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La région de Kabylie possède une flore riche, soulignée par plusieurs points chauds de

biodiversité, faisant d’elle l’un des principaux centres de diversité des espèces végétales du

pays (Vela et Benhouhou, 2007). De plus, cette région abrite l’une des plus grandes

couvertures forestières du pays, où poussent naturellement des arbres uniques tels que Pinus

nigra, A. numidica…etc, des espèces gravement menacées par la perte de leur habitat (Liste

rouge de l’Union international de la Conservation de la Nature).

L'acquisitiondeconnaissancesscientifiquessurcesespècesn'estpasseulementimportante pour

concevoir des stratégies de conservation (restauration des habitats), mais aussi pour

l'utilisation durable de leurs produits non ligneux, y compris les huiles essentielles, qui

peuvent présenter différentes activités biologiques. Outre notre intérêt pour la recherche de

composés bioactifs de grande valeur, l’acquisition de données sur les profils chimiques de ces

espèces charismatiquespourraitcontribueràunemeilleurecompréhensiondelaphylogéniedeces

taxons. En effet, les liens entre les chémotypes et la diversité génétique des populations

naturelles d’espèces étroitement liées sont de plus en plus étudiés grâce à des approches

modernes telles que la chémosystématique (Adams et al., 2003 ; Zhang et al., 2022 ; Chung

et al., 2023).

Les huiles essentielles revêtent un intérêt considérable dans la préservation de la

biodiversitéenraisondeleurspropriétésmultifonctionnelles(D’Ameliaetal.,2021;Bolouri et al.,

2022). D'une part, elles peuvent être utilisées comme alternatives naturelles aux pesticides

chimiques dans l'agriculture biologique (Raveau et al., 2020; Chang et al., 2022).

Enréduisantladépendanceauxproduitschimiquesnocifs,ellespréserventlesécosystèmesen

minimisant la pollution et la détérioration des sols. D'autre part, les huiles essentielles ont des

propriétés antifongiques, antibactériennes et insecticides (Hou et al., 2022 ; Campolo et al.,

2018) qui peuvent être utilisées pour protéger les cultures et les forêts contre les ravageurs et

les pathogènes, limitant ainsi les pertes de biodiversité causées par ces menaces. De plus,

l'utilisationdecescomposésnaturelsdanslamédecinetraditionnelle (Lis-Balchin,1997)etla

recherche pharmaceutique (Cimino et al., 2021) encourage la préservation des plantes qui les

produisent, contribuant ainsi à la protection des espèces végétales menacées. L'exploitation

durable des plantes à des fins d'extraction d'huiles essentielles peut également fournir une

incitation économique à la conservation des habitats naturels, garantissant ainsi un équilibre

entre les besoins humains et la préservation de la biodiversité (Hamdane et al., 2023;

Marcilino et al., 2023). Egalement, ces métabolites offrent, une approche holistique pour la

conservation de la biodiversité en favorisant des pratiques agricoles et pharmaceutiques
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respectueusesdel'environnementtoutenvalorisantlesécosystèmesetlesplantesquilesabritent(Kay

eshetal.,2023).Leurscaractéristiqueschimiquescomplexesetvariées,illustrent

parfaitementl'aspectchémogénétiquefascinantdesplantes,d’où «Chaquehuileessentielleest une

véritable signature chimique de la plante dont elle est extraite ».

La production et la caractérisation des huiles essentielles, le contrôle de leur qualité tout

autant que la mise en évidence d'une éventuelle spécificité nécessite la mise en œuvre des

méthodes de préparation et d'analyses les plus modernes. L’analyse des profils chimiques en

HEsextraitesdesorganesd'uneplanteoffredesclésessentiellespourcomprendresonécologie,

saphysiologie,etsacapacitéàsurvivredanssonhabitatnaturel,cequipeutorienterlesefforts

deconservationbiologiquevisantàprotégercesespècesvitalespournotrebiodiversitéglobale. En

examinant la variation de la composition chimique en HEs de ses organes, les résultats

peuvent non seulement mieux comprendre les adaptations de la plante à son environnement,

mais également identifier des mécanismes de défense naturelle. Ces mécanismes incluent la

production de composés chimiques qui repoussent les herbivores, les pathogènes, ou qui

favorisent la pollinisation. De plus, en étudiant la composition chimique des organes, il est

possiblededévelopperdesstratégiesdeconservationspécifiquespourpréserverlespopulations de

plantes menacées (Cragg & Newman, 2005 ; Mishra & Tiwari, 2011)

Le regain d’intérêt pour l’utilisation et la consommation de produits « bio », a conduit les

scientifiques à s’intéresser aux huiles essentielles et en particulier aux activités biologiques de

leursconstituants.Cescomposésprésententl’intérêtd’avoirunefaibletoxicité(Prakashetal.,

2023), d’être facilement acceptés par les consommateurs et d’avoir un potentiel multi-usage

important.Silespropriétésantimicrobiennessontreconnuesdepuislafindu19ièmesiècle,ce n’est que

récemment que des études ont montré les activités antivirales, antimitotiques,

antioxydantes,antiparasitaires,ouencoreinsectifugesdeshuilesessentielles.Aveclarésistance

accrue des bactéries aux antibiotiques, les constituants des huiles essentielles apparaissent

comme des produits de substitutions très intéressants (Faleiro & Miguel, 2013). Il est donc

indispensable de chercher des agents actifs contre les bactéries résistantes. De plus, lasécurité

alimentaireestl’unedesplusimportantespréoccupationsensantépublique.Desétudesmontres que

30% de la population des pays industrialisés souffrent d’intoxications alimentaires dues à la

présence de micro-organismes au sein des aliments (Abebe et al., 2020).

