS ont montré I'existenceadpulegone (73,33%) comme
produit majoritaire de I'huile essentielle 8 pulegiumet de la pipéritenone (33,03%) pour

M. suaveolensinsi que le linalool (60.72%) et son acétate @&y pourM. piperita

Les huiles essentielles se sont avérées trop tegigis-a-vis des insectes ravageurs
des denrées alimentaires stocké8s oryzaeet R. dominicaavec un taux de mortalité trés
élevé. Ces huiles essentielles peuvent étre wdistomme des Bioinsecticides afin de
minimiser I'utilisation des insecticides synthé#gu Au terme de ce travail nous pouvons
conclure que les trois espéces de menthes ont ativitéainsecticide certes sur les deux
especes d’'insectesS. oryzae et R. dominic&€eci nous mene a dire que les plantes étudiées
sont prometteuses comme source de Bioinsecticides erétent bien a des investigations

dans le domaine de la lutte biologique.
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Etude de I'activité antibactérienne et antioxydante de Cistus ladaniferus

INTRODUCTION

Beaucoup de microorganismes causent des dommagedassanté humaine.
L'utilisation abusive des antibiotiques a entrainde certaine résistance chez ces
microorganismes responsables de toxi-infectiomaaitaires. Il était donc fort intéressant de
chercher des alternatives pour ces produits [1§ heiles essentielles et les extraits des

plantes médicinales se caractérisent par unedoti¢ité antibactérienne.

La présente partie est consacrée a I'évaluatiodadeensibilité des bactéries aux
extraits deCistus ladaniferuset de son huile essentielle. L'évaluation in vitte I'activité
antibactérienne a été réalisée au laboratoire d¢eBalogie médicale de I'Institut National
d’'Hygiene (INH) de Rabat, par la technique de diifun en puits en utilisant le milieu
Mueller Hinton comme couche. L’activité antibactdéme de l'huile essentielle et de
différents extraits de la plante choisie est détegm en mesurant le diametre de la zone
d’inhibition produite autour des puits aprés 24linclibation a 37°C. La concentration
minimale inhibitrice a été réalisée pour l'huilesestielle en adoptant la méthode de

microtitration.

L'utilisation dans la médecine traditionnelle deplanteC. ladaniferuspour soigner et
calmer certaines douleurs, nous a incité aussstartéactivité antioxydante des différents

extraits bruts de la plante par la méthode de DPPH.
|. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Les maladies infectieuses et parasitaires constitue probleme de santé publique a
cause de leur fréquence et leur gravité. La siinatist davantage plus préoccupante a cause
de [lapparition des souches de microorganismesbiarésistants, l'apparition de
I'antibiorésistance est un phénomene naturel dendéf des bactéries vis-a-vis de I'action
exercée par l'antibiotique qui est la pour détrtearréter la multiplication de la bactérie.
Certaines bactéries auparavant sensibles a l'atijbe ne sont plus détruites ou leur
multiplication n’est plus arrétée. C’est la baatégui devient résistante et non pas 'homme
ou l'animal. Le développement de la résistance aumibiotiques est devenu une
préoccupation majeure en termes de santé humaarereale, car il réduit les possibilités de
traitement en cas d’infection. Certaines famill&ntbiotiques ne sont plus efficaces contre

certaines especes bactériennes.
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Un grand nombre de plantes possedent des propbétsjigues qui trouvent des
applications dans divers domaines a savoir la nieeeta pharmacie, la cosmétologie et
I'agriculture, les plantes meédicinales sont gérsdnaint dotées d’'un pouvoir biologique

important [2].

Les PAM ont été utilisées depuis le temps afin alalmattre toutes sortes d’infections

tel que les infections intestinales, cutanées,nasres et virales [3, 4, 5].

Les HE des différentes espéces de plantes médisinaht été utilisées pour
I'évaluation de leur activité antibactérienne, tésultats ont prouvé une forte activité contre

des souches Gram+ et Gram- [6].

Beaucoup de travaux ont montré que des extrait® Al ont un large spectre
d’activité contre les bactéries, les souches Gragative ont été signalées les plus résistantes
en comparaison avec les souches Gram-positive se adel leurs paroi de nature dure. Les
extraits par différents solvants de PAM ont montn& trées bonne activité antimicrobienne
(diameétres d’inhibition entre 32 et 12 mm), I'exjpddion des PAM est un moyen pour le
développement de nouveaux produits antimicrobiéf}s [p’autres travaux ont montré la

cohérence entre la composition chimique des HEugtfbrte activité antibactérienne [8].

En effet, 'OMS estime que, pour se soigner, 80éadpopulation africaine recourt
toujours a la médecine traditionnelle pour laquidlienajeure partie des thérapies implique
I'exploitation des principes actifs des plantes icigdles [9]. Ces especes végétales d'aussi
grande importance pour la santé des populationstened'étre étudiées scientifiguement

pour leur meilleure utilisation.

Des plantes médicinales ont été employées pendsnsidcles comme remédes pour
les maladies humaines parce qu’elles contiennentdmposants de valeurs thérapeutiques.
Récemment, l'acceptation de la médecine traditib@re®mme forme alternative de santé et
le développement de la résistance microbienne atibiatiques disponibles a mené des

auteurs a étudier 'activité antimicrobienne demps meédicinales [10].

De nombreux travaux antérieurs étaient focalisédasmise en évidence de pouvoir
antimicrobien des extraits de plantes aromatiquemédicinales. Ceux, dont l'efficacité

contre les micro-organismes pathogéenes a été pepunsuvent des applications pratiques

72



Etude de I'activité antibactérienne et antioxydante de Cistus ladaniferus

dans divers domaines. Les huiles essentiellesseejdtraits fixes sont les plus largement

exploités.

D’autre part, des additifs alimentaires et desbamtiques commerciaux ont été utilisés
pour contréler les infections chez I'homme, cesdpits ont entrainé des réactions
hypertensives ainsi que certaines résistances-vis-des pathogenes humaines (dues a des
souches bactériennes). Il a été indispensable d®rshercher des aliments sans additifs

chimiques et par la suite proposer des remedeseclantroissance microbienne [11].

Face a ces nombreux obstacles que présente dititiisdes antibactériens disponibles,
il est indispensable de rechercher de nouvellestanbes antibactériennes efficaces et a large
spectre d'action. Une des stratégies pour cettieerelte consiste a explorer les plantes
utilisées en médecine traditionnelle. Bon nombregdrdvaux ont été consacré ces derniéres
annéees aux propriétés meédicales des plantes aguestet médicinales et en particulier aux

propriétés antimicrobiennes de leurs extraits [12].

I'y a eu donc un réveil vers un intérét progreskhs ['utilisation des plantes
médicinales dans les pays développés comme dapsyssn voie de développement, parce

que les herbes fines guérissent sans effet seceratfavorable.

La présente partie comportera une étude sur uaetepltres exploitée dans la
meédecine traditionnelle au Maroc et spécialememisda région du moyen Atlas vu le

nombre de bienfaits qu’elle ne cesse de donnsiagjit deCistus ladaniferus

D’aprés un questionnaire que nous avons réalisélad3 dans la région du moyen
Atlas du Maroc, ou se trouve la plante en abonddageopulation utiliseCistus ladaniferus
dans la médication quotidienne, les gens l'utilisgrécialement pour lutter contre les maux

de I'estomac.

I. 1. Apercu sur Cistus ladaniferus

Le genreCistusa fait I'objet de certaines études chimiques ;snoeprenons, a la
suite, les principaux travaux réalisés suactivité biologique des extraits et de I'huile

essentielle obtenu a partir Géstus ladaniferus
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Des travaux ont montré que le ciste présente detsefantifongiques, antiviral, anti-
inflammatoire, gastroprotecteur, antitumoral [13].

Dans une étude préliminaire réalisé sur les dieatsaits duC. ladaniferus(HE,
concrete du Ciste, absolu du Ciste et résinoid&albi@anum), I'HE était la composante qui
manifeste le pouvoir antibactérien et antifongideeplus efficace. La réponse des micro-
organismes, differe d'une souche a l'autre, d’umestance a 'autre et d’'une concentration a
l'autre. La classification des souches selon lamnsgilité a 'HE deCistus ladaniferuspar
référence a une concentration faible (2000 ppmnoyenne (4000 ppm) montre un gradient
de sensibilité croissantAspergillus niger(la souche la plus résistanteMacor (la souche la
plus sensible) en passant @@wtrytis et Verticillium. L’action inhibitrice des extraits du
Cistus ladaniferusest due, surtout, a leur composition chimique igbn composeés

sesquiterpéniques a structure de base labdanigiie [1

Cistus ladaniferussécréte du labdanum qui est une sorte gdenme-résine
produite par des glandes oléiferes préserses les feuilles, les rameaux et les
sommités fleuries de la plante. On dit souwéste-labdanum. On immerge les rameaux et
les feuilles dans I'eau bouillante, la résine sgmauis elle est décantée et coulée en bloc. Ce
produit est utilisé en parfumerie pour son odewaude, balsamique et aphrodisiaque. C’est

aussi un puissant fixatif dont I'odeur rappelldeele I'ambre gris (produit issu du cachalot).

Le labdanum contient des composés diterpénoideglinjues, du type labdane et
cléerodane ; des monoterpenes : (35 a 5@o-ponene, 50%, Camphéne) ; monoterpénol :
(Bornéol) ; des aldéhydes et des cétones. Aujourdld labdanum est utilisé en parfumerie
pour ses propriétés odorantes et comme stabildams les parfums, on le trouve dans le
parfum « Poison » de Christian Dior (1985) ; « Rottermés » d’Hermes (2000) ; « Youth-
Dew » d’Estée Lauder (1952) ; « Vol de Nuit » dee@ain (1933) [15].

En 2005, une étude a été faite sur cinqg espéc€sstigsse trouvant en Turky, il s’agit
de C. creticusL., C. laurifoliusL., C. monspeliensis., C. parviflorusLam., etC. salviifolius
L., dans cette étude [lactivité antibactérienne dedraits: aqueux, méthanolique,
chloroformique, avec de l'acétate d'éthyle et leabol, a été testée s@taphylococcus
aureus (ATCC 29213 and ATCC 25923xtreptococcus faecaliATCC 29212),Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Bacillus cereus(RSKK 1122), Pseudomonas aerugino§&ATCC
27853), Escherichia coli(ATCC 25922), etCandida albicans(ATCC 10231). Tous les
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extraits testés ont inhibé la croissance des hasté&stées salfseudomonas aeruginosa
Candida albicangjui ont montré une certaine résistance [16].

Bouamama et al.pnt montré que les extraits aqueux et organigessespecef.
villosusL et C. monspeliensit marocaines sont dotés d’un pouvoir antimicrobigéressant

vis-a-vis des microorganismes responsables de beputinfections chez I'homme. [17].

D’apres tout ce qui précede nous avons constaté lgugenre Cistus est doté
d’activités biologiques prometteuses ce qui nopswsse a tester I'activité antibactérienne et
antioxydante de€istus ladaniferusL’extrait aqueux de cette espéce a prouvé aupatamn
effet relaxant sur des intestins du lapin et parséquent la possibilité de I'utiliser comme
traitement des troubles gastro-intestinaux. [18xtrait aqueux deCistus ladaniferus été
également considéré comme traitement curatif etgoné contre I’hypertension [19].

Apercu descriptif de Cistus ladaniferus:

Cistus ladaniferusest une plante appartenant a la famille Géstaceae elle est
représentée par sept genr€ssfus, Fumane, Halimium, Tuberaria, Helianthemtitadsonia
et Lecheq, le genreCistusa lui seul 16 especes particulierement repart@s th région de la
méditerranée. L'espedgistus ladaniferusest répandue dans le sud le 'Espagne, I'ltadie, |
Sicile, le Maroc et I'Algérie.

Cistus ladaniferusconnue au Maroc sous le nom vernaculaiteugzalt» est un
arbuste trés odorant, tres utilisée par la poprdticale de la région d’Oulmés (moyen atlas),
c’est une plante médicinale pouvant atteindre 3esate hauteur ; ses feuilles sont simples et
opposées, sans stipule, ovales de 4-8 x 0.6-2.5linggires et sont vertes et densément
couvertes de poils étoilés en dessous, les fleoms solitaires, de 7-10 cm, blanches. La
floraison est entre Avril et Juin. Cet arbrisseant@nt des globes luisants, couvertes par des
glandes sécrétrices d’'une résine brunatre. [20].

Cistus ladaniferusest une plante présentant un intérét biologiqugifomgique,
antiviral, antiinflammatoire, gastroprotecteur, immhoral et a la prévention des maladies
cardiovasculaires [21]. L’huile essentielle @istus ladaniferusest extrémement complexe,

dans certains cas, jusqu'a 300 composés ont @étéketpar CPG, la plupart d'entre eux étant

seulement présents sous forme de traces [22].
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La composition chimique de [l'huile essentielle d€istus ladaniferus
(commercialisée), a été déterminée par chromatbgapn phase gazeuse, couplée aux
indices de rétention [CPG-(IR)], et par résonanegmétique du carbone-13 (RMiE). Les
analyses ont conduit a lidentification de 31 malés. Cette composition chimique est
dominée par la présence de monoterpenes et deitsgsgues hydrocarbonés, le principal
représentant des monoterpénes estpihene (52,6%). Les molécules oxygénées sont
présentes en trés faibles proportions, elles sangjoritairement représentées par des
sesquiterpénols, comme le viridiflorol (6,7%) etléglol (2,2%), et par des monoterpénes

0Xygénés, tels que le trans-pinocarvéol (3,2%peétate de bornyle (2,2%) [23].

A : graineB: fleur. C : plante a I'état natureD : plante séchée

Figure 11: Cistus ladaniferus
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I. 2. Les microorganismes

Les organismes vivants sont tous de formidablemishes aux capacités souvent
insoupconnées. Chaque cellule est le siege d’'unbreronsidérable de réactions qui lui
permettent de créer les molécules nécessaires @esa partir des molécules de son

environnement.

Les bactéries sont des étres vivants unicellulategutonomes, procaryotes qui ne
contiennent pas de noyaux et qui se trouvent engrand nombre parce qu’ils peuvent se
multiplier rapidement. Il y a beaucoup de typesbdetéries qui sont toutes éparées dans

différents groupes et chaque groupe ayant desiptépiuniques.

Les bactéries représentent un groupe étonnant eamm@t fascinant. Tandis que la
plupart des bactéries doivent trouver des alimgntsres, protéines et vitamines) pour vivre,
certaines sont capables de faire leur propre atmtien avec les choses trouvées dans

I'environnement, comme la lumiére du soleil etiexgde de carbone.

Leur pouvoir peut étre soit commensal, soit pathegd.es bactéries pathogéenes
provoquent chez 'homme des infections dont les dgmes sont caractérisés par des
éruptions cutanées, toux, écoulement nasal, fatigaesée, douleurs musculaires, fievres,
etc. ; alors que les bactéries commensales paticgux maintient de la santé en stimulant le
systéme de la défense et en permettant de recoadtimmunité. Elles occupent des places

au niveau de la mugueuse accessible, nez, bouchlnx, intestin, etc.