Par ailleurs, l’oxydation des lipides observée pendant le traitement et le stockage des

produits alimentaires (Geng et al., 2023) est responsable de la détérioration de la qualité des

aliments et surtout est néfaste pour la santé humaine. L’utilisation d’antioxydants
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synthétiques,telsquelesdérivésdutoluèneoudel’anisole,utiliséspourpermettreunemeilleure

conservation de l’aliment est limitée du fait de leurs propriétés cancérigènes. Les huiles

essentielles peuvent donc jouer un rôle important et nouveau dans la préservation de la qualité

des produits de l’industrie alimentaire (Horbańczuk et al., 2019; Lourenço et al., 2019).

Dans le cadre de l’implémentation des approches envisagées, notre attention s’est portée

sur l’évaluation phytochimique des huiles essentielles extraites de deux espèces de la famille

des Pinaceae, lesquelles sont répertoriées comme espèces vulnérables par l’Union

internationale pour la conservation de la nature (UICN). La préférence accordée à cette

famille végétale repose sur sa réputation d’abondance en composés volatils La sélection de

cette famille botanique s’est justifiée par sa réputation en matière de richesse en huiles

essentielles. Dans cette optique, nous avons procédé à l’extraction des huiles essentielles

présentes dans leurs parties aériennes (feuilles, branches et cônes), suivie d’une

caractérisation approfondie et d’une analyse des variations chimiques de ces substances.

Ensuite, nous avons recherché une valorisation des huiles essentielles étudiées en développant

une approche pluridisciplinaire chimie/activité biologique au travers de la mise en évidence

des activités biologiques des huiles essentielles.

Ce manuscrit, illustre le déroulement cohérent de notre investigation et présente de

manière concise et précise les résultats de notre approche analytique. Il est structuré en trois

chapitres.

Le premier, est un état de l’art des connaissances bibliographiques sur notre projet de

recherche. La première partie de ce chapitre présente les contours scientifiques de la recherche

sur les huiles essentielles. La seconde, quant à elle, décrit l’aspect botanique, taxonomique,

recherche de molécules à intérêt pharmaceutique et autres des espèces objet de notre

recherche ;

Dans le deuxième chapitre, nous exposons le matériel utilisé et la méthodologie retenue

pour répondre aux questions posées ;

Dans le troisième chapitre, nous regroupons les résultats et discussions relatifs aux

expérimentations menées dans le cadre de ce travail.

En conclusion, le manuscrit se termine par une synthèse des résultats clés et propose des

pistes pour de futurs travaux phytochimiques sur les espèces étudiées.
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Lessubstancesvolatiles:lafamilledesterpènes

Les huiles essentielles (HEs) existant dans les plantes aromatiques sont responsables des

différentesodeursqu’ellesdégagent.Cesontdessubstancesvolatilesetodorantesobtenuesdes

végétauxparentrainementàlavapeurd’eau.Ellesseformentdansungrandnombredeplantes

commeproduitsdumétabolismesecondaire.Leshuilesessentiellessontdesmélangesliquides très

complexes. Elles ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers et ont donné

naissanced’unebranchenouvelledelaphytothérapie:l’aromathérapie.Leshuilesessentielles

ont,àtoutesépoques,occupéuneplaceimportantedanslaviequotidiennedel’hommequiles utilisait

autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou même se soigner. Les HEs se

retrouventdansdesglandesminusculessituéesdansdifférentespartiesdelaplantearomatique

:danslesfeuilles,danslesfleurs,danslefruit,danslesgraines,dansl’écorceet,pourcertaines plantes,

au niveau dans les racines (Bakali et al., 2008; Turek and Stintzing, 2013; Ali et al., 2015 ;

Perricone et al., 2015 ; Thangaleela et al., 2022 ; Boy et al., 2023).

Généralitéssurleshuilesessentielles

Définition

Les huiles essentielles sont des substances odorantes concentrées, obtenues à partir de

plantes par entraînement à la vapeur d’eau, hydro-distillation ou expression mécanique. Le

terme huile essentielle a été inventé au 16ème siècle par le médecin suisse Parascelsus von

Hohenheim afin de désigner lecomposé actifd’unremède naturel(Guenther, 1948). Il existe

aujourd’hui approximativement 3000 huiles essentielles, dont environ 300 sont réellement

commercialisées, destinées principalement à l’industrie des arômes et des parfums (Lawless,

1996 ;Lis-Balchin, 2006 ;Turek & Stintzing, 2013).