Les maladies infectieuses causées par les bacadfiesent des millions de personnes
dans le monde entier et causent de lourdes peutesvaau économique. Ces infections
bactériennes sont traités par des antibiotiquessqot des agents antimicrobiens non ou
relativement peu toxiques pour I'organisme humairanimal, certains antibiotiques inhibent
la synthése de la paroi bactérienne et les acidekigues, d'autres altérent la membrane

cytoplasmique et perturbent la synthése protéigug\aeau du ribosome [24].

A coté des antibiotiques, beaucoup de plantes digues sont caractérisées par la
synthese de molécules odorantes connues pourdButeaantiseptique et thérapeutique dans

la médecine populaire.

77



Etude de I'activité antibactérienne et antioxydante de Cistus ladaniferus

I. 3. Techniques de détermination de l'activité ant  ibactérienne

L’étude de l'activité d'un produit sur une souchactérienne consiste a le mettre en
contact tout en observant les conséquences suivielagpppement et la survie de la culture

bactérienne. Beaucoup de techniques ont été misésiéence aussi bien en milieu liquide
gu’en milieu solide.

I. 3.1. Technique en milieu liquide

Cette technique consiste a distribuer dans desstabessai contenant un certain
volume nutritif ensemencé du germe a tester, diffias concentrations du produit a tester
(antibiotique, huile essentielle, extrait d'unerfg substance synthétisée...).

Aprés la durée de l'incubation des subculturesfedtfient afin de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices de la crassamicrobienne.

: Ensemencement

)
]

.mj 4 !f alul
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—B : Apres 24h

Figure 12: Détermination directe de la CMI en milieu ligaid
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l. 3.2. Technique en milieu solide

Appelée aussi technique de I'antibiogramme. Dartte cechnique on utilise des
disques de papier filtre imprégnés du produit getesn solution et déposés a la surface d’'un
milieu gélosé préalablement ensemencé en surfage ane suspension bactérienne. On
incorpore l'antibiotique a une concentration donmiEms la gélose. Aprés incubation, la
lecture des résultats se fait par la mesure duéti@na’inhibition en mm.

Figure 13: Antibiogramme de quelques antibiotiques

Une variante de cette technique consiste en I'aggant dans la gélose coulée et
solidifiée en boite de Pétri. On remplit cette t&wd’un volume donné du produit a tester qui

va diffuser dans la gélose, la lecture se fait @apreEubation en mesurant le diamétre
d’inhibition.

Dans notre travail, nous avons procédé pour déetemiiactivité antibactérienne de
'huile essentielle et les extraits ddstus ladaniferugar la technique en milieu solide, et

pour la détermination de la CMI de I'huile essdtdiele Cistus ladaniferuga technique en
milieu liquide.
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[. 4. Pouvoir antioxydant

Les PAM ont beaucoup d’intérét comme source patkmnle molécules bioactives,
elles ne cessent de prouver des activités biolegigutéressantes pour I’homme et pour son

environnement.

Les domaines de l'industrie alimentaire et cosnu&tsgconnaissent de vrais problémes
a cause de l'utilisation des produits industriaisgii protégent contre I'oxydation. Il était

alors recommander de trouver des antioxydants @latgui minimisent ces dégats.

L'oxygene joue un double rdéle fondamental dans whggocessus biologique : d'une
part c'est un élément indispensable a la vie, d'audrt il est responsable pour pratiquement
tous les processus de décomposition. Le fer daun rduillé, par exemple, a formé un alliage
avec l'oxygene. Le fer est donc oxydé et a mamifesht perdu de sa qualité. Il se passe la
méme chose avec du bois qui se brdle : le boisesa I'oxygene, produisant ainsi de la

chaleur (feu) et des cendres (décomposition) [25].

La combustion de nutriments dans nos cellules celigs est également un processus
de décomposition de ces substances, nécessitantcptau de I'oxygene et produisant de
I'énergie (chaleur). Il s'agit ici d'une oxydatisauhaitée. Un clou rouillé par contre est la
suite d'une oxydation non souhaitée. A c6té deydiére, il y a plusieurs autres éléments
pouvant provoquer I'oxydation, il va de soi quailif donc éviter le plus possible les processus
d'oxydation non souhaitée dans notre corps. L'akydaon souhaitée dans notre corps des
acides gras, par exemple, ne provoque pas seuldeeidcomposition de ces acides gras,

mais aussi l'apparition des « radicaux libres ».

I. 4.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des particules tres petitlees actives et trés agressives,
pouvant causer beaucoup de dégats. Ces « tersosistpparaissent lors de chaque processus
d'oxydation ; aussi bien l'oxydation souhaitée goa souhaitée. La formation de radicaux
libres dans notre corps peut également étre la sigtnotre division cellulaire normale, de
notre systeme de défense et de notre systeme adfabé@tion. Extérieurement notre corps est
exposeé aux effets des radicaux libres par la radiala fumée de cigarettes et la pollution de
I'air, la pollution alimentaire par les additifsnslgétiques, le surmenage, le stress, les métaux
lourds, etc [26].
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Les radicaux libres sont des composés caractépaesune structure électronique
déséquilibrée qui leur confére une grande réaétsiitr les constituants organiques et sur les
structures cellulaires. lls favorisent habituell@mle bon fonctionnement de l'organisme et la

santé des mammiferes, mais leur exces peut étastaéf

L’ensemble des radicaux libres et de leurs précussest souvent appelé « espéces
réactives de l'oxygenes » (EOR). Cette appellafimriut les radicaux libres et certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dontoXicité est importante tel le peroxyde
d’hydrogene (HO,) et le peroxynitrite (ONOQ[27].
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Figure 14: Origine des différents radicaux libres oxygéegsspeces réactives de I'oxygene
impliqués en biologie [27]
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l. 4.2. Le stress oxydatif

La production des radicaux libres est maitrisée &g systémes de défenses ou la
balance antioxydante / prooxydante reste équiljomégs dans le cas ou on a un déficit en
antioxydants ou par suite de déficit on a une suhpetion énorme de radicaux c’est ce qu’on

appelle le stress oxydant [27].

Tabac {
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b A L

w k ; Infection
@)4(B g

Hygiéne de vie 2
déséquilibrée %/

Traumatismes

Oxidative Balance

Inflammation

Vieillissement

Stress

Déficitimmunitaire

Figure 15: Balance oxydative

Notre corps se défend de deux manieres contre egsade radicaux libres. Il a d'une
part a sa disposition les enzymes produites peodes qui neutralisent les radicaux libres en
les liants. On cite comme titre d’exemple : la lzge, le glutathion et le SOD (le super oxyde
dismutase). D'autre part le corps peut disposetidigydants qui sont des substances que I'on
trouve généralement dans notre alimentation poywavenir I'oxydation non souhaitée ainsi
que la formation de radicaux libres non souhait#ere la vitamine A, le beta-carotene, la
vitamine C, la vitamine E, la vitamine B6, le zirte,sélénium, la taurine, la méthionine et

d'autres substances comme l'ail, le pycnogéndrédioes plantes.

Les antioxydants sont alors un moyen de protégercédlules du corps contre les
dommages causés par les radicaux libres qui se puaoduits par les mécanismes

physiologiques et qui sont utiles pour I'organisindose raisonnable.
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l. 4.3. Revue sur I'activité antioxydante deCistus ladaniferus

Beaucoup de chercheurs se sont intéressés auxyat#ias d’origine naturels, ils ont
trouvé que des plantes médicinales peuvent étre adésxydants vu la présence des
métabolites a l'intérieur de leurs tissus [28] Uatede a rapporté qu&istus ladaniferupeut
étre une bonne source pour les antioxydants natupel peuvent étre exploités dans le
domaine de l'industrie alimentaire vu le taux élels flavonoides et produits phénoliques y
existant [29]. L'HE dAfraegle paniculatgRutaceaga manifesté une propriété antioxydante
comparable a celle de la vitamine C. LegoGbnt 2,2 mg/mL pour I'HE et 1,7 mg/mL pour
la vitamine C, ceci a expliqué I'emploi de cettpéxse en médecine traditionnelle [30]. Une
autre étude a montré que l'activité antioxydantéldele essentielle deavandula officinalis
(Algérie) présente un pouvoir antioxydant qui esima efficace en comparaison a celui de la
vitamine E [31]. Dans le but de tester I'activitdtiaxydante des plantes marocaines nous
nous somme intéressés a évaluer cette activité@igtus ladaniferugle la région du moyen

atlas du Maroc.

L’extrait aqueux de&istus ladaniferugEspagne) contient des flavonoides qui sont des
composeés doués d’'une forte activité antioxydan®y. [Bes feuilles deCistus ladaniferus
contiennent un certain nombre d’Hydrocarbones Pileene, le Camphene, le Sabinene, le
Myrcene, le Phellandrene, le Terpinene, le Limon&n€ymene ; des Carbonyles : le 1,8-
Cineol, le 2,2,6-Trimethylcyclohexanone, le Fenahote Thujone, l'iso-Menthone, le
Benzaldehyde, le Bornylacetate, I'Acetophenone iteal; et des Alcools : le Cis-Hexen-3-
ol-1, le trans-Hexen-2-ol-1, le Linalool, le Terpm4-ol, le Borneol, le Geraniol, 'Eugenol
mais aucun composé ne prédomine [33], une étudmte@ mis le point sur la corrélation
entre 'activité antioxydante et le pourcentage desmposés polyphénoliques (Flavonoides),
Trente extraits de plantes (y comptsstus ladaniferusl’Espagne ainsi que d’autres plantes
médicinales marocaines) ont été utilisés dans oétibele qui a prouvé que lactivité

antioxydante a été attribuée aux composés polypigéies se trouvant dans ces extraits [34].

Les flavonoides sont des pigments responsables dmlbration des végétaux et
assurant la protection vis-a-vis des rayonnemelfta-wiolets. La structure de base des
flavonoides est celle de diphénols (deux noyauxnphéa quinze atomes de carbone,
assemblage C6-C3-C6. Les flavonoides sont les ce@spbiologiqguement les plus actifs
parmi les polyphénols, leur nombre avoisine 5000émdes. Parmi les différentes classes de

flavonoides on trouve:
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» flavonols (kaempférol, quercétine, myricétine, lmnétine ...)
> flavones (apigénine, lutéoline)
» flavan-3-ols (catéchines, épicatéchines, théafts/et théarubigines ...)
» anthocyanidines (cyanidine, delphinidine, malvidipélargonidine ...)
» chalcones et aurones.
Ry
OH OH
HO o HO (@)
- " )
OH
OH 0 OH (6]
Flavonols Flavones
OH Ry
OH OH
HO HO 4
R, X R,
-|||I|||R2 /
Rs OH
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Flavan-3-ols Anthocyanidines

Figure 16: Les structures chimiques de quelques flavonoides

lls sont présents le plus souvent sous les formét@tosides (combinés a un ou
plusieurs sucres : oses), dans les fruits, légurttes, et quasiment toutes les plantes
médicinales. Les flavonoides sont connus pour é&tivité antioxydante [35], ils sont des
vrais piégeurs des radicaux libres [36].

lls ont aussi une action de protection vasculairaction vitaminique P (P pour
perméabilité) en tant que cofacteurs de la vitandin@cide ascorbique), ainsi qu’une action
anti-inflammatoire [37]. lls pourraient réduirepeolifération cellulaire et exercer une activité

antitumorale, surtout certains dérivés de flavqB8§ et des chalcones [39].
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Les flavonoidesont d’autres proprtés tells que: nopriétés an-angiogéniques
(apigénine, lutéoline) [4041], ils préviennent la fixation des hormones cancérigenesesi
cellules (isoflavones).ld ont ausi une Action de prévention des cancers, surtout
combinaison synergique d'agents chimiopréver[42], ils sont antihépatotoxiquesanti-
ulcéreux et ertains sont anxiolytiques, tranquillisants, ligangour les récepteurs a

benzodiazépines [43].

Pour tester I'activié antioxydante des extraits Cistus ladaniferu, a savoir I'extrait
de I'Hexane/extrait de DCM, I'extrait dACOEt, I'extrait de MeOH et I'exait aqueux, nous
avons procédé selon la méthode du DPI2,2-diphényl-1picrylhnydrazyle) Ce composé
chimique fut 'un des premiers radicaux libresisélpour étudier la relation struct-activité
antioxydanteles composeés phénoligi44]. Il possede un électron non apé sur un atome
du pont d’azoteDu fait de cette délocalisation, les moléculegatlical ne forment pas d
dimeres, le DPPHe reste dans sa forme monomérévesteentstable & températuredinaire.
Ce radical stable posséde une coloration violaitede, lorsqu’il est réduit la colorati
devient jaune pale,al mesure de [lefficacité d’'un antioxydant se fait mesurant I
diminution de la coloration violet due & une recombinaison des radicBi®»PHe mesurable

par spectrophotométrie a 5538 nm.

_N NO,

NO,

Figure 17: Structure chimique du radical libre DPPHe

Le piégeage des radicx libres par des antioxydants (groupementsnoliques), se
fait par la libération d¢atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle (cipdéi rapide d
certaines acides et dérivées phénolig Le mécanisme principal d’action est le piégeage
radicaux libres par le transfert de I'atome H suDPPHe alors transformé en une molé«
stable DPPHH [45] selda réaction

DPPHe + ®OH — DPPHH + ©O-
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[I. PARTIE EXPERIMENTALE DE L'ACTIVITE
ANTIBACTERIENNE

[l. 1. Matériels et méthodes
[l. 1.1. Matériels
II. 1.1.1. Les produits a tester

Pour tester l'activité antibactérienne de la plagtiediée nous avons utilisé I'huile
essentielle et cing types d’extraits deistus ladaniferus un a I'hexane, un au
dichlorométhane, un a l'acétate d’éthyle, un auhaugdl et un dernier aqueux. L’huile
essentielle et les différents extraits testés omé @réparés au Laboratoire de

Substance Naturelles et Thermolyse Eclair de laliades Sciences de Rabat.

Pour I'huile essentielle nous avons utilisé la mé#h d’hydrodistillation décrite dans

la premiére partie.

Pour les extraits hexanique, dichlorométhaniquétade éthylique et méthanolique
nous avons utilisé I'extracteur de Soxhlet, il #atjun appareil spécialement congu pour
I'extraction continue solide/liquide. Le rapportide/liquide est de 1/5 & 1/10 (v/v), le solvant
est porté a ébullition, puis condensé avec le cosela a boules, dans le réservoir a siphon,
contenant le solide a extraire dans une cartouehgagdier épais. Le contact entre le solvant et
le produit & extraire dure pendant I'accumulatiarsdlvant dans le réservoir, puis quand le
solvant atteint un certain niveau, il amorce ldsipet retourne dans le ballon en entrainant la
substance dissoute. Ce cycle peut étre répétéeplssiois, selon la facilité avec laquelle le

produit diffuse dans le solvant.

87



Etude de I'activité antibactérienne et antioxydante de Cistus ladaniferus

IL
= —p Eau
Condenseur
Eau —= = 4 boules
U
Siphon A—L
Ascension
du
Reflux du solvant neuf
solvant chargé

Cartouche poreuse
Solide

Solvant B

N

C—————1  Chauffe-ballon

Figure 18: Extracteur Soxhlet

Pour réaliser I'extraction, nous avons placé dane cartouche 200 g d€istus
ladaniferusen poudre, nous avons rempli le ballon avec 80@urdolvant et nous avons mis
le systtme en marche jusqu’a lI'extraction de laonitgj des substances existantes dans
I’échantillon (24 h).

Nous avons réalisé cette extraction a l'aide deasut de polarité croissante en allant
par du moins polaire au plus polaire : 'hexanedilghlorométhane, I'acétate d'éthyle et le
méthanol. Les extraits obtenus sont récupérés &vagsration complete du solvant a l'aide

du rotavapeur. lIs sont ensuite placés dans dds flatons opaques et conservés a 4 °C.

Pour l'extrait aqueux, I'extraction des substanbiEsmctives contenues dans la partie
aérienne de la plante (poudre @eéstus ladaniferus est réalisée par infusion dans l'eau

distillée bouillante.

Apres broyage de la partie aérienneQigtus ladaniferus10 g de poudre de la plante
sont additionnés a 100 ml d’eau distillée bouikar®n laisse 30 minutes pour infusion avec
agitation magnétique. L’extrait aqueux obtenu esuée centrifugé a 1000 tours/min pendant
10 minutes pour se débarrasser des débris de plamtefiltré sur papier filtre.
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Le filtrat (68 ml + 6) est ensuite lyophilisé aitle d’'un lyophilisateur. La congélation
de I'extrait a -20°C est une condition nécessammtlyophilisation afin de garder intacte les

molécules extraites de la partie aérienne de la@lehoisie.

10 g deC. ladaniferugbroyé)

+

100 ml d’eau distillée bouillante «100°C »

!

Infusion pendant 30 minutes

g

Centrifugation a 1000 tours/min

U

Filtration avec du papier filtre
(Extrait sous forme aqueux)

g

Congélation a -20°C

g

Séchage par lyophilisation

Extrait aqueux lyophilisé (poudre)

Figure 19: Schéma du protocole
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[I. 1.1.2. Les souches bactériennes

Le matériel biologique utilisé dans cette étudeoesistitué de souches bactériennes
appartenant a la collection des souches de I'INlds esont conservées au Département de
Bactériologie Médical de I'INH et ont été isoléegpartir des différents liquides biologiques
des patients. Elles sont entretenues par repigsagegélose nutritive favorable a leur
croissance, on les utilise entre autres pour ldage des substances naturelles ou de synthese

a effet antimicrobien.

Ces souches sont regroupées dans le tableau qguibsunous avons mentionné la

source et les pathogenes dont elles sont respassabl

Tableau 14: Les souches bactériennes utilisées

Les groupes des souches  Les souches testées La source des souches
testées

Streptococcus sanguins | Infections cutanées

Gram-positive Staphylococcus epidermis Infections urinaires
Multi résistant Infections nosocomiales
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus | Infections urinaires
Acinetobacter baumannii, Infections nosocomiales

Gram-négative Pseudomonas fluorescens)nfections de l'oreille

Non entérobacteries | Pseudomonas aeruginosa Infections urinaires

salmonella enteritidis Toxi infection Alimentaire

Salmonella Typhimurium | Toxi infection Alimentaire

Salmonella arizonae Toxi infection Alimentaire
Gram-négative Hafnia alveie Infections urinaires
entérobactéries Yersinia enterocolitica | Toxi infection Alimentaire

Escherichia coli Infections vaginales

Klebsiella pneumoniae Infections urinaires
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[l. 1.1.3. Les milieux de culture

Les milieux utilisés pour I'entretien des souchekatude de la sensibilité bactérienne
aux extraits testés sont : le milieu Breat Heaftidion (BHI), et le milieu Mueller Hinton
Agar (MHA) qui est standardisé par I'OrganisatioroiMiale de la Santé (OMS) pour la

détermination de la sensibilité des bactéries atibiatiques.
Pour les solvants nous avons utilisé :

v I'eau physiologique stérile : NaCl (9g/l), pour pager et diluer les suspensions
bactériennes.

v le Twin 80% : pour solubiliser I'huile essentielle

<

I'eau distillé pour solubiliser I'extrait méthanglie et I'extrait aqueux.
v' le DMSO pour solubiliser I'extrait de I'Hexane, d&chlorométhane et de

I'Acétate d’éthyle.

[l. 1.2. Méthodes
[1. 1.2.1. Dilution des essais

Pour I'extrait aqueux et I'extrait MeOH, nous avoeféectué des dilutions avec de
'eau distillée stérile, et pour les extraits dbekane, de DCM et de I'EtOAc nous avons
utilisé le DMSO, et pour I'HE le Twin 80% selond@me procédure. Les résultats les plus

significatifs ont été enregistrés pour les dilusale I'ordre de 1/2.

Il. 1.2.2. Test d’écouvillonnage

On dispose des colonies pures de différentes seushetériennes sur un milieu de
culture, on met stérilement de I'eau physiologigia®s un tube a hémolyse puis on préléve
une fraction des colonies pures et on les met spesision. L'opacité est ensuite ajustée afin

d’avoir un inoculum qui correspond a I'échelle 8bMac Farland [46].

On fait couler stérilement 18 ml de milieu MHA dashess boites de Pétri, une fois la
gélose est solidifiée les boites sont conservée®’@ jusqu’a la date d’utilisation qui ne doit
pas dépasser une semaine. On trempe I'écouvillos ldasuspension puis on ensemence par

la suite la gélose par 1ml de suspension (eau @logsjue contenant une souche active).
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On laisse sécher 3 & 5 minutes, on met par la dagepuits sur le fond de la boite (Il
faut les éloigner de 1 cm du bord minimum), on rero@s puits par 50 pl d’extrait qu’on
veut tester pour différentes dilutions. On les é&pdans un endroit froid a +4°C durant 30
min pour faciliter la diffusion des extraits surtquour I'huile essentielle et empécher sa
volatilité immédiate. L'incubation se fait a 37°@malant 18 a 24 heures.

Les tests ont été répétés trois fois et pour chaegteantibactérien on a associé deux

boites témoins, afin de vérifier I'absence de comit@tion pendant 'ensemencement.

[I. 1.2.3. La lecture des résultats

La lecture des résultats obtenus se fait en meslaramametre de la zone d’inhibition
produite autour des puits aprés incubation.

.~ Zone d'inhibition

i - — m— _-"‘\-_._\
i~ e
a \

A
X e —— —-*'};:' 7
e

- . Croissance bacterienne

‘Gélnse Mueller Hinton

Puits rempli par produit
testé

Figure 20: Schéma représentant une zone d’inhibition
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[l. 1.2.4. Détermination de la CMI

Nous avons adopté pour la détermination de la GdMtechnique de microtitration
décrite par Eloff [47] sur microplaques stérilesugitisant le MTT : le bromure de [3-(4,5-
Diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium] (sita, Saint-Louis, MO) comme indicateur
de variabilité.

Dans chaque puits, on verse 80 pl de milieu deneuliquide (BHI), on ajoute 90 pl
du produit & tester, des dilutions successivegtnénsuite réalisées.

Chaque puit est ensuite ensemencé par 10 ul despeeission des microorganismes et
a la fin de la période dincubation a la tempémtadéquate, le MTT est préparé
extemporanément a 0,4 mg/ml dans de I'eau physoilegstérile. 10 pul de la solution MTT

sont rajoutés dans chaque puit, la plaque esttiésére pendant 10 a 30 minutes a 37°C.

Figure 21: Des plaques pour la microtitration

Les puits ou nous avons observé une colorationebMuolette, indiquaient une

croissance microbienne.
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[l. 2. Résultats et discussion

[l. 2.1. Diameétres d’inhibition

Les diamétres d'inhibitions obtenus lors de criblatg I'activité antibactérienne de

I'huile essentielle et des différents extraits @istus ladaniferussont mentionnés dans le

tableau suivant :

Tableau 15: Activité des différents extraits d&stus ladaniferugdiameétre de la zone
d’inhibition des cultures microbiennes en mm)

HE Ext Hexane | Ext EtOAc Ext MeOH Ext DCM Ext H,O
Dillutions | Y2 | Ya | % | Y2 | Ya | B | Y2 | Ya | % Yo | YVa| % | Y2 | Ya Y o | Ya Y
Souche
SS 20 | 19| 18| 11,9 10 13p 11 8 215 19 15 [12 [11 - 182 | 11
SE 25| 23| 19| 104 8| -] 115 10 8 28 19 17 16 15 {12 (20 |185
SA 27| 25| 22| 12| 10 -| 12/ 10 § 21 19 15 16 15 13 20 (17 |15
MSA 28| 25| 21| - - -] 13] 11 8] 19 17 16 15 14 1
SL1 12| 11| 9 - - - - - - - - - - - -
PA 12| 10| 10| - - -1 120 11 - 21 18 14 D D
HA 13| 10| 9 - - - - - - - - - - - -
SL3 15| 14| 12| - - - - - - - - - - - -
KP 15| 14| 14| - - - - - -1 17 1§ 13 - - - 16 15 12
EC 18| 17| 17| 10| 8| 8| 10/ 8 -l 155 12 105N | I
SL2 19| 17| 12| - - - - - - - - - - - -
PF 22| 20| 19| - - - - - - - - - - - -
AB 24 | 20| 18| - - - - - -1 20 19 13 18 17y 18 20 19 15
Y 25| 22| 19| 8 - -1 11 10 -| 21 18 15 13 11 - 18 17 13

SS:Streptococcus sanguinSE :Staphylococcus epidermiSA :Staphylococcus aureuB|SA :multi résistant

Staphylococcus aureuS|-1 :salmonella enteritidisPA :Pseudomonas aeruginogdA :Hafnia alveie,

SL3:Salmonella arizona&lP :Klebsiella pneumoniad;C :Escherichia coli,SL2 :Salmonella Typhimurium,

PF :Pseudomonas fluorescedsB :Acinetobacter baumanniy, :Yersinia enterocoliticaHE : Huile

essentielle Ext Hexane: Extrait de I’hexane Ext EtOAc : Extrait de I'acétate d’'éthyleExt MeOH : Extrait

de méthanol Ext DCM : Extrait de dichlorométhaneExt H,O : Extrait aqueux ; ND : non déterminé.

94




Etude de I'activité antibactérienne et antioxydante de Cistus ladaniferus

Nous donnons ci-dessous quelques photos montsanbiees d’'inhibition :

Pour 'huile essentielle:

Photo 1 Klebsiella pneumoniae _Photo 2Acinetobacter baumannii  Photo 3Staphylococcus aureus

Pour I'extrait méthanolique:

Photo 4 Staphylococcus aureus Photo 5 Streptococcus sanguins

Photo 6 Acinetobacter baumannii Ptiat Escherichia coli

Photo 8 Pseudomonas fluorescens Photo 9 Salmonella Typhimurium

Figure 22: Photos montrant des zones d’inhibition de lassance bactérienne
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II. 2.2. La CMI de 'HE

La concentration minimale inhibitrice a été détemdei pour I'huile essentielle de
Cistus ladaniferusnous avons présenté les résultats dans le tasldsant :

Tableau 16: La CMI de I'huile essentielle deistus ladaniferus

Souches | SS| SE| SA| MSA | SL1| PA|HA |SL3| KP | EC|SL2| PF | AB | Y

CMI
(kg/ml)

e e e I e T s + | ++ |+ + - + |+t

SS: Streptococcus sanguinSE : Staphylococcus epidermiSA : Staphylococcus aureus|SA : multi résistant
Staphylococcus aureuS|.1: salmonella enteritidis?A : Pseudomonas aeruginosaA : Hafnia alveie SL3:
Salmonella arizonaé§P : Klebsiella pneumoniad;C : Escherichia coliSL2 : Salmonella Typhimuriuni®F :
Pseudomonas fluorescers3 : Acinetobacter baumanni¥, : Yersinia enterocoliticaCMI : concentration
minimale inhibitrice. + : 250ug/ml, ++ : 125ug/mit+ : 50ug/ml, - : Pas d’'activité.

La photo qui suit montre une microplaque utiliséarda détermination de la CMI.

Figure 23: Microplague montrant la présence des souchdsgiime
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Il. 3. Discussion

Les essais de criblage du pouvoir antimicrobien éiat réalisés par la méthode de
diffusion sur gel. C’est un test préliminaire etatjiatif, recommandé par la pharmacopée
francaise afin d’avoir une idée sur le potentidiiliiteur de I'huile essentielle et de quelques
extraits deCistus ladaniferus

D’aprés les résultats trouvés, il apparait quauinsoun des produits issus par
I'extraction a manifesté une activité. On remarque pour l'huile essentielle, toutes les
souches bactériennes sont sensibles avec un déadigthibition considérable ; les souches
Gram positives ont un diametre d’inhibition avee umoyenne de I'ordre de 25 mm ; pour les
souches Gram négatives on a observé une dimindéda zone d’inhibition par rapport a la
premiére catégorie et pour les mémes concentraganSuile essentielle avec un diamétre
d’inhibitions d’'une moyenne de l'ordre de 17,5 m@n trouve toujours pour chaque essai

que le diametre d’inhibition est proportionnel &tacentration en huile essentielle.

Contre Staphylococcus aureugphoto 3), I'huile essentielle montre une effitéci
inhibitrice avec un diamétre d’inhibition allantspgu’a 28 mm (la CMI est de I'ordre de 250
png/ml). Pour les souches Gram négatives, qui ptésegéenéralement de fortes résistances,
on trouve des diamétres d’inhibitions compris erffemm pour la souchAcinetobacter
baumanii (CMI : 250ug/ml ; photo 2), et 12mm pour la soucemonella enteritidiset
Pseudomonas aeruginos@i ont enregistré une CMI considérable (125ug/tal)CMI de la

soucheYersinia enterocoliticatait la plus intéressante dans I'ensemble (6g3/B|).

Dans une étude de I'activité antibactérienne deilehessentielle d€istus ladaniferus
provenant d’'Unités Commerciales (Distilleries « Uamdriolu » et « Phytosun »), sur 7
souches bactériennes en utilisant la méthode digsaih par disqueStaphylococcus aureus

était la plus sensible a I'huile essentielle avee GMI de I'ordre de 200 pg/ml [48].

Beaucoup de travaux entrepris ont montré que legbas Gram positives ont une
forte sensibilité pour les huiles essentielles lggebactéries Gram négatives [49], la structure
de la paroi cellulaire des bactéries Gram positleesend toutefois plus sensibles a I'action

de ces huiles que celle des souches Gram néggtivémite le passage des substances [50].
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Pour notre étude, il ressort des résultats obteyues I'huile essentielle d€istus
ladaniferus de la région d’Oulmés prononce une activité irthite sur 'ensemble des

bactéries testées aussi bien Gram négatives qume @rsitives.

Les valeurs de diamétres d’inhibition obtenus dénscas des extraits avec les
différents solvants de I'espé€astus ladaniferusont généralement faibles par rapport a ceux

obtenus dans le cas de I'huile essentielle.