La norme AFNOR NF T 75-006 définit l’huile essentielle comme :« un produit obtenu à

partir d’une matière première végétale, soit par entraînement à la vapeur d’eau, soit par

hydrodistillation.L’huileessentielleestséparéedelaphaseaqueusepardesprocédésphysiques
».Leshuilesessentiellesdégagentuneodeurcaractéristiqueetsont,engénéralpluslégèresque

l'eautoutenpossédantdescaractéristiqueshydrophobes.Cesontdesmoléculeslégèresquisont

entraînées par la vapeur d'eau lors de la distillation, l'huile se sépare de l'eau du distillat mais

une petite partie persiste dans l'eau et lui communique une odeur, on parle alors d'eau

aromatique (Bruneton, 2009 ; Kaloustian & Hadji-Minaglou, 2012, Dhifi et al., 2016).
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Certains auteurs définissent les huiles essentielles comme des assemblages complexes de

composés volatils, souvent accompagnés d’une fraction aqueuse résiduelle issue de leur

extraction par hydrodistillation. Cette conceptualisation s’étend aux essences extraites par

pression à froid des écorces ou zestes des agrumes du genre Citrus, où l’eau participe

indirectementdanslesméthodesmécaniquesvisantàlibérerlessubstancesdescavitésoléifères

(Garnero, 1998).

Duquénois (1979) met en évidence l’absence d’une définition standardisée des huiles

essentielles, notant que la conceptualisation de ces substances diverge en fonction des

disciplines professionnelles. Ainsi, botanistes, industriels, parfumeurs et pharmacologues

adoptent des définitions qui reflètent les exigences et les applications propres à leurs champs

d’expertise.

Historique

Les épices, valorisées depuis l’antiquité, pour leur arôme, leur goût et leurs capacités de

conservation ont précédé la reconnaissance historique des huiles essentielles (Burt, 2004).

Parmi celles-ci, l’huile de térébenthine est la seule explicitement citée par les historiens de la

Grèce et de Rome antiques (Guenther, 1948). La technique de distillation, initialement mise

enœuvreenOrient,notammentenÉgypte,enIndeetenPerse, ilyaplusdedeuxmillénaires,

aétéperfectionnéeauIXesiècleparlesArabes(Guenther,1948).Lapremièredocumentation fiable

sur la distillation des HEs est attribuée à Arnau de Vilanova, médecin Catalan du XIIIe siècle

(Guenther, 1948). À cette époque, les HEs étaient déjà produites dans les officines

pharmaceutiques et leurs propriétés pharmacologiques consignées dans les pharmacopées

(Burt,2004),maisleurdiffusionenEuropenes’estaccéléréequ’auXVIesiècle,périodedurant

laquelle elles étaient activement commercialisées à Londres (Crosthwaite, 1998; Lucchesi,

2005). Au cours de ce même siècle, Brunschwig et Reiff, deux médecins de Strasbourg, ont

publié indépendamment des traités sur la distillation et l’usage des HEs, ne recensant qu’un

nombrelimitédevariétéstellesquelatérébenthine,legenévrier,leromarin,lalavande,leclou de

girofle, le macis, la muscade, l’anis et la cannelle (Guenther, 1948).

Au XVIIe siècle, Du Chesne (Quercetanus), un médecin français, rapporte que la

préparation des HEs était largement maîtrisée et que les pharmacies disposaient couramment

d’une gamme de 15 à 20 huiles différentes (Guenther, 1948). L’huile d’arbre à thé, utilisée à

des fins médicinales, est documentée depuis la colonisation de l’Australie à la fin du XVIIIe

siècle,bienquesonusageparlespopulationsautochtonesaustraliennessoitprobablement
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antérieur(Carson&Riley,1993).Lapremièreévaluationexpérimentaledeseffetsbactéricides

desvapeursd’HEsaétéréaliséeparDelaCroixen1881(Burt,2004).Toutefois,aucoursdes XIXe et

XXe siècles, l’application médicale des HEs a progressivement cédé la place à leur utilisation

principale pour l’aromatisation et la parfumerie (Guenther, 1948), marquant un déplacement

des pratiques thérapeutiques vers des fins plus commerciales et industrielles.

Répartitionbotanique,lieuxdeformationetd’accumulation
Les HEs se distinguent par leur présence transversale dans divers organes végétaux, tels

que les fleurs, feuilles, graines, racines, rhizomes, fruits, bois et écorces, avec des familles

comme les Conifères, Myrtacées, Ombellifères, Labiées et Composées qui en sont

particulièrementpourvues(Cavanagh&Wilkinson,2002;Başer&Demirci,2007;Bakkali et al.,

2008; Bruneton, 2009).