Selon les chiffres mentionnés dans le tableau égdgltats, on constate que I'extrait
méthanolique présente des diametres d’'inhibitiorsictrables, pour les souches bactériennes
Gram positives, on enregistre une moyenne de 21 tamajs que certaines souches Gram
négatives ont montré une certaine résistance,agitsdes soucheSalmonella enteritidis
Hafnia alveie Salmonella arizonge Pseudomonas fluorescen@hoto 8), Salmonella
Typhimurium(photo 9) pour laquelle la moyenne de diamétrahdtiition est de I'ordre de
18.9 mm.

Des résultats obtenus concernant I'activité antdranne des extraits aqueux de 15
plantes médicinales testées ont montré que troisedeplantes Myrtus communisCistus
ladaniferuset Cistus monspelienssont dotées d’'une activité antibactérienne impoetale
spectre d’action de quatre extraits chimiques (ar@hquen éthanolique, a I'acétate d’éthyle
et agueux) de ces plantes contre 14 souches leaciés Gram positives et Gram négatives a
montré que les bactéries Gram positives sont uasiles aux extraits des plantes que les

bactéries Gram négatives [51].

Pour notre extrait aqueux nous avons constatégpeatient les mémes résultats qui
ont été obtenus pour I'extrait méthanolique avexdlameétres d’inhibition un peu faibles par

rapport aux diametres d’inhibition trouvés.

Pour les extraits hexanique, dichlorométhanoliqtietaylacétyleique nous avons
observé des diamétres d’inhibitions moyennementldai en comparaison avec ce qui
précede, pour I'extrait de 'AcOEt, le produit @hibé la croissance de quatre souches Gram
positives avec un diamétre d’inhibition de moyeudieel2,5 mm, alors que pour les souches
Gram négatives seules trois souches parmi lesadigh®s ont manifesté une inhibition, avec

un diamétre d’inhibition de moyenne 11 mm.
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Pour les extraits de dichlorométhane et de I'Hexamsus avons constaté une
inhibition de trois souches Gram positives sur guabuches, avec un diametre d’'inhibition
de moyenne de 14,5 mm pour DCM et de 11,3 mm pldexéane.

L’inhibition des souches Gram négatives a enragisine grande résistance, on a
observé pour lI'extrait de DCM Tlinhibition de dewouches parmi huit souches avec un
diamétre d’inhibition de moyenne de 15,5 mm, etrpbextrait héxanique on n'a eu
I'inhibition que de deux souches sur les dix sosalige nous avons testé avec un diamétre de

zone d’inhibition faible de moyenne de 9 mm.

On a remarqué que selon l'ordre croissant de larip@ldes solvants utilisés pour
I'extraction, I'activité antibactérienne se pronerae mieux en mieux, on peut expliquer ceci
par le nombre et la nature des composeés extrpitsir; I'extrait hexanique (inhibition de la
croissance de 5 souches sur 14), ceci expligueoungr antibactérien beaucoup plus faible
que celui trouvé dans le cas de I'extrait métha@i(inhibition de la croissance de 9 souches
sur 14).
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lll. PARTIE EXPERIMENTALE DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANT E

Le test de l'activité antioxydante des extraits@istus ladaniferusa été réalisé au
laboratoire de linstitut Pharmaceutique BiologteBeéotechnologie de l'université Heinrich

Heine de Dusseldorf en Allemagne.

[1l. 1. Matériels et méthodes
[1l. 1.1. Matériels

Les produits que nous avons testés sont des extie@istus ladaniferusil s’agit des
extraits a I’hexane, au dichlorométhane, a l'aeéthéthyle, au méthanol et I'extrait aqueux,

ces extraits nous les avons préparés selon leqmietdécrit auparavant.

lll. 1.2. La préparation de la solution

Nous avons procédé pour réaliser I'évaluation detivité antioxydante suivant le
protocole décrit par Lopes-Lutz [52], nous avonsisitisé le DPPH dans le méthanol absolu
pour avoir une solution de DPPH (solution violettigs échantillons des extraits ont été
préparés par dissolution dans le méthanol a raiod.7 mg/ml. Les solutions méres ont
subis ensuite des dilutions pour avoir les conegiotns suivantes : 50, 150, 300 et 450 pg/ml.

Dans des cuves, nous avons introduit 3 ml de chagtrait et 1 ml de la solution
méthanoligue au DPPH (4.5 mg/100 ml). Les tubed smsuite placés a l'obscurité a
température ambiante pendant 30 min dans le spbctromeétre et la lecture est effectuée par

la mesure de I'absorbance a 517 nm.

Pour chaque dilution nous avons préparé un blanstitoé de la solution de DPPH et
un contréle positif constitué d'une solution de pgallate (76 uM), (antioxydant de

référence). Les tests ont été répétés 3 fois grague dilution.

L’'absorbance a été mesuré aprés 30 min, les valduenues sont transformées

ensuite en pourcentage en utilisant la formuleasugy :
An (%) = [(Ag - Ap) / (As - Apod] X 100

Ou:
Aa : I'activité antioxydante en comparaison avecdsetmdle positive.
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Ag : 'absorption de la solution de DPPH
Ap : I'absorption de I'échantillon (extrait)

Apos: I'absorption du contrdle positif (propylgallate)

[1l. 2. Résultats

En présence des piégeurs des radicaux libres, RHO® couleur violette se réduit en
DPPHH (2, 2 diphenyl 1 picryl hydrazine) de coulgume [53].

L’activité antioxydante de nos produits a été ésalpar la méthode de DPPH. La
solution méthanolique de DPPH" présente une cadoratiolette, le protocole appliqué
repose sur la réduction de DPPH par un composeégiere anti-radicalaire qui entraine sa
décoloration. En présence d’'un antioxydant, la torgduite de DPPH-H confére a la solution

une coloration jaune et par conséquence une dirnimde I'absorbance.

CHy
HAC—+-CHy
( ' G“i
i A CM
{0}
CN
Hal _
CH
-..I' ':;'E]
¢ DPPH radicd »

Figure 24 : Transformation de coloration de la solution DPPH

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été coépacelui du propylgallate connu
par son pouvoir anti radicalaire et donc antioxyddeveé.

Le test précédant nous a permis de déterminenvigiciantioxydante des différents
extraits deCistus ladaniferus La détermination du pourcentage de cette actimitété
effectuée a I'aide d’un spectrophotometre a 517 nm.
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La figure qui suit représente la variation du peuatage de l'activité antioxydante en
fonction des concentrations des extraitastus ladaniferusestés.
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Figure 25: Activité antioxydante des extraits @éstus ladaniferus
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I1l. 3. Discussion

Les résultats exprimés en tant que pourcentagacdevité antioxydante révelent que
tous les extrais testés ont un pouvoir antioxydamxtrait aqueux et I'extrait méthanolique
de Cistus ladaniferuont présenté une forte activité antioxydante ecattivité atteint 100%
pour une concentration de 10 pg/mL pour les detraigs.

Pour l'extrait de l'acétate d’éthyle, cette actviteste marquante et nous avons
observé qu’elle se corréle avec la concentratiozs kxtraits de dichlorométhane et de
I’'hexane prononcent une activité moyennement fajjoliepeut atteindre respectivement 38%
et 20%.

Dans une étude sur les fractions de l'acétate @eétht du n-butanol, de I'extrait
éthanolique de€istus ladaniferusles auteurs ont adopté l'idée que cette plani @@e une
source d’antioxydants naturels qui peuvent trouvidisation dans l'industrie alimentaire
[54].

Dans le but de trouver une corrélation entre Raigtiantioxydante et les composés
phénoliques de 30 plantes utilisés dans I'industlimentaire et cosmétique, Dudonnéakt
ont prouvé que l'extrait aqueux deistus ladaniferusoriginaire d’Espagne contient une
importante composition en polyphénols et une bautwité antioxydante et ceci en utilisant
les différentes méthodes de la détermination dee aattivité [55]. Ceci indique que les
composes phénoligues sont les principaux conthilbsitdes propriétés antioxydantes pour ces
plantes étudiéesCistus ladaniferusse caractérise donc par des propriétés biologiques
importantes, les produits dérivés de cette plaatevgnt étre des piégeurs des radicaux libres

a prendre en considération.
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CONCLUSION

L’évaluation de l'effet antimicrobien de I'huile sntielle deCistus ladaniferusa
permis d’affirmer qu’elle a un pouvoir inhibiteuisva-vis de tous les microorganismes testés
indépendamment de leurs Gram, signalons que lgf@eét Gram positive était plus sensible

que la bactérie a Gram négative.

Notre étude est la premiere faite sur I'huile eSsde de Cistus ladaniferusde la
région du moyen Atlas (Oulmeés) et qui a donné deshésultats pour une inhibition de la
croissance bactérienne qui cause des infectionscapsales (provoquées par les souches :
Acinetobacter baumannimulti résistant Staphylococcus aurguies infections alimentaires
(provoquées par la souch¥ersinia enterocolitica ainsi que les infections urinaires

(provoquées par les soucHamphylococcus aureesKlebsiella pneumonige

Les extraits par les différents solvants @estus ladaniferusexhibent une activité
antibactérienne contre la plupart des souchesetesté dépit de leur morphologie et de leur
Gram. Les résultats montrent que la bactérie Gragative est plus résistante que la bactérie
Gram positive. En effet, cette activité est dua édhesse en composés existants dans I'huile

essentielle ainsi que dans les extraits (différamsenes, polyphénols et flavonoides) [56].

L’activité antioxydante de différents extraits @estus ladaniferusest tributaire de la
mobilité de I'atome d’hydrogeéne du groupement hygte des composés phénoliques se
trouvant dans sa composition chimique. En présatige radical libre DPPHe, I'atome
d’hydrogéne est transféré sur ce dernier alorstoamé en une molécule stable DPPH, ceci
provoque une diminution de la concentration duaaldiibre et également I'absorbance au
cours du temps de réaction jusqu'a I'épuisementladeapacité d’antioxydant donneur

d’hydrogéne.

Le pouvoir antioxydant puissant des extraitsGistus ladaniferugpeut étre expliqué
par le contenu phénolique des différents organesetie® plante connue par ses activités
biologiques intéressantes. Bien que le test au BPI# considéré comme une méthode
simple, rapide et facile a mettre en ceuvre, desrexqres ont montré certaines difficultés de
I'évaluation de l'activité antiradicalaire ceci tl@tre interprété avec précaution du fait que
I'absorbance du DPPHe a 515-520 nm diminue sowsida de la lumiere, de I'oxygéne, en
fonction du pH et le type du solvant additionné&atioxydant [57].

104



Etude de I'activité antibactérienne et antioxydante de Cistus ladaniferus

Le test au DPPH n’est pas quantitatif, il permetcdmparer différents extraits entre

eux selon leur capacité a piéger le DPPHe et ait\apprécier les variations qualitatives des
composeés phénoliques.

Les résultats montrent queistus ladaniferusest une plante dotée de propriétés
biologiques importantes puisque les résultats duv@io antioxydant sont tres intéressants.
Cistus ladaniferusau Maroc peut étre une source d'antioxydants altuqui peuvent étre

utilisés dans l'industrie alimentaire et remplaesrantioxydants chimiques.
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SECONDAIRES ISOLES DES CHAMPIGNONS
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INTRODUCTION

Toutes les plantes abritent une flore fongique ftiwg®e de champignons non
pathogenes dits "endophytes". Bien qu'ils soienisibles et peu connus, leur fonction
écologique apparait de plus en plus évidente plisqoarticiperaient activement a une
meilleure adaptation des plantes a leur environnémks sont d'ailleurs qualifiés de
mutualistes, exercant un pouvoir protecteur posrgdintes. Une des composantes de ce
mutualisme serait la production de molécules bénés a la plante : ces molécules auraient
des propriétés antibiotiques contre les agentsoplythogéenes, insecticides ou anti-appétantes
contre les insectes, neurotoxiques contre lesvwds, ou encore hormonales pour stimuler

la croissance de la plante.

Certains endophytes sont tres bénéfiques, voiressaaes a leur plantes-hotes. Elles
améliorent l'acces de la plante aux nutriments afofs empéchent certains organismes
pathogenes de les coloniser, et inversement (dartmd de relations symbiotiques vraies)
grace a une batterie de molécules utiles ou défemsproduites par le métabolite de
I'endophyte.

Une large gamme de molécules complexes produits dear endophytes a été
découverte et est en cours d'exploration, souveet a@es vertus antibiotiques, et parfois
antiparasitaires voire anticancéreuses dans quelgas quand ils sont utilisés chez les
animaux et les humains. Un endophyte notable eneed'intérét meédicinal a été découvert
par le Dr Gary Strobel. C'eBestalotiopsis microsporaun champignon endophyte vivant a
l'intérieur de If Taxus wallachianae I'Himalaya, qui produit le taxol [1].

Piriformospora indicaest un champignon endophyte de l'ordre Sebacisaleble
pouvoir coloniser les racines et entretenir unati@h symbiotique avec n'importe quelle
plante terrestreRiriformospora indicas'est aussi montré capable d'augmenter le rendemen
des récoltes et les défenses de plusieurs vandigées (d'orge, tomates, mais, etc.) contre

certains agents pathogenes des racines [2, 3].

Il est spéculé qu'il peut y avoir beaucoup de srdli d'endophytes utiles pour
I'humanité, mais comme il y a peu de scientifigtragaillant dans ce champ et comme les
foréts et les régions de diversité biologique saptdement détruites, beaucoup d'endophytes

utiles pour guérir les maladies pourraient étrepermanence perdus avant qu'ils soient
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découverts. Les champignons endophytes représeaiteatun important champ de recherche
pour les produits naturels qui ne cessent de remfota richesse dans le domaine

pharmaceutique.

Le but de cette partie est I'extraction et I'idéiotition des métabolites bioactives d'un
extrait issu du champignon endophytiqueusarium begonea#solé de la plante marocaine

Aristolochia paucinervigconnue au Maroc sous le nom vernaculBeesztem

La culture de champignon a été réalisée dans leotide, I'extraction des métabolites
secondaires a été faite par des solvants organigtiesus avons fait des fractionnements et

des purifications en utilisant plusieurs technigc@®matographiques.

Les fractions et les composés purs ont été analgaéschromatographie et par
spectrométrie de masse. Les structures ont ét&éascen utilisant les différentes techniques
de la RMN (1D et 2D).

|. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

L'utilisation médicinale des produits naturels datepuis plusieurs millénaires de
I'histoire humaine. En effet, les produits naturedd été une partie intégrante, dans une forme
ou une autre, de plusieurs systemes thérapeutigdegnes comme le cas de la médecine
traditionnelle chinoise [4]. Dans cette médecirelitionnelle, les plantes naturelles étaient et
sont toujours utilisées d'aprés des expériences iremes plutbt que d'apres des

connaissances pharmacologiques.

Avec le développement scientifique actuel le besl@rcomprendre le mode d’action
des différents remeédes, un grand nombre des compadds produits naturellement ou a

travers la chimie de synthese ont été présent@sn@diecine.