La biosynthèse et l’accumulation des HEs s’effectuent au sein de cellules sécrétrices

spécialisées (Figure 1), qui sont des structures histologiques dédiées à ces fonctions. Ces

cellules ne sont généralement pas isolées mais organisées en groupements tels que des poches

chez les Myrtacées et Rutacées, des canaux sécréteurs chez les Apiacées et Astéracées, ou des

poils sécréteurs chez les Lamiacées et Géraniacées. Elles sont principalement situées en

périphériedestissusexternesdesplantes,reflétantuneadaptationévolutivepourladispersion des

composés volatils (Svobodaand Svoboda, 2000 ;Bruneton, 2009 ;Kaloustian& Hadji-

Minaglou, 2012).

Figure 1 : Photographie de quelques structures histologiques de sécrétion des HEs (A :

cavitéssécrétoires;B:glandessécrétricessessilesetdestrichomessécréteurs;C:glandeset

trichomes non sécrétoires. Adapté de Svoboda & Svoboda, 2000)

LesstructuresvégétalesimpliquéesdanslaproductiondesHEsvarientencomplexitéselon

l’espèce.Chezlesplantesàfleurs,lasynthèseetl’émissiondesHEssontsouventlocalisées
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dansdescellulesépidermiquesconiques,notammentsurlespétales.LesOrchidacéespossèdent des

osmophores, des cellules spécialisées situées à des emplacements stratégiques pour maximiser

l’attraction des pollinisateurs. La rose, en particulier, a été étudiée de manière approfondie

pour comprendre le rôle et la caractérisation de ces cellules coniques dans la sécrétion des

HEs, servant de modèle pour l’étude des mécanismes de sécrétion pétale- spécifique

(Bergougnoux et al., 2007).

De nombreux tissus végétaux possèdent des cavités sécrétrices à la surface de l’épiderme

ouàl’intérieurdel’épicarpecommelesfruitsdeCitrusoulescanauxrésinifèresdesconifères (Fahn,

2000). Chez les Gymnospermes, des structures sécrétrices plus ou moins spécialisées ont été

décrites. On trouve par exemple chez Thuja plicata des cellules sécrétrices isolées réparties

dans le bois, chez Abies grandis des cellules en forme d’ampoules ou de citernes

séparéesdesautresquidéversentleurssécrétionsdansunelumièrecommuneetchez Picea sp

etPinusspletroncetl’écorcecomportentdevéritablescanauxrésinifères(Trapp&Croteau, 2001).

Propriétésphysico-chimiquesdeshuilesessentielles

Les HEs sont généralement des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluide,

voire rétinoïdes, odorantes, volatiles et inflammables. À température ambiante, elles sont

incolores ou jaune pâle, à l’état liquide, mais on peut avoir des huiles essentielles de couleurs

bleutelquelecasdeshuilesessentiellesquicontiennentlechamazulène(Artemisiaabsinthium,

Chrysentemumsp.).Leurdensitéestleplussouventinférieureà1.SeulestroisHEsofficinales

ontunedensitésupérieureàcelledel’eau,cesontlesHEsdecannelle,degirofleetdesassafras. Elles

sont peu solubles dans l’eau, solubles dansles alcools,les émulsifiants et danslaplupart

dessolvantsorganiques,etpeusolubledansl’eauàlaquelle,toutefois,ellescommuniquentleur

odeur. Elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactives sur la lumière polarisée. Leur

point d’ébullition varie de 160 à 240 °C. Elles sont altérables et très sensibles à l’oxydation et

à conservation limitée (Bruneton, 2009, Turek & Stintzing, 2013 ; Yadav, 2022).

Composition chimique

Les HEs ont une composition assez complexe. On y trouve généralement de nombreux

constituants appartenant principalement à deux grandes familles chimiques : les composés

terpéniquesetlescomposésaromatiquesdérivésduphénylpropane(Başer&Demirci,2007;

Bruneton,2009;Dhifietal.,2016;Selmietal.,2022).Lescomposésterpéniquessontformés

d’unitésisopréniques(enC5)etcomprennentlesmonoterpènesen(C10),lessesquiterpènes
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odeur. Elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactives sur la lumière polarisée. Leur

point d’ébullition varie de 160 à 240 °C. Elles sont altérables et très sensibles à l’oxydation et

à conservation limitée (Bruneton, 2009, Turek & Stintzing, 2013 ; Yadav, 2022).

Composition chimique

Les HEs ont une composition assez complexe. On y trouve généralement de nombreux

constituants appartenant principalement à deux grandes familles chimiques : les composés

terpéniquesetlescomposésaromatiquesdérivésduphénylpropane(Başer&Demirci,2007;

Bruneton,2009;Dhifietal.,2016;Selmietal.,2022).Lescomposésterpéniquessontformés

d’unitésisopréniques(enC5)etcomprennentlesmonoterpènesen(C10),lessesquiterpènes
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(C15), les diterpènes (C20) et les triterpènes en (C30). Ils ont la même origine métabolique. Ces

terpènes peuvent être acycliques, monocycliques ou bicycliques. En général, une HE est un

mélange d’hydrocarbures et de composés oxygénés dérivés de ces hydrocarbures. Parmi ces

composés oxygénés, on peut noter la présence d’alcools, d’esters, d’aldéhydes, de cétones,

d’éther-oxydes et de carbures (Başer & Demirci, 2007 ; Bruneton, 2009; Brahmkshatriya

&Brahmkshatriya, 2013 ; Masyita et al., 2022).

La chimie des huiles essentielles est extrêmement complexe. A l’intérieur d’une même

espèce végétale, on observe des variations chimiques importantes ayant conduit à admettre

l’existence de races chimiques et parmi les nombreux constituants d’une HE, l’un domine

généralement ; On l’appelle composé majoritaire (Sharifi-Rad et al., 2017; de Sousa et al.,

2023).LacompositionchimiquedesHEvarieselonlapartiedelaplanteutilisée(bois,racine,

écorce,fleur,feuille,tige,semence)etlavariété(Bruneton,2009;Butnariu&Sarac,2018). De

plus, une même variété peut produire une huile essentielle très différente, selon les conditions

climatiques, géographiques et agronomiques ou elle évolue. Elle varie encore de façon

appréciable avec la période de la végétation. Elle peut aussi être modifiée au cours de

l’extractionoudurantlaconservation(Sangwan et al.,2001;Barra,2009,Liaoet al.,2021).

Enrèglegénérale,lescomposantsdeshuilesessentiellessedivisentendeuxgrandsgroupes :les

terpénoides et les composés aromatiques.

II.5.1. Lesterpènesouterpénoides

Letermeterpénoïdedésigneunensembledesubstancesprésentantlesquelettedesterpènes avec

une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.). Les

terpènes sont des hydrocarbones naturels à masse moléculaire peu élevée, de structure soit

cycliquesoitàchaîneouverte:leurformulebruteest(C5HX)ndontlexestvariableenfonction du degré

d’insaturations de la molécule et n peut prendre des valeurs de 1à 8. La molécule de base est

l’isoprène de formule C5H8(Singh, 2007; Bruneton, 2009; Brahmkshatriya

&Brahmkshatriya, 2013, Yadav et al., 2014)

II.5.2. Biosynthèsedesterpènes

II.5.2.1. Origineetdiversitédesterpènes

Lanatureproduitplusde60000composésisoprénoïdes(égalementappelésterpènes).Ces

moléculesreprésententlaclasselaplusancienneetlaplusimportantedepetitesbiomolécules,

constituant le «terpénome». Elles remplissent une grande variété de fonctions et de propriétés

danstouslesorganismesvivants,cequienfaituneressourceincroyabledeproduitsnaturels
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(Chang&Keasling,2006).Cesterpènes,auxstructurespourtantsivariées,allantd’unesimple

chaîne linéaire d’hydrocarbones jusqu'à des agencements complexes de cycles carbonés, ont

tous en commun plusieurs sous-unités d’isoprène (C5H8) d’où l’appellation d’isoprènoïdes

donnéeégalementauxterpènes.Ilssontlargementreprésentésdanslesplantes,oùilsjouentle rôle

d'huiles essentielles, d'insecticides, de pesticides, d'attracteurs de pollinisateurs, d'hormones,

d'arômes, de pigments,… etc. Ces caractéristiques rendent les isoprénoïdes très attrayants

pour des applications dans les industries alimentaire, cosmétique, chimique, pharmaceutique

et du caoutchouc (Berthelot et al., 2012).

Laformationdusquelettecarbonédetouscesterpènesestcatalyséepardesenzymes;les

terpènessynthases(TPS).Cesenzymessontresponsablesdelasynthèsed’unegrandediversité de

squelettes carbonés (des terpènes), à partir de l’ionisation de substrats prenyl-diphosphates

catalyséeparlaprésencedecationsmétalliquesdivalentscommeleMg2+ouleMn2+(Dewick, 1999) ;

elles peuvent facilement acquérir de nouvelles propriétés catalytiques par des modifications

mineures de leurs structures (Keeling et al., 2008).

Ces substrats sont biosynthétisés à partir de précurseurs communs dont le squelette

principal à 5 carbones (C5) : l’isopentenyl diphosphate (IPP) et son isomère le diméthylallyl

diphosphate (DMAPP). L'activité de l'IPP isomérase est une étape limitant le rythme de la

synthèsedesterpénoïdes.L’IPPetleDMAPPsontenéquilibregrâceàlasimpleactivitéd’une

isomérase (Berthelot et al., 2012).