Beaucoup de drogues utilisées aujourd’hui sont igitee naturelle comme
I'analgésique : la morphine (1) (extraite &mniferum papavgr[5], l'antipyrétique et
I'antimalarial : la quinine (2) (extraite deinchona pubescep§6] et le glycoside cardiaque :
le digitoxin (3) (extraite d€urpureades digitalines) [7]. D’autres médicaments somivéé
des produits naturels tel que la fameuse aspidghaifsi que sa structure de base la salicine
(5) isolée de l'arbre du saule qu’on utilise a fles curatives, ainsi que pour réduire les

douleurs et les effets secondaires [8].
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MeO

Morphine (1) Quinine (2)

HO

Dx Dx Dx @)
Digitoxine (3)

COOH CH,OH

O
O—glucone

Aspirine (4) Salicine (5)

Figure 26: Structures chimiques de quelques produits meglini d’origine naturelle
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Dans le but de développement du rdle principal megveaux composés dans le
domaine cosmétique et agrochimique, les cherchgewsent encore trouver des produits
naturels prometteurs avec des structures uniquesteités biologiques remarquables. En
dépit des nouvelles méthodes telle que la mod@&samoléculaire et les différentes
techniques de la chimie combinatoire, plus que @@%drogues récemment approuvées dans
les années 1981-2006 étaient d'origine naturelled@ivées des composés naturels [9],
surtout dans le domaine des drogues antibactéseme® produits naturels jouent donc un

réle essentiel a cause de grands nombres de cosgose ce genre d'activités.

La plupart, si ce n'est pas toutes les planteségadlans les écosystémes naturels sont
infestées par des champignons microscopiques samsapitant qu'elles ne développent de
symptdomes pathogenes. Ces microorganismes (chaomsigendophytes) colonisent les
espaces inter et intracellulaires des tissus dgétagx vivants. Plusieurs d'espéeces de ces
microorganismes peuvent étre isolées a partir damde plante, mais trés peu seraient
spécifigues de la plante héte [10]. Les champignendophytes conferent dans leur
association symbiotique a la plante h6te une amadiom de son état de santé en synthétisant
certains métabolites fonctionnels et en retour figeét de la protection et des nutriments de
la plante [11].

Les facteurs métaboliques interviennent dans letr@len du mutualisme plante-
champignon, étant structuralement trés variés, raphtdes activités biologiques de type
antibiotiques, antioxydantes, immunosuppressives. dhampignons endophytiques sont une
excellente source pour des produits naturels bfeaqi peuvent étre utiles pour satisfaire le

besoin de médicaments dans l'industrie médicalg [12

Les champignons endophytes sont des champignonmssoapiques qui vivent dans
les feuilles, les rameaux, les troncs et les raoites arbres sans qu'on puisse en soupgonner la
présence. lls sont encore mal connus puisque,reggraleils ne causent aucun probleme a leur
héte. lls représentent toutefois un important rdserde biodiversité dans les écosystémes
forestiers [13]. De tels effets tres spécifiquegtent a la fois un grand intérét écologique et

une grande importance économique.

Les champignons synthétisent une large variété @abulites secondaires, beaucoup
de ces substances exposent des propriétés bigaetiviui ont été adoptées par conséquent

par les étres humains pour usage médicale telteguantibiotiques, les agents d’abaissement
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de cholestérol, ainsi que les inhibiteurs des tumelependant, les champignons

endophytiques isolés de la plante marocadihentha pulegiumont présenté un intérét

important vu l'importance des molécules qui ont édentifiees, ainsi que le role
socioéconomique de la plante [14].
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Il. MATERIELS ET METHODES

[I. 1. Matériels

ll. 1.1. Matériel biologique

Nous avons travaillé sur le champigrfeusarium begoneagui a été isolé de la plante
marocaineAristolochia paucinervis.

Il. 1.2. Les solvants

Les solvants que nous avons utilisés pour la a&is de ce travail sont : I'acétone,
I'acétonitrile, le dichlorométhane, I'éthanol, l&tate d’éthyle, le n-hexane, le n-butanol et le
méthanol, ils ont été distillés avant utilisati@es mémes solvants a un état ultra pur ont servi

pour les mesures spectroscopiques.
Les solvants utilisés pour la HPLC et pour la LC/btht :

- L’acetonitrile : Li-Chro Solv HPLC grade, Merck
- Le méthanol : Li-Chro Solv HPLC grade, Merck
- L’eau NANOpure

Les solvants utilisés pour la RMN sont :

-  DMSO-g; : Euriso-top

- CDs0D : Euriso-top

-  CDCl; : Euriso-top

- CDsCOCD;s : Euriso-top

[l. 2. Méthodes
Il. 2.1. Développement du champignon
Les différents organes Alfistolochia paucinervisont été coupés, lavés a l'eau

stérilisés et puis désinfectés a I'aide de I'étthano

Nous avons récupéreé les tissus intérieurs (tigeillde racine), et sous conditions
stériles, nous les avons découpés et placés dansalees de pétri qui contiennent au

préalable un antibiotique pour empécher la crosdactérienne, des spores et mycéliums
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des champignons ont été obss aprés un mois d’incubation a températurebiante.
Ensuite nous avons transf@eés spores et mycélils des champignons développés dans
boites de Petfraiches jusqu’ obtention des champignons purs.

A : plante Aristolochia paucinerv)
B : spores et mycélium
C, D, E : Champignons

Figure 27 : Isolement et purification des champignons

Nous avons placé desrtie: du milieu de culture contenant des mycéliums dang
se trouvant dans des erlenmeyers stérilisés pentfanjours d’incubation a températt

ambiante, le champignon développe ecouvre tout le riz.
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A : champignons dans la boite de F

B, C : culture des champignons dans le riz

Figure 28: Développement du champignon dans le riz
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Il. 2.2. Extraction liquide-liquide

L’extraction liquideliquide s’utilise généralement pour la séparation d’'un mgxdade

COmposeés organiqgues, elle est basée sur la s@padis composés dans deux solvants
miscibles et polarité différent

Les solvants utilisés ne doivent pas réagir avectemposés a sépe et doivent étre
facile a évaporer a la fin de la sépara

Nous avons utilisé I'acétate éthyle a trois répétitions pour extraire la majorites
métabolites secondaires produits par les champgyandophytique

Apres évaporationall'acétate d’éthy, nous avons lavé I'extrait par une fraction

(MeOH : n-Hexane / 90%10%) pour éliminer les acides gras et les composés ptairgs
(qui sont non désirés).

Fraction de
+ EtOAC Evaporation 90% MeOH
— > Extrait d’EtOAc
Filtration 90% MeOH Fraction de
+ n-Hexane n-Hexane

Champignon

Figure 29 : Extraction des métabolites secondaires
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Il. 2.3. Isolement et purification des métabolitesecondaires

A partir de I'extrait de 'AcOEt du champignon emihytique Fusarium begoneae
nous avons pu extraire cing produits, il s’agit: dg@eauvericine, Z-fusapyrone, Indole-3-
acétate de méthyle, Indole 3-acide carboxylique Aatide de 1, 2-hydroxy-13-
(hydroxyméthyle)-3, 5, 7-triméthyle-2, 4-tétradeiéae-1, 14-dioique.

L'isolement des métabolites secondaires Flesarium begoneaest fait selon le

schéma suivant :

Extrait d’EtOACc

90 % MeOH / n-Hex

A\ 4 A\ 4
Fraction du MeOH Fraction de n-Hex

VLC (100% EtOAc)

BN 1

Semi-prep HPLC Semi-prep HPLC

v v

Beauvericine Indole-3-acétate de méthyle

Figure 30: Protocoles d’isolement des métabolites secoesiaM1 et BN3

BN1 : Beauvericine avec des impuretés
BN3 : Indole-3-acétate de méthyle avec des impsreté
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Extrait d’EtOAc

90 % MeOH / n-Hex

\ 4
Fraction du MeOH Fraction de n-Hex

Sephadex (100% EtOAc)

BN5 BN3 BN2 BN4

Semi-prep HPLC

indole 3 acttatede "
v

Figure 31: Protocoles d’isolement des métabolites secoesi@iN2, BN4 et BN5

BN2 : Z-fusapyrone avec des impuretés

BN4 : Indole 3-acide carboxylique avec des impweté

BNS5 : Acide de 1, 2-hydroxy-13-(hydroxyméthyle)s3,7-triméthyle-2, 4-tétradecadiene-1, 14-
dioique
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Il. 2.4. Les méthodes chromatographiques de séparah

Dans la chromatographie, les composés chimiques aiélange sont élués par une
phase mobile a travers une phase stationnaire. dlange est premierement placé dans la
phase stationnaire et la phase mobile permet laatiog des composeés dans le systeme. La
séparation d’'un extrait est basée sur linteracgétective comme par exemple la surface

d’adsorption et la solubilité des composés avedées phases.

Il. 2.4.1. La Chromatographie sur couche mince (CCM

La chromatographie sur couche mince (CCM) reposeacipalement sur des
phénomenes d’adsorption : la phase mobile est lvargoou un mélange de solvants, qui
progresse le long d’une phase stationnaire fixéeusa plague de verre ou sur une feuille

semi-rigide de matiere plastique ou d’aluminium.

Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I'édlmantest placée dans la cuve,
I’éluant migre a travers la phase stationnaireemssllement par capillarité. En outre, chaque
composant de I'échantillon se déplace a sa prapgese au dessous de front du solvant. Cette
vitesse dépend d’'une part, des forces électrosgigetenant le composant sur la plague
stationnaire et, d’autre part, de sa solubilitésd@nphase mobile. Les composés se déplacent
donc alternativement de la phase stationnaire ghése mobile, I'action de rétention de la
phase stationnaire étant principalement controlée @es phénomenes d’adsorption.
Généralement, en chromatographie sur couche miesesubstances de faible polarité

migrent plus rapidement que les composants polaires

Nous avons utilisé dans nos expériences une plagge du gel de silice,k (Layer
thinckness 0.2 mm, E. Merck, Darmstadt, Allemagfeyhase mobile a été choisie comme

suit ;

*pour les produits polaires nous avons utilisé lEgpe RP-18 54 (Layer thinckness
0.2 mm, E. Merck, Darmstadt, Allemagne), la phasibiia est constitué de MeOH :,@&
(90 :10, 80 :20, 70 :30 et 60 :40).

*pour les produits semi-polaires et non polaireasavons utilisé une plaque avec le
gel de silice 60 54 (Layer thinckness 0.2 mm, E. Merck, Darmstadtealdgne) avec la

phase mobile :
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-Pour les produits semi-polaires : DCM : MeOH (8590 :10, 85:15, 80 :20 et
70 :30) et DCM : MeOH : EtOAc (90 :10 :5 et 80 :20).

-Pour les produits non polaires : n-Hexane : Ac(®Bt:10, 85 :15, 80 :20 et 70 :30) et
n-Hexane : MeOH (95 :5 et 90 :10).

Les bandes de séparations sur la couche mincet@méelées par adsorption de la
lumiére UV a 250 et 366 nm, celle-ci est ensuitwvdrisée par le réactif anisaldehydg®d,
et posée sur une plaque chauffante (a 100°C) pelgges minutes.

On utilise la CCM pour bien choisir le solvant syisteme qui va étre la phase mobile

pour la séparation sur colonne.
II. 2.4.2. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

La chromatographie liquide sous vide est une teghlmiutilisée pour obtenir un
fractionnement grossier rapide des extraits bfisutilise une colonne de verre dans laquelle

on place 5 a 10cm de gel de silice 60.

L’extrait brut est mixé avec une petite quantitégeé de silice en utilisant un solvant
volatil, le tout est ensuite déposé en haut deesdixistante dans la colonne. On commence la
séparation par un solvant non polaire (Hexane oMp@t on augmente la polarité par la
suite avec des solvants polaires (AcOEt ou le MeQE)débit est réglé a I'aide d’'une pompe
et les différentes fractions sont collectées dassidllons (de 500 ml).

Il. 2.4.3. Chromatographie sur colonne

Les différentes fractions obtenues par la VLC semsuite séparées par la
chromatographie sur colonne en utilisant les dffiées phases stationnaires et les systemes
de solvants appropriés déterminés par CCM. Legrdifits systemes de séparation utilisés

sont:

— La chromatographie a phase normale utilise l@se stationnaire polaire,
typiquement le gel de silice combiné avec une phageile non polaire (n-Hexane, DCM).
Les substances hydrophobes s’éluent plus viteagisubstances hydrophiles.
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bY

— La chromatographie a phase renversée (PR¥autiine phase stationnaire non
polaire et une phase mobile polaire(H MeOH). La phase stationnaire est constituédgpar
silice avec une chaine n-alkylique. Dans notre rags avons utilisé le C-8 et C-18 comme
ligands avec la matrice. Dans ce cas les compogd®philes s’éluent plus vite que les

composés hydrophobes.

— La chromatographie d’exclusion: Le gel de Sepkadermet la séparation des
substances en fonction du poids moléculaire. Lasglsationnaire (Sephadex LH20) est
constituée par une poudre dont les particules soos forme de sphéres poreuses, les
composeés a petit poids moléculaire sont captésepasphéeres poreuses alors que les grands
composeés seront exclus et sortent les premiersér@ément le solvant utilisé est le

méthanol, parfois on utilise 100 % méthanol ou hiermélange MeOH : DCM (1 : 1).

— la chromatographie utilisant des résines échamgedions (HP20) qui agissent
comme un moyen de séparation solide, les composgantgchantillon sont retenus par les
différentes résines en raison de leurs affinitectéhues différentes. Par conséquent, ces
COMpOSEs peuvent étre récupérés séparément didq Bélution a été réalisé en utilisant®l
et des quantités croissantes de MeOH et de I'Aeéton

Cette technique est largement utilisée daesvariété d’applications industrielles
et pharmaceutiques, dans le dessalage et la dattofodes produits naturels, d’antibiotiques
et de petites protéines. La masse de silice canesppproximativement a 30 fois plus du

poids de I'extrait a séparer.

Il. 2.4.4. Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC)
Il. 2.4.4.1. HPLC préparative

L'HPLC préparative est utilisée pour l'isolement let purification des fractions
préalablement séparées par la colonne de sépacitiomatographique. La phase mobile est
une combinaison du MeOH (ou I'Acétonitrile) et deCHNANOpur avec ou sans TFA
(0.01%), ou bien elle est faite d’'une maniere isatue, cela dépend du temps de rétention

du compose.

Chaque injection est composée de 20 a 80 mg dadtdn dissoute dans 400 ml de

systeme de solvant choisi, ce dernier est pompaars la colonne a un débit de 20 mi/min.
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On peut décrire le systeme de la HPLC préparatiwence sulit :

* Pompe : Varian, PrepStar 218

» Détecteur : Varian, ProStar 320 UV-Vis detector

e Prgramme : Varian Star (V.6)

e Colonne : Varian Dynamax (250x4.6 mm ID et 250x2fin#, ID), prep-

packed avec Microsorb 60-8 C 18, et avec integnateetolumn

Il. 2.4.4.2. HPLC semi-préparative

Ce processus a été utilisé pour la purification @@aposés a partir des fractions déja
séparés par chromatographie sur colonne. Avandédigion de la séparation, des systemes de
solvants appropriés doivent étre déterminés selesm @bmbinaisons de MeOH et,(®
NANOpur avec ou sans TFA (0.01%) ou bien avec aus dacide formique (0.1%), le

systéme est pompé d’'une maniere isochratique enidondu temps de rétention du composé.

Chaque injection est composée de 3 mg de la fraetianalyser dissoute dans 1 ml du

systéme du solvant, ce dernier est pompé a tréverdonne a un débit de 5 ml/min.