Ladiversitédecescomposésreposesurdifférentsfacteurstelsquelalongueurdelachaîne

carbonée,letype de condensation des précurseurs et le type de cyclisationauxquels s’ajoutent

des modifications secondaires. Ainsi, les terpènes formés par les TPS sont classés par rapport

au nombre d’unités en C5qui les constitue. On parle de monoterpènes, sesquiterpènes et

diterpènes pour les molécules respectivement en C10, C15et C20(Figure 2) formées

respectivementàpartirdessubstratsprenyl-diphosphatessuivants:géranyldiphosphate(GPP),

farnésyl diphosphate (FPP) et géranyl géranyl diphosphate (GGPP). Ces précurseurs de

terpènessontsynthétiséspardesenzymesdelafamilledesprényltranférasesparcondensation de

l’IPP avec le DMAPP, le GPP ou le FPP. Ainsi, le GPP est formé par une réaction

d’ionisationduDMAPP(pertedugroupeOPP)suivied’uneréactiondeliaisonentrelecarbone

(1) du DMAPP et le carbone (4) de l’IPP, on parle aussi de liaison « tête-queue ». Il en est de

même pour le FPP à partir du GPP et pour le GGPP à partir du FPP. Les



Revuebibliographique

13

molécules formées à partir de ces précurseurs issus de liaison (1-4) sont des terpènes

réguliers. Les terpènes irréguliers utilisent les mêmes précurseurs mais sont issus soit de

cyclopropanation (c1-2-3), soit de liaison latérale (1– 2), soit de cyclobutanation (c1-2-3-2)

(Thulasiram et al., 2008). Parmi les terpènes irréguliers on trouve le squalène et le phytène à

l’origine des stérols et des caroténoïdes qui sont tous issus de deux condensations tête-

têtepuiscyclisationdedeuxFPPetdedeuxGGPP,respectivement(Thulasirametal.,2008).

Figure2:Originestructuraledesterpènes(AdaptédeBaşer&Demirci,2007).

Les TPS catalysent la transformation d’un prenyl diphosphate acyclique (GPP, FPP) en

une multitude de formes acycliques, mono ou polycycliques (Degenhardt et al., 2009). Pour

les monoterpènes, les formes les plus communes sont les monoterpènes acycliques comme le

linalol, les monoterpènes cycliques avec un cycle à 6 carbones, comme le limonène et les

monoterpènes bicycliques comme les pinènes. Par ailleurs, il existe des monoterpènes

hétérocycliques appelés iridanes ayant un cycle à 5 carbones (Hallahan, 2000). Pour les

sesquiterpènes les formes les plus communes sont acyclique, mono-, bi- et tricyclique

(Dudareva et al., 2006 ; Fraga, 2008).

En conclusion, la grande diversité des terpènes s’explique par les nombreuses possibilités

deréarrangementsdeschaînescarbonéesquilesconstituent.Elles’expliqueégalementparles

modifications secondaires (acétylation, méthylation, oxydation, hydroxylation, réduction…)

quecesmoléculespeuventsubiraprèsleurformationsousl’actiond’autresfamillesd’enzymes.



Revuebibliographique

14

Ainsi,chezlefraisier,l’α-pinèneestmodifiéparunecytochromeP450hydroxylaseenmyrténol puis

ce dernier est transformé en acétate de myrtényl par une alcool acétyl transférase (AAT)

(Aharoni et al., 2004). Ces modifications aboutissent généralement à une augmentation de la

volatilité et une variation des propriétés olfactives des composés.

II.5.2.2. Lesvoiesdesynthèsedel’IPPetleurcompartimentation

Selon Başer & Demirci en 2007, la biosynthèse des terpénoïde ; biogénétiquement,

résultentdedeuxpartiessimplesàcinq-carbone:Isoprenyldiphosphate(IPP)etsonisomèrele

dimethylallyldiphosphate(DMAPP)quiserventd'universelprécurseurspourlabiosynthèsedes

terpènes.

Ce mécanisme considère l'acide mévalonique ou le mévalonate comme précurseur

universel des terpènes. Dans les plantes, le diphosphate d'isopentényle (IPP) et le diphosphate

dediméthylallyle(DMAPP)peuventêtresynthétiséspardeuxvoiescompartimentées.Lavoie de

l'acide mévalonique de la biosynthèse des terpénoïdes opère dans le cytosol, le réticulum

endoplasmique et les peroxysomes (Hemmerlin et al., 2003; Simkin et al., 2011 ; Lange &

Ahkami, 2013). Trois acétylcoenzyme A forment l’acide mévalonique (MVA) ; suite à la

réaction de deux molécules d’acétyl-CoA qui donne l’acétoacétyl-CoA, lequel en fixant une

troisième molécule d’acétyl-CoA forme l’ hydroxy-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Par la

suite,laréductionenalcoolducarboxylecombinéauCoAconduitàlaformationdeMVA;et ce via la

voie du mévalonate qui se trouve dans le cytoplasme et qui est responsable de la biosynthèse

de la plupart des sesquiterpenoides (Figure 3).

Ilya20ansdecela,ilaétémisenévidencel’existenced’uneautrevoiequalifiéedenon

mévalonate ou voie de deoxyxylulose phosphate (mévalonate indépendant), qui se limite aux

chloroplastesouplastesliantlesmonoterpèneset/oulesditerpènesquisontsynthétisésviacette voie

(Figure 4). En menant l’IPP et DMAPP; impliquant 1 deoxy-D-xylulose-5-phosphate (DXP)

et 2C-methyl-D-erythritol-4-phosphate (MPE). Elle débute suite à la condensation du

pyruvate et du glycéraldéhyde phosphate donnant naissance au DXP. Suite à une panoplie de

réaction, l’IPP et DMAPP sont formés, respectivement. L’IPP et DMAPP forment le

geranylpyrophosphate(GPP), qui est considéré comme étantun précurseur des monoterpènes.