La détection des pics se fait a I'aide d’'un détectdV et les composés purs sont

collectés séparément dans des tubes.
L'HPLC semi- préparative est équipée de :

* Pompe : Merck Hitachi L-7100
» Détecteur : Merck Hitachi UV detector L-7400
* Colonne: Knauer (300x8 mm, ID), pre-packed withdsphere 100-10 C 18,

with integrated pre-column

Il. 2.4.4.3. HPLC analytique (Dionex)

La HPLC analytique a été utilisée pour identifiarrépartition des pics a partir des
extraits ou des fractions, elle nous permet augsiatlier la pureté des composeés isolés. Le
gradient des solvants utilisés commence par Me@&cO. NANOpur (10 : 90) ajusté a pH=2
par I'acide phosphorique, et atteint 100% de Me@Hsd35 min.
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L'utilisation de I'acide phosphorique permet d’avone bonne séparation des pics qui
sont larges (sharp peaks) détectables facilemehtUd. Cependant, il y a certains
inconvénients; dans le cas des composés ayant dagautatomes d’azotes (Purines et
dérivés, Nucléotides...), la présence de I'acide lesccomposé azotés tres polaires (affinité
d’accepter les protons) et la séparation se faihé grande vitesse qui ne permet pas de les
détecter.

La HPLC analytique est eéquipée de :

* Pompe : Dionex P580ALPG

» Détecteur : Dionex Photodiode Array Detector UV 840

* Thermostat de la colonne : STH 585

» Autosamplar (passeur d’échantillon) : ASI-100T

*  Programme : Chromeleon (V 6.3)

* Colonne : Knauer (125x4 mm, ID), pre-packed avemgphere 100-5 C 18m

avec integration pre-column.

[l. 2.5. Détermination de la masse moléculaire
Il. 2.5.1. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse permet l'identificaties domposés en se basant sur la
différence du rapport masse/charge (m/z) des miggcanisées pour les séparer les uns des
autres. La spectroscopie de masse donne des infonmachimiques et structurelles des
molécules. Elle est équipée d’'une source, d’'unyaeal et d’'un détecteur.

Il. 2.5.1.1. Spectrométrie de masse en mode d’ioaion par électrospray
(ESI/MS)

Le spectrometre de masse est un instrument d'anatiisé pour déterminer le poids
moléculaire d'un composé. Fondamentalement, les parties du spectrometre de masse
(source d'ionisation, lI'analyseur et le détectaleyraient étre maintenues dans des conditions
de vide afin de maintenir le déplacement des iotravéers I'instrument sans aucune entrave
de molécules d'air. Une fois que I'échantillon @ iéjecté dans la source d'ionisation, les
molécules sont ionisées. Les ions sont ensuitesrtiEnet extraits dans l'analyseur. Dans

I'analyseur, les ions sont séparés en fonctiorualerbpport masse sur charge (m/z). Une fois
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le flux séparé des ions dans le détecteur, lesagigaont transmis au systeme de données, ou
le spectre de masse est enregistré.

II. 2.5.1.2. Chromatographie liquide couplée ave@lspectrométrie de
masse (LC/ESI-MS)

La LC/ESI-MS est une méthode puissante pour laraépa de mélanges complexes,
surtout quand beaucoup de composants peuventagegpolarités semblables.

La LC/ESI-MS se fait en utilisant la spectroscopeemasse Finnigan QDECA-7000
connectée a un détecteur UV. L’échantillon estadisslans le MeOH-pD et injecté dans la
HPLC/ESI-MS. La phase stationnaire est une colddR&C a phase renversée constituée
d’Eurospher C-18. Les spectres de masse de difiécemposés de I'échantillon sont générés
en mode positif et en mode négatif, et les difftagrfragmentations des composés ont été

automatiquement enregistrées par I'appareil.

L’ionization électrospray (ESI) est une technigasée sur l'ionisation par la pression
atmosphérique (API) et elle est tres adoptée poallyser les molécules polaires dont le poids

moléculaire peut étre moins de 100 Da et plus @08 Da.
La LC/ESI-MS est constituée de :

 Systéme HPLC : Agilent 1100 series (pump, deteeiod auto-sampler)
Finnigan LC Q-DECA
* Colonne : Knauer (250 x 2mm, ID), pre-packed avemgpherel00-5, C 18,

avec integration pre-column.
La phase mobile (les solvants):

» Acétonitrile ou méthanol Li-Chro solv HPLC (Merck),
* Acide ortho-phosphorique 0.15 %, pH 2.0 (Merck);
* Eau NANOpure (Barnstead).
II. 2.5.1.3. Matrix-assisted Laser Desorption loniation (MALDI)

Le MALDI est une méthode d’ionisation introduiterpettant 'analyse des molécules

de hautes masses moléculaires (peptides, prot@igsnucléotides..). La technique MALDI
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utilise un faisceau laser pulsé dans I'UV (337nm) I6R afin d’ioniser un mélange de

matrice/échantillon.

L'utilisation de MALDI est adéquate pour les com@egjui peuvent étre vaporisés
sans se décomposer, tant que le laser est absiogoéehent vers le composé, les bandes
moléculaires peuvent étre cassées a cause de kstgton de I'énergie interne.

Il. 2.5.1.4. Spectrométrie de masse par la technigude bombardement
d’atome rapide (FAB/SM)

C’est une technique avec laquelle on peut analgesr molécules polaires de haut
poids moléculaire (peptides, protéines, nucléosidascharides, antibiotiques, sels d'acides
minéraux) et faire des déterminations de structiéehantillon est déposé en mélange avec
une matrice liquide relativement non volatile s@ méplat métallique d'une canne
d'introduction dans la source, la matrice est kmsfiombardée par un faisceau d’ions lourds
tels que I'argon ou le xénon et on obtient destsged’ions positifs et négatifs. La FAB/MS
basse résolution a été mesurée sur un spectrodeetnasse Finnigan MAT 8430.

[l. 2.6. Elucidation des structures

Apres la détermination du poids moléculaire des pms@s purs, ils subissent des

analyses de la résonnance magnétique nucléaire JRNde déterminer leurs structures.

[1.2.6.1. Résonance magnétique nucléaire RMN

La RMN est une technique basée sur les proprié@Egnétigues de résonance du

noyau de I'atome pour obtenir des informationslawstructure d’'une molécule.

Avant d'effectuer I'analyse, I'échantillon doit étrséché dans un lyophilisateur
pendant au moins 24 h, ensuite il doit étre dissiams un solvant adéquat (solvant spécial

pour la RMN) et dégazer pendant quelques minutes Katrason.

Généralement le choix des solvants deutériés dépeihal solubilité du composé. Pour
la calibration des spectres, des pics de solvamissis en considération: GOD (a 3.3 ppm
en’H, et 49.0 ppm el’C), CDC} (& 7.26 ppm efH, et 77.0 ppm e’C), DMSO-g (& 2.49
ppm entH et 39.5 ppm ef’C). Le déplacement chimiqud)(est donné par ppm par rapport a

une référence interne le TMS, et les constantendplage J) sont données par Hz.
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L'instrument utilisé pour les mesures de la RMNitéda type Bruker DRX-500.
Certaines mesures ont été effectuées sur un abpar¢ype Bruker AM-300, ARX-400 et
DMX-600.

Il. 2.6.1.1. RMN a une dimension (1D)

II. 2.6.1.1.1. La RMN du proton 'H

La RMN du proton est une analyse fondamentale pélucidation de la structure.
Une fois I'échantillon est identifi€ comme un cos®@ur, on I'envoie pour une analyse de
RMN'H, les spectres obtenus pourraient décider si dfawtnalyses de RMN sont nécessaire.
Parfois, un spectre de RMN suffit & révéler la structure, en particulier pées composés
connus.

Un spectre de RMNH donne les informations suivantes:

- le nombre d'atomes d'hydrogene, qui sont indigaésiptégration des pics,

- le type des atomes d'hydrogéne (en rapport avegréeges fonctionnels), qui est
indiquée par les déplacements chimiques,

- le type de corrélation entre un atome d'’hydrogéawdre, ce qui est indiqué par
la constante de couplag®.(

II. 2.6.1.1.2. La RMN du carbone 13C

La mesure de la RMNC a besoin de plus de quantité d'échantillon efohdance

isotopique dé*C et**C dans la nature, est inférieure & cellédet’H.

Le spectre de RMNC donne les informations suivantes:

- le nombre d'atomes de carbone,

- le type d'atomes de carbone (par rapport aux geofguetionnels), qui est indiqué
par les déplacements chimiques.

Dans les spectres RMN dtC, l'intégration des pics ne représente pas diresie le
nombre exact d'atomes de carbone (multiplicité).

II. 2.6.1.1.3. La technique NOE (Nuclear Overhauser Effect)

C’est une technique qui confirme si un proton essin d’'un proton. En appliquant

une excitation sur I'un des protons, I'intensitéptaton voisin augmente.
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1L 2.6.1.1.4. La technique DEPT (Distortionales Enhancement by Polarisation

Transfer)

La DEPT est utilisée pour améliorer la sensibitigél'expérience de RMN ddC. Le
processus commence par I'excitation des protonsespar le transfert de la magnétisation

des atomes de carbone.

Cette technique nous donne les informations a rafw nombre des carbones
primaires, secondaires et tertiaires et par siroplaparaison avec le spectre RMN'G on
peut connaitre le nombre de carbones quaternaiistset.

II. 2.6.1.2. RMN a deux dimensions (2D)

La RMN bidimensionnelle fournit plus d'informatiosar la structure des molécules,
elle est appliquée particulierement dans le cabeaplication des structures est compliquée
par la RMN 1D.

Dans la RMN 1D, le signal s’enregistre comme étauat fonction d’une seule variable
dans le temps alors que pour la RMN 2D, il est giste¢ comme une fonction de deux

variables dans le temps.

II. 2.6.1.2.1. La technique 1H-1H COSY (Correlation Spectroscopy)

La technique de COSY (correlation spectroscopypsepsur le couplage qui se fait
entre les protons dans une molécule. Sur le spdetaeplacement du proton se reporte sur
deux axes ce qui entraine un diagramme hermitienspectre COSY donne des informations
sur la connectivité H-H, les signaux dits d'intetsen indiquent les noyaux qui se sont
couplés entre eux, I'information la plus importampeéi nous donne cette technique est la

relation de voisinage des noyaux.

II. 2.6.1.2.2. La technique HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence)

L’expérience HMQC permet d’obtenir en un temps génimentation court avec des
concentrations faibles la carte de corrélationeeptoton(s) et noyau>C) chimiquement liés
(via les couplaged) entre protons et noyat’C)). Elle s'avére trés utile pour identifier sans

ambiguité les différentes résonances des specttmnjgues et 16°C.
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II. 2.6.1.2.3. La technique HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity)

La HMBC corréle les carbones avec les protons qut $és avec deux ou trois
bandes, elle est nécessaire pour détecter le gmrgkalongues distances, parfois on obtient la
corrélation a quatre bandes sous form&WeC’est une trés bonne technique pour la détection
des carbones quaternaires que I'on ne peut pastelefgar les autres méthodes de la RMN

2D, elle donne des indications essentielles ssqlelette de la molécule.

II. 2.6.1.2.4. La technique ROESY (Rotating frame Overhauser Enhancement
Spectroscopy) et la technigue NOESY (Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy)

Ces deux techniques sont utilisées pour élucidstrigture tridimensionnelle. Elles se
basent sur les relations entre les protons daspdte, ¢ca n'a rien avoir avec le nombre de
bandes, par exemple deux protons en position Twamg pas de corrélation. Seulement les
protons dont la distance dans I'espace est entteb4’A ont la chance de se changer et alors

de se corréler. Dans cette étude, nous avonstusidiglement la REOSY.

Il. 2.7. Activité biologique : Cytotoxicité

Les essais de cytotoxicité sont utilisés pour ifientla toxicité d'un composé sur la
lignée des cellules de lymphome animal L-5178-Yirdnbant la prolifération des cellules.
Nous avons recouru a la lignée cellulaires d’'ungispnous avons utilisé pour I'essai le test
de microculture de MTT: |le bromure de [3-(4,5-Dimdthiazol-2-yl)-2,5-
diphényltétrazolium] selon un protocol décrit ar@a@rement [15], une lignée cellulaire d’une
souris a été utilisé et I'expérience a été repaés tfois, un négatif control avec 0.1%

d’éthanol a été inclut pour toutes les expériengas ont été réalisés a ['Institut de
Physiologie, Chimie et Patho-biochimie, UniversiggMainz, Allemagne.
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[ll. RESULTATS

[ll. 1. Identification du champignon

Les criteres morphologiques du champigfarsarium begonia®nt été identifiés en
utilisant le microscope électronique. Cette techeicq été performée a I'Institut Royal
Hollandais Académique des Arts et des Sciences JOBtgecht, Hollande et déposé sous la
référencalet 165-2006

* Phylume Ascomycota

* Subphylume Ascomycetes

* Classe Sordariomycetidae
* Qrdre Hypocreales

* Famille Nectriaceae

* Genre Fusarium

* Espéce Fusarium begoniae

[ll. 2. Les composés isolés du champignon  Fusarium begoniae

Le chromatogramme issu de 'HPLC de l'extrait daté d'éthyle deFusarium
begoniaea montré I'existence de nombreux composés chirsigueus avons pu isoler cing
produits, a savoir : le Beauvericine (BN1)Zéusapyrone (BN2), Indole-3-acétate de méthyle
(BN3), I'Indole 3-acide carboxyliquéBN4) et I'Acide de 1, 2-hydroxy-13-(hydroxyméthyle)-3, 5, 7-
triméthyle-2, 4-tétradecadiéne-1, 14-dioique (BN5).

133



Produits isolés du champignon endophytique Fusarium begoniae et leur cytotoxicité

lll. 2.1. Le Beauvericine (BN1)

Source biologique Fusarium begoniae
Quantité isolée 21.2 mg
Description physique Poudre blanche
Formule Moléculaire Cy4sHs7N309

Poids moléculaire 783 g/mol

Temps de rétention HPLC 32.91 min
Structure
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Ce composé a été isolé sous forme de poudre blabhahgpectrométrie de masse en
mode d’ESI montre un pic moléculaire a 783 m/zpd&ds moléculaire est confirmé par la
techniqgue MALDI qui montre un pic trés intense 80fVI+Na]’, ainsi que d’autres pics a
784.4 m/z [M+H] et & 822.4 [M+K], ceci suggére la formule moléculairgs@s,;N3Oo.

Le spectre RMIC présente 15 pics ce qui montre que dans la steucin a une
subunité qui se répéte trois fois, le spectre RMIKontre trois pics intégrés de trois protons
qui sont attribués a deux groupements meéthyleshatigues et un groupement meéthyle
attaché a un hétéroatome. Cela est confirmé padiplacement chimique, ainsi le premier
apparait &y 0.25 ppm (dJ = 6.8 Hz) et le deuxiemedy 0.75 (d,J = 6.6 Hz) alors que le
méthyle attaché a I'azote résonné.a3.02 ppm (s), sur le spectre on trouve aussi gmasi
qui apparait sous forme de multipledal.78 ppm (m) ainsi que d’autres signaux a 3.16 ppm
(dd,J = 19.3, 4.8), 3.20 ppm (dd,= 19.3, 4.8 Hz), 4.84 ppm (d,= 8.9 Hz) et a 5.43 ppm
(dd,J = 16.8, 4.8 Hz), et des protons aromatiques éptie15 ppm et 7.28 ppm.