Le nerylpyrophosphate (CN) obtenu à partir de GPP engendre un éventail de squelettes

acycliques, cycliques, bicycliques ou tricyciques.
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Lesréactionscomme,l'oxydation,laréductionetl'hydratationparl'intermédiairededivers

terpènes cyclases ont pour conséquence la formation de nombreux dérivés de terpène. La

condensation de GPP et d’IPP donne le farnesylpyrophosphate (FPP), Qui est un précurseur

immédiat des sesquiterpenoides. Ainsi que, la condensation du FPP avec l’IPP favorise la

formationdugeranyl-geranylpyrophosphate(GGPP)quiestconsidérécommeétantlepointdu

départ de toutes formes ditérpiniques.

Figure3:Lesvoiesdesynthèsedel’IPPetleDMAPP(AdaptédeRoberts,2007)

Figure4:Sitesdebiosynthèsedesterpénoïdes(AdaptédeBaşer&Demirci,2007)
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Deux voies cellulaires distinctes sont impliquées dans la synthèse de l'IPP et du DMAPP

(Figures4et5).Lavoiecytosoliquedumévalonate(MVA)àpartirdel’acetyl-CoA,etlavoie

plastidiale du 2-C-methyl-D-erythritol4-phosphate (MEP) à partir du 1-deoxyxylulose 5-

phosphate.Bienquecesvoiesmétaboliquessoientséparées,deséchangesd'IPPentrelesplastes et le

cytosol se produisent, régulés notamment par l'exposition à la lumière (Roberts, 2007).

Figure5:Compartimentationdesvoiesdesynthèsedel’IPPetleDMAPP.

[par la voie cytoplasmique (Voie MEV). HMGR : 3-Hydroxy,3-méthylglutaryl

coenzymeAréductase ; IDI : isopentenyl diphosphate isomerase. Par voie chloroplastique

(voieMEP).DXS:1-déoxy-d-xylulose-5-phosphatesynthase;DXR,1déoxy-d-xylulose-5-

phosphate reductoisomérase ; HDS : hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphate

synthase.IDS:isopentenyldiphosphatediméthylallyldiphosphatesynthase.](Adaptéde

Roberts, 2007).

Classificationdes terpènes

Dans le règne végétal, les terpénoïdes sont classés dans la catégorie des métabolites

secondaires avec les flavonoïdes et les alcaloïdes. Les terpènes peuvent être regroupés en

classes en fonction du nombre d'unités isoprènes (n) dans la molécule : hémiterpènes (C5H8),

monoterpènes (C10H16), sesquiterpènes (C15H24), diterpènes (C20H32), triterpènes (C30H48),

tétraterpènes (C40H64) et polyterpènes (C5H8)n.
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II.6.1. Leshémiterpènes

Ce sont les terpènes les plus simples. Le nombre d'aglycones d'hémiterpènes connus est

inférieur à 100. La plupart d'entre eux se présentent sous forme d'huiles et sont pour la plupart

insolubles dans l'eau, mais certaines molécules contenant des sucres sont solubles dans l'eau

(Croteau &Johnsos, 1985). Cescomposés peuvent êtretrouvés dansdifférentes partiesdela

plante. L'hémiterpène le plus connu est l'isoprène, qui est l'unité de base de tous les terpènes

(Bruneton, 2009). Les acides tiglique, caféique et isovalérique sont des exemples

d'hémiterpènes bien connus que l'on trouve chez les plantes (Croteau & Johnsos, 1985).

II.6.2. Lesmonoterpénes

Ils sont très diversifiés et sont présents chez les angiospermes monocotylédones et

dicotylédones, les champignons, les bactéries et les gymnospermes. Ils possèdent deux unités

isoprénoïdes.Cesontdescomposésodoriférantsquiexpliquentenpartiel'odeurdenombreuses

fleurs et de nombreux fruits. Ils comprennent des formes acycliques, monocycliques et

bicycliques(Figure6).Cesontdescomposantsdeshuilesessentiellesquidonnentauxplantes

leurarômeetleursaveuretquisontessentielspourtouteuneséried'ingrédientsactifsdestinés à des

applications agricoles, pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires. Dans chaque

groupe,lesmonoterpénoïdespeuventêtredesimpleshydrocarburesinsaturésoucomporterdes

groupesfonctionnelsetêtredesalcools,desaldéhydesetdescétones…etc(Singh,2007;Kang &

Lee, 2016).

a. Les phénols: ce sont des molécules anti-infectieuses puissantes qui tuent directement

lesbactériespardestructiondeleurmembranecellulaire.Depuissantsénergésants,très acides et

doués de bonnes propriètés bactéricides, virucides et fongicides tels que le thymol et

l’eugénol.