Les difféerentes corrélations ont été déterminéedepspectre COSY, on observe ainsi
un premier systeme de spin formé par le proton (A-84 ppm) qui est corrélé a H-2 (1.78
ppm) qui est a son tour corrélé aux protons des degthyles (CH-3 et CH-3’), entre les
protons des deux méthyles on observe une cormélationgue distance (L R C). Le deuxiéme
systeme de spin est formé par le proton H-4 (5pt8)mui est corrélé aux deux protons H-5
(3.38 ppm) corrélés eux méme aux protons aromatidi+€, ces derniers sont corrélés au

proton aromatique H-7.

L’interprétation du spectre de HMBC nous a permet abnfirmer la structure
complete du peptide cyclique Beauvericine, nousiavwmnfirmé les différentes corrélations
possibles. Ces résultats trouvés sont conformeslanmées de la littérature pour le composé
Beauvericine [16].
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Tableau 17: Les déplacements chimiques et les corrélatierBahuvericine

Position oc oy (ppm) COSsY &y (Yuh-Chi Kuo et al., [16])
(ppm)

1 74.60 4.84 (dJ = 8.9 Hz) H-2, H-3, H-3' 4.89 (1H, d=8.5Hz,0-CH)

2 29.42 1.78 (m, 1H) H-3, H-3', H-1 1.97 (1H, fACH)

3 16.43 0.25 (dJ=6.8 Hz, 3H) H-3’, H-2, H-1 0.37 (3H, d=6.6Hz,y1-CHy)

3 18.08 0.75 (dJ=6.6 Hz, 3H) H-3, H-2, H-1 0.76 (3H, 3:6.6Hz,y2-CH)

4 55.71 5.43 (ddJ=14.5 4.8 Hz, 1H) H-5 5.51 (1H, dds11.8 4.8 Hzp-CH, Phe)

5 33.94 | 3.16 (dd)=14.5 11.8 Hz, 1H) H-4 2.93 (1H, di£14.5 11.9 HzB-CH(H)-Phe)

5 3.20 (ddJ=14.4 4.8 Hz, 1H) 3.34 (1H, d&:14.5 4.9 HzB-CH(H)-Phe)

6 128.27 7.1a7.3(5H, Ar) H-6", H-7 7.20 (5H, ar CH, Phe)

6’ 128.68 7.1a7.3 (5H, Ar) H-6, H-7 7.20 (5H, ar GHige)

7 136.69 7.1a47.3 (5H, Ar) H-6, H-6' 7.20 (5H, ar (Phe)

N-CHs 31.31 3.02 (s, 3H) 2.98 (3H, s, N-gH

Cc*1 169.27 - -

C*2 169.24 - -

C*3 126.52 - -
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Figure 32: Le spectre RMN du proton de Beauvericine BN1
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Figure 33: Le spectre RMN du carbone 13 du Beauvericine BN1
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- COITélations COSY

Figure 34: Les corrélations COSY dans une subunité de Beaiune BN1
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Figure 35: Le spectre COSY déterminant les systemes dedgpBeauvericine BN1
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Figure 36: Extension d’'une partie de spectre COSY de Bead&ine BN1
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Figure 37: Le spectre HMBC de Beauvericine BN1
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Figure 38: Les corrélations HMBC dans une subunite de Bieiaine BN1
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lll. 2.2. Le Z-Fusapyrone (BN2)

Source biologique
Quantité isolée
Description physique
Formule Moléculaire
Poids moléculaire

Temps de rétention HPLC

Fusarium begoniae
2.1 mg

Cristaux jaunes
C10H1004

194 g/mol

19.50 min

Structure
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Ce composé a été isolé de l'extrait AcOEt Flesarium begoniaessous forme de
cristaux jaunes. Le spectre UV montre une absarf@ignax (MeOH) = 242.0 et a 332.0 nm.
L’ESI-MS en mode positif a montré un ion molécwaér m/z = 195 [M+H]indiquant que la
masse moléculaire de ce composé est de 194 g/mapéctre de la RMN du proton montre
la présence de deux groupements méthyles qui appema sous forme de singulets qui se
sont attachés a des doubles liaisofs (CHs-10) = 2.10 ppm (s) 6l (CHz-11) = 2.36 ppm
(s). Trois protons meéthyniques H-4a= 7.39 ppm (ddJ =7.0, 2.0 Hz), H-5 &4 = 6.68 ppm
(d,J=7.0, 2.0 Hz) et H-8 &4 = 6.61 ppm (s). En plus, on trouve un large pig & 12.5 ppm
attribué au groupement —COOH.

Dans le spectre COSY une corrélation a été obs@nte H-4 et H-5, la structure du
compose a été confirmeé par la HMBC, les corrélatida CH-10 a C-2 §c = 165.1 ppm), a
C-3 c = 128.8 ppm) et a C-£ =142.1 ppm) ont été observé. L'attachement dedéaé-
but-2-énoique a C-6 a été confirmé a travers le®lations observés entre gl & C-6 §c
=159.5 ppm), C-75c = 144.3 ppm) et C-&¢ = 121.1 ppm).

En additionnant les corrélations de H-4 a G2 £ 165.1 ppm) et C-66¢ = 159.5
ppm), de H-5 a C-3¢ = 128.8 ppm), C-656¢ = 159.5 ppm) et C-B¢ = 144.3 ppm) et de H-
8 a C-6 {c = 159.5 ppm) et C-B¢ = 144.3 ppm).

La configuration Z de notre composé a été confirsees ambigulité par la ROSEY
expérimentale, une tache existante entrg-CHet H-8 indique que ces deux derniers sont de
méme part de la double liaison (stéréochimie). Nsigealons que c’est la premiére fois

gu’un dérivé de la Z-pyrone a été confirmé par &hnde ROSEY expérimental.
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Tableau 18: Les déplacements chimiques et les corrélatiens-Busapyrone

Position

8
9
CH;-10
CHs-11

-COOH

oc* (ppm)
165.1
128.8
142.1
108.0
159.5
144.3
121.1
170.4
175

14.5

dc° (ppm)
162.0
126.5
140.0
106.0
157.0
141.5
119.0
172.0
16.6

12.5

d1* (ppPm)

7.39 (d,=7.2 H2)

6.68 (d=7.2 Hz)

6.61 (s)

2.10 (dl=0.9 Hz)

2.36 (dJ=1.0 Hz)

*Mesuré dans CEDD & 500 MHz {H) et 125 MHz t°C)
° Mesuré dans DMSOgch 300 MHz tH) et 75 MHz t°C).

m— COSY

011° (ppm)

7.37 (dJ=7.1 Hz)

6.74 (dJ=7.1 Hz)

6.41 (s)

2.10 (s)

2.29 (s)

12.50 (s)

Figure 40: Les corrélations COSY de Z-Fusapyrone BN2
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Figure 41: Le spectre COSY déterminant les corrélations pledr BN2
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Figure 42: Les corrélations HMBC de Z-Fusapyrone BN2
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Figure 43: Spectre HMBC montrant les corrélations H-C pBNi2
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Figure 44 : Spectre ROSEY de Z-Fuzapyrone BN2
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Figure 45: Spectre ROSEY: correlation GH1/H-8 pour BN2
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lll. 2.3. L'Indole-3-acétate de méthyle (BN3)

Source biologique Fusarium begoniae
Quantité isolée 7.5 mg

Description physique Cristeaux blancs
Formule Moléculaire C11H11NO,

Poids moléculaire 189.2 g/mol
Temps de rétention HPLC 21.60 min
Structure

5
Spectre HPLC +ESI-SM
1‘00%%10723#4 3 W ::+CES\Fu!8r359[100.00-1000‘00]
‘. W23 ‘
8100 ~ v
{21603 § &
3 3739
‘ 5 60
aiH < e
o 40 217 526.3
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] o s s e s
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Ce composé a été isolé a partir de I'extrait Ac@&Fusarium begoneasous forme
de cristaux blancs (7.5mg) en utilisant une colocheomatographique avec le systeme
CHCI/MeOH 9 :1. Le spectre UV de ce compose est caiaétpar la présence de deux pics
d’absorptions maximales, le premier a 216.7 nne eleduxieme a 279.1 nm. La gamme totale
de cette longueur d’onde est caractéristique dentdlle des indoles, donc notre composé est

un dérivé d’indole.

Le spectre de masse montre la présence d'un pidH[M{Electrospray en mode
d’ionisation positive) a 189.9 m/z ce qui indiqueede poids moléculaire de ce composé est
de 189 g/mol correspondant a la formule molécul@irél;NO,.

L’élucidation de la structure a été basé sur lessiltéts de I'analyse spectrale de la
RMN 1D et 2D y compris la RMN, RMN*C, DEPT, COSY, HMBC et HMQC.

Les spectres de la RMN et**C ainsi que DEPT révélent la présence d’'un métayle
oy = 3.68 ppm attribué au groupement méthoxy enipositO, un méthyléne & = 3.77 ppm
pour CH-8, un méthine oléfinique &, = 7.15 ppm pour CH-2. Quatre méthines aromatiques
aody = 7.51 ppm (ddJ=7.7, 2.1 Hz), 7.01 ppm (td=7.9, 1.3 Hz), 7.10 ppm (td=7.9, 1.3
Hz) et a 7.33 ppm (ddJ=8.1, 2.1 Hz) qui sont attribués respectivement auxtons
aromatiques H-4, H-5, H-6 et H-7. Trois carboneatguaires ac - 108.6, 128.5 et 138.0
ppm qui se sont attribués a C-3, C-3a et a C-7a;amponyl de I'ester carboxyliquedg =
174.6 ppm.

Dans le spectre COSY on note la présence d'un mgstde spin d'un noyau
aromatique (le proton CH-2 est corrélé avec lequrdti-H). Le spectre HMBC montre les
corrélations de H-2 a C-3, a C-3a et a C-7a, dedH=43, C-6 et a C-7a, de H-5a C-3a et a C-
7, de H-6 & C-4 et a C-7a et de H-7 a C-3a et a @tBrieurement, le spectre de la HMBC

révéle également une corrélation entre les pralar@CH-10 et le carbone C-9.

Le signal singulet a4 = 7.15 ppm indique que le substitutuant est caideeau C-3
plutét qu'au C-2 car le déplacement chimique du@rale la position 2 est plus déblindé et
ceci est du a linfluence de la délocalisation dulflet libre de I'azote. Les corrélations de
CH,-8 a4 C-2, a C-3, & C-3a et a C-9 confirment I'dteament de la fonction ester a la position
3.
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Les données spectrales de I'UV, de la RMN et depkctrométrie de masse obtenues
pour notre composé sont identiqgues a celles regomdur I'indole-3-acétate de méthyle

précédemment isolé de I'endophyte md&ranicillium commungl7].

Les différentes corrélations sont mentionnées tatableau qui suit et sur la structure
proposée.

Tableau 19: Les déplacements chimiques et les corrélatiabS¥ et HMBC de L’'Indole-3-
acétate de méthyle

Position | 6c (ppm) | 84 (ppm) COosy HMBC

1 10.95 (s, 1H) H-2

2 124.8 7.15 (s) H-8, H-1| H-8/C-2

3 108.6 H-2/C3, H-8/C-3, H-7/C-3

3a 128.5 H-2/C-3a, H-8/C-3a, H-5/C-3a, H-7/C13a4/C-3a,
H-6/C-3a

4 1195 7.51 (dd}=7.7 2.1 Hz) | H-5 H-5/C-4, H-6/C-4

5 120.1 7.01 (td)=7.9 1.3 Hz) | H-6,H-4| H-4/C-5, H-6/C-5

6 122.6 7.10 (td)=7.9 1.3 Hz) | H-7,H-5| H-5/C-6, H-7/C-6, H-4/C-6

7 112.4 7.33(dd}=8.1 2.1 Hz) | H-6 H-5/C-7, H-6/C-7

Ta 138.0 H-2/C-7a, H-5/C-7a, H-6/C-7a

8 32.0 3.77 (s, 2H) H-2 H-2/C-8

9 174.6 H-8/C-9

10 52.2 3.68 (s, 3H)

Les mesures ont été faites dans le DMS@-800 MHz pour RMRH et & 150 MHz pour
RMN*C.

154




Produits isolés du champignon endophytique Fusarium begoniae et leur cytotoxicité

b A
K 6 7
3 i“ 5 DMSO
3 RS
’ J L Jie _
e\ £\ LLL = JUUL .
4 e ‘ . T TR R SRS
115 1.0 0.5 10.0 25 8.0 &5 &0 75 124 65 ppm 55 50 45 40 a5 30 25 20 .5 1.0 05 Pl
5 L] T

Figure 46: Le spectre RMN du proton de I'lndole-3-acétatenttthyle BN3

T T T T T T T T T T T T T T 1
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figure 47: Le spectre RMN du carbone de I'iIndole-3-acétitenéthyle BN3
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Figure 48: Le spectre de la RMN 2D : COSY pour BN3
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Figure 49: Les corrélations COSY de L’Indole-3-acétate dthyle BN3
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Figure 50: Le spectre de la RMN 2D : HMBC pour BN3
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Figure 51: Les différentes corrélations HMBC pour BN3
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Figure 52: Extension d’'une partie du spectre HMBC pour BN3
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lll. 2.4. Indole-3-acide carboxylique (BN4)

Source biologique
Quantité isolée
Description physique
Formule Moléculaire
Poids moléculaire

Temps de rétention HPLC
Solubilité

Fusarium begoniae
1.7 mg

Cristeaux marron
CoH/NO,

161g/mol

22.03 min

MeOH, DMSO

Structure
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Ce produit a été isolé de I'extrait de I'AcOEt sdasne de cristaux marron (1.7 mg).
Des absorbances max(MeOH) = 211.0, 227.1 et a 281.2 nm dans letspate 'UV

indique la présence d’un dérivé d’indole.

L’ESI-MS en mode d’ionisation positif et négatif moent des pics moléculaires a
m/z=162.0 [M+H] et m/z=160.2 [M-H] respectivement indiquant que le poids moléculaire
est de 161 g/mol, ce qui suggere la formule mo&miGH;NO,.

La présence d'une fragmentation a m/z=116.0 quiespond a [M-COOH]dans le

spectre de ESI-MS en mode négative montre quenigpasé contient un squelette d’indole.

Le spectre de la RMN du proton est similaire aiadluproduit que nous avons discuté
auparavant (Indole 3-acétate de méthyle) et manissi sept protons qui sont inclus en un
systeme ABCD (systeme aromatiquejsa= 8.06 (dddJ=6.9, 2.2, 0.6 Hz, H-4), 7.42 (ddd,
J=6.9, 1.2, 0.6 Hz, H-7), 7.18 (dI56.9, 2.2Hz, H-6), 7.15 (d§=6.9,1.2Hz, H-5) ainsi qu’un
proton qui résonned, = 7.93 (s, H-2).

Ces résultats spectraux sont identiques a ceuxtésplors de I'extraction de I'acide

indol-3-carboxyliqgue du champigndotryosphaeria rhodingsolé deBidens pilosd18].

Tableau 20: Les déplacements chimiques de la RiNle I'Indole-3-acide carboxylique

Position | 31 (ppm)

1

2 7.93(s)

4 8.06 (dd,J=6.9 2.2 Hz)
5 7.15 (dt,J=6.9 1.2 Hz)
6 7.18 (dt,J=6.9 2.2 Hz)
7 7.42 (dd,J=6.9 1.2 Hz)

Mesuré dans le CI®D & 500 MHz {H) et 125 MHz t°C).
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Figure 53: Les corrélations COSjgour BN4
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lll. 2.3. L’Acide 1, 2-Hydroxy-13-(hydroxyméthyl)-3,5,7-triméthyl-2,4-
tétradécadiene-1,14-dioique (BN5)

Source biologique Fusarium begoniae
Quantiteé isolée 19.2 mg
Description physique Poudre blanche
Formule Moléculaire C18H3006

Poids moléculaire 342 g/mol

Temps de rétention HPLC 19.99 min

Solvant DMSO

Structure

Spectre HPLC +ESI-MS
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Ce composé a été isolé de I'extrait AcOEfdisarum begoneasous forme de poudre
blanche (19.2 mg). Le spectre UV montre un maxindtiiax 276.0 nm. Les pectre de masse
pris par ESI-MS en mode positif montre un pic a.84®/z [M+HJ et un pic & 706.5 m/z
[2M+Na]" (pic de base), le spectre de masse pris en magingontre un pic a 341.2 m/z
[M-H] " et un autre a 683.1 m/z [2M-Hhdiquant que le poids moléculaire est de 342 §/mo

ce qui correspond a la formule moléculairgHzOs.

La RMN du proton montre la présence des protons8@ @gpm (H-2 m), a 5.57 ppm
(H-13 s), a 3.57 ppm (H-3=8.2 21.5 Hz dd) et & 3.52 ppm (H3%5.4 15.8 Hz dd). On
trouve aussi des protons méthylene qui résonnaertiessivement a 1.06, 1.30, 1.39 et 1.26
ppm sous forme des multiplets correspondants régpewent aux protons de H-7, H-4, H-5
et H-6 ; des signaux a 0.79 ppd2.4 8.9 Hz dd), a 2.15 pprd«1.2 d) et a 1.76 ppnd£1.1
d) correspondant respectivement aux méthyles dlgpres H-16, H-14 et H-15. Les protons
H-8, H-9, H-9" et H-11 résonnent respectivement&8 ppm (m), 1.82 ppmJ£8.2 21.5 dd),
2.06 ppm J=6.2 19.3 dd) et a 5.72 ppm (Ss).

Les systemes de spin ont été déterminés par léreg@@©SY, ainsi le proton H-1 est
corrélé aux protons H-2 et H-3 qui est corrélératenir aux protons H-4 et H-5 ; le proton H-
4 est corrélé aux protons H-5 et H-6, H-6 est ¢éra@ proton H-7 qui voit & son tour les
protons H-8 et H-9 ce dernier voit les protons K115 et H-16. Le proton H-11 se corréle
avec les protons H-13, H-14 et H-15 celui-ci ve# protons H-16 et H-13.

L’interprétation du spectre HMBC permet de déteenicomment les unités sont
connectées entre elles pour former le composé estiqn. Ainsi le proton H-1 est corrélé
avec les carbones C-2, C-3 et C-a, H-3 est coandé les carbones C-2, C-4 et C-a, le proton
H-4 est corrélé aux carbones C-5 et C-3, le H-5 keoC-6, I'hydrogene H-6 voit le C-7, le
proton H-7 est corrélé avec les carbones C-16 C63eCC-9. Le proton H-8 se corréle avec
les carbones C-16 et C-7 ainsi que les protonset¥®-9’ sont corrélés avec les carbones C-
16 C-8 C-7 et C-10, le proton H-11 est corrélé aetd C-12 C-13 et C-14, le proton H-13
voit les carbones C-14 et C-b alors que le protetdhést corrélé aux C-12 C-13 et C-b.

D’apres les informations tirées des spectres COIMBC et HMQC nous avons
confirmé la connectivité de tous les unités deaotrmposé ainsi que la stéréo-isomérie Cis
entre les protons H-5 et H-7, et entre H-11 et HIEpres les corrélations observées sur le
spectre ROESY.
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Tableau 21: Les déplacements chimiques de la RNt la RMNEC du composé BN5

Position

© 0 N 0o o A W N P

O Bkl el R R R e o
o 0 b o wl N Rk o T

@]
o

dc (ppm)
59.64
54.92
68.85
25.42
26.36
34.51
38.66
30.29
48.41
48.41
140.80
129.13
152.61
118.10
19.24
19.06
18.10
174.46
167.63

on (ppm)
3.52 (dd]= 5.44 15.84, 2H)
2.39 (m, 1H)

3.57 (ddJ= 8.25 18.76, 1H)
1.30 (m, 2H)

1.26 (m, 2H)

1.39 (m, 2H)

1.06 (m, 2H)

1.63 (m, 1H)

1.82 (ddJ= 8.24 21.55, 1H)
2.06 (ddJ= 6.2 19.29, 1H)

5.72 (s, 1H)

5.57 (s, 1H)

0.79 (ddl=2.4 8.99, 3H)
2.15 (d=1.21, 3H)
1.76 (d=1.12, 3H)
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Figure 54 : Spectre RMNH pour BN5
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Figure 56: Le spectre RMN 2D : DEPT pour BN5

Figure 57 Les corrélations H-H : COSY pour BN5
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Figure 58: Le spectre RMN 2D : COSY pour BN5
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Figure 59: Le spectre RMN 2D : HMBC pour BN5
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Figure 61: Principaux corrélations observés en HMBC pouBN
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[ll. 3. Etude de la cytotoxicité

Les composeés isolés ont été testés pour déterd@nempotentiel anticancéreux. La
cytotoxicité a éteé faite in vitro sur la lignée /Bl des cellules cancéreuses du lymphome de

souris.

Tableau 22: Pourcentage de la croissance des cellules ey

Beauvericine -1.1
Z-Fusapyrone 43.8
L’Indole-3-acétate de méthyle 93
Indole-3-carboxylic acid 96

Nous avons pu constater pour ce test de cytotéxigle seule le composé
Beauvericine isolé du champigndétusarium begoniaea manifesté une activité contre les
cellules cancéreuses du lymphome de souris, @estrhposé le plus actif vu sa structure de
peptide cyclique. Le Z- Fusapyrone a confirmé urcteviéé cytotoxique faible, par contre les
dérivés indoles sont inactifs (la croissance driles cancéreuses doit étre inférieur a 20 % a
la concentration 1Qg/ml).

On signale que la plante marocafwstolochia paucinervis'utilise par la population

contre le cancer dans la médecine traditionnelle.

CONCLUSION

Les métabolismes secondaires des plantes aromatejumédicinales (champignons
endophytes) produisent des composés naturels ameclarge diversité de structures

chimiques qui prouvent des applications convenatdes le domaine de la médecine.

Dans cette partie, nous avons donc isolé des grodaiurels a partir des champignons
endophytigues des plantes, nous avons élucidé Ismustures a l'aide des méthodes
modernes de la RMN et de la spectroscopie de naiase que la détermination de leur
potentiel pharmacologique.
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Parmi les produits que nous avons isolé le Beatineriqui posséde des propriétés
antibiotiques et insecticides [20], et qui a canfirune activité anticancéreuse qui peut étre

expliquée par la structure cycligue du peptide wtgput servir dans le domaine de lutte
contre le cancer.
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Conclusion générale

CONCLUSION GENERALE

De tout temps on a utilisé des plantes aromatigu@sédicinales avec succes pour se
protéger et traiter de nombreuses infections. Cdgoen faute de preuve, la communauté
scientifique et médicale est aujourd’hui réticeateitiliser ces plantes. Il semble que trois
mille ans (et plus) d’'usage ne sont pas assez étsju

Le monde scientifique est en train de redécouvrnesvalider le savoir traditionnel
des plantes médicinales étant donné la toxicidudes effets secondaires indésirables des
molécules de synthése ainsi que la résistance dairmse germes microbiens face aux
médicaments existants. L'utilisation des plantesratiques et médicinales qui contiennent
des composés bioactifs est en progression. En efbetpte tenu de leur meilleure
biocompatibilité on observe une demande croissdat@roduits d’origine naturelle. C'est
dans ce contexte que se situe I'objet de notraifrav qui porte sur I'évaluation de I'activité
biologique de quelques plantes médicinales maresaifin de s’en servir et ceci dans divers

domaines : environnemental, médical et scientifique

Dans le premier chapitre nous nous sommes focadiseBétude de trois especes de
menthes Mentha pulegiumMentha suaveolenst Mentha piperita nous avons préparé les
huiles essentielles de ces plantes puis nous al&esminé leur composition chimique par
CPG et par CPG-SM, nous avons par la suite tesfi@t’de ces huiles essentielles sur deux
especes d€oléopteresravageurs des denrées alimentaires stock8gtophilus oryzeat
Rhisopertha dominicajui causent des dommages économiques importartsusisur les
grains stockées. L'objet de cette étude est de gipwontribuer a la mise au point des

insecticides a base naturelle appelés Bioinseescid

Cette étude a permis de déterminer que le prodajinitaire deMetha pulegiunest la
pulégone, déMentha suaveolensst la piperitenone et pour Mentha piperita cledinalol.
On peut conclure aussi a partir de cette étude, ogusont les huiles essentielles e

pulegiumet deM. suaveolengui ont un effet insecticide intéressant.

Le deuxieme chapitre a traité I'activité antibae®ne de I'huile essentielle et des
extraits de la plante marocai@éstus ladaniferuxonnue par sa richesse en polyphénols qui
ont un large spectre d’inhibition contre la croresa bactérienne et ceci pour les Gram

positives et les Gram négatives. L'étudeQistus ladaniferusious a permi de conclure que
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'huile essentielle et les extraits ont une forttivaté antibactérienne sur les 14 souches
testées.

Nous avons réalisé aussi I'étude de l'activitéicxydante des extraits par divers
solvants organiques deistus ladaniferusles tests de l'activité antioxydante de cettenf@da
se sont avérés intéressants puisque la plante &rénon pouvoir antioxydant élevé, les
résultats ont montré que I'extrait aqueux et I'aittmethanolique ont le pouvoir antioxydant

le plus intéressant.

Vu que beaucoup de champignons endophytiquebétysent des produits avec une
large diversité de structures chimiques qui sonthaiiées pour des applications spéciales
dans le domaine médicale ou agrochimie, nous awvmmsacré la troisieme partie a
'isolement de métabolites secondaires des champgnendophytiques de la plante
marocaine Aristolochia paucinervis et a leur purification par les méthodes
chromatographiques fiables. Nous avons ensuitédéues structures chimiques a l'aide des
méthodes d’analyse modernes a savoir la spectriendgrmasse utilisant différents modes
d’ionisation et la résonance magnétique nucléait® &t a 2D qui constituent des méthodes
robustes tout a fait adaptées a I'analyse des miis secondaires. Enfin nous avons testé

I'activité cytotoxique des produits isolés.

Les résultats obtenus montrent qu’a partir du chgnom Fusarium begoniaextrait
de la plante marocain&ristolochia paucinervisnous avons isolé cinq produits naturels : Le
Beauvericine, le Z-Fusapyrone, I'ilndole-3-acétatentithyle, I'Indole -3-acide carboxylique
et L’Acide 1,2-Hydroxy-13-(hydroxyméthyl)-3,5,7tnethyl-2,4-tétradécadiéne-1,14-
dioique. Les structures de tous ces produits antéktcidées par les différentes méthodes

spectroscopiques.

L’étude de la cytotoxicité des produits obtenus treque c’est le Beauvericine qui a

une activité anticancéreuse.
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RESUME

Actuellement plusieurs questions se sont soulegé@esernant la sécurité des produits
chimiques utilisés en médecine ou dans l'indusgtli@entaire ou sanitaire. La migration vers
les produits d’origine naturelle constitue un refygpur les chercheurs vu leurs avantages
incessants. Les plantes aromatiques et médicisalesnsidérent comme richesse abondante

de ces produits naturels a propriétés biologigogmitantes.

Dans le présent travail nous nous sommes intéress@sterminer la composition
chimique et a évaluer I'activité insecticide deuille essentielle de trois espéces de menthes :

Mentha pulegiunMentha suaveolenst Mentha piperita

Dans un deuxiéme volet nous avons testé I'actaitéactérienne et antioxydante des
produits extraits (huile essentielle, extrait agetvants organiques a polarité croissante) de
Cistus ladaniferusplante médicinale trés utilisée par la populatioarocaine et trés peu
étudiée.

La troisieme partie nous I'avons consacré a l'ismat des métabolites secondaires du
champignon endophytiquEusarium begoniaeextrait de la plante marocaimristolochia
paucinervis Ces métabolites ont été séparés et purifies esrdifférentes techniques
chromatographiques et spectroscopiques afin d@ucieurs structures chimigues. Nous
avons aussi testé l'activité anticancéreuse de meduits isolés vis-a-vis des cellules

cancéreuses du lymphome des souris.

Les résultats obtenus ont montré une cohérence &ntcomposition chimique des
plantes aromatiques et médicinales marocainesé&sidjui sont riches en produits naturels et
I'activité étudiée ce qui permet de conclure qeeRAM étudiées ont un potentiel chimique et
biologique important qui leur permettrait d’étrepwité dans des différents domaines :

agricol, industriel et pharmaceutique.

Mots clés: Plante médicinale ; Huile essentielle ; Bioinsgdg ; Coléoptéres ; Pouvoir

antibactérien ; DPPH ; Champignons endophytiq@RG/SM ; RMN'C ; Cytotoxicité.



ABSTRACT

Nowadays several questions are raised about tlkéysafchemicals compounds used
in medicine and food or health industry. The Migmatto natural products is a haven for

researchers because they have incessant benefits.

Aromatic and medicinal plants count as richnessthaflse natural products with

important biological properties.

In the present work we are interested at determoimaif chemical composition and to
evaluate the insecticidal activity of the essentdl of three species of mintdvlentha

pulegium Mentha suaveolerendMentha piperita

In a second part we tested the antibacterial atidxagant activity of some extracts
products (essential oil, extracted with differemgamnic solvents) fronCistus ladaniferus

medicinal plant widely used by the Moroccan popatatind little studied.

The third component we have devoted to the extraaif secondary metabolites from
endophytic fungus-usarium begonia isolated fromAristolochia paucinerviswe separated
and purified by various chromatographic and spsctopic techniques to elucidate their
chemical structures, and finally we tested antieearactivity of pure compounds isolated

against tumor cells of mouse lymphoma.

The results showed the consistency between thechemical composition of the

extracts produced from Moroccan medicinal plantsthe studied activity.

Keywords : Medicinal plant; Essential oil ; BioinsecticideColeopterae ; Antibacterial
activity ; DPPH ; Endophyts fungus ; CPG/SM ; NMR ; Cytotoxicity.