b. Les aldéhydes: ils sont de deux types; aromatiques et terpéniques. Les premiers ont

des propriètés et des effets secondaires identiques aux phénols, tandisque les seconds sont des

calmants, des anti-inflammatoires et antalgiques.

c. Lescétones:Cesontdescomposéstrèsactifsàfaiblesdoses.Lescétonessontcalmantes et

sédatives. A forte doses, elles sont neurotoxiques, épilèptisantes. Elles sont faiblement

antiseptiquesmaissurtoutimmunostimulantesetcicatrisantescommelementhol,lecamphre…

d. Lesalcools:Cesontdesimmunostimulants.Ilspossèdentd’excellentespropriétésanti-

infectieuses, bactéricides, virucides et fongicides.
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e. Lesacides:Ilssontgénéralementprésentsàl’étatdetracesdansleshuilesessentielles,

etsouventsouslaformecombinéed’esters.Etanttrèssolubles,lesacidessetrouventdavantage dans

les eaux de distillation (hydrollats) comme l’acide benzoiques et l’acide cinnamique.

f. Lesesters:Ilsontuneactionantispasmodiqueetcalmantecommel4acétatedelinalyle. Ils

agissent surtout sur le système nerveux et sont considérés préférentiellement comme

antispasmodiques mais aussi comme rééquilibrants nerveux.

g. Lesoxydes:Certainsjouent unrolemajeurdanslesaromesdesfruits(oxydederoses, oxyde

de linalol).

II.6.3. Lessesquiterpènes

Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpènes puisqu’elle contient plus de 3000

molécules (Figure 1c). Le sesquiterpène est un composé naturel abondant avec le 3-isoprène

(Ashour et al., 2018). Ils partagent la même classification cyclique que les monoterpènes, à

l'exception de quelques terpènes tricycliques. La diversité des terpènes provient de

l'arrangementdessquelettesà15carbones,delasuperpositiondesgroupesfonctionnelsetdes

substituants sur leur colonne vertébrale (Mander & Liu, 2010). Certains membres sont des

hydrocarbures (humulène, farnésène), des aldéhydes (farnésal et lépidozenal), des dérivés

oxygénés de l'hydroxyle ou du carbonyle, et des esters (toriline et éjaponines). Certains sont

également des alcools, comme le δ-elemanol et le β-germacrénol. Ce sont des agents

antimicrobiens, antifongiques, antitumoraux et anti-inflammatoires. Ils ont de nombreuses

applicationsdansladéfensedesplantescontrelesherbivoresetsontdesconstituantsactifsdans

l'industrie de la parfumerie (Li et al., 2019).

a. Les sesquiterpènes acycliques: Ils sont susceptibles d’être dérivés de trans-farnésyl

pyrophosphate (FPP) qui constitue l’analogue de la génération des monoterpènes acycliques à

partir de GPP. Généralement tous les monoterpènes acycliques ont un analogue sesquiterpène

direct.

b. Les sesquiterpènes monocycliques: Les sesquiterpènes monocycliques sont divisés

principalementen4familles :bisabolan,germacran,elemanethumulan.Lezingibérèneestun

exempledelafamilleduBisabolanquel’onretrouveparexempledansl'essencedeGingembre.

c. Les sesquiterpènes polycycliques: Parmi les sesquiterpènes polycycliques, le

caryophyllèneestleplusimportant,quel’onrencontreprincipalementdanslepoivre,certaines épices

et la majorité des résineux.



Revuebibliographique

19

II.6.4. Lesditerpènes

LesditerpènessontdeshydrocarburesC20nonvolatils,dérivésdequatreunitésisoprènes,

dontlastructureesttrèsvariée(Bhat&al.,2005);ilsseformentàpartirdeleurprécurseur,le

géranylgéranylpyrophosphate (GGPP). Ces composés sont principalement présents dans les

plantes supérieures dans les résines ou les gibbérellines, ainsi que dans les champignons. Ils

comprennent des formes linéaires, bicycliques, tétracycliques, pentacycliques ou

macrocycliques.Ilexisteenviron2700diterpènesdanslanaturedontlamajoritéestsousforme

cyclique. Parmi les diterpènes linéaires, on rencontre la famille Phytane dont le phytol est le

représentant le plus connu dans la chlorophylle ou dans les vitamines K et E. Les diterpènes

sont caractérisés par des groupes céto et hydroxyle polyoxygénés (Kang & Lee, 2016). Les

diterpènes provenant de diverses sources ont montré des effets inhibiteurs contre les microbes

pathogènes, les ravageurs herbivores et les mauvaises herbes. Ces activités biologiques

prometteuses les placent parmi les métabolites secondaires agricoles essentiels ayant un

potentiel dans la production de biopestides (De Sousa et al., 2018).

II.6.5. Lessesterpènes

Les sesterpénoïdes sont rares dans la nature et sont formés à partir du précurseur FGPP.

On les trouve généralement dans les cires protectrices des insectes et des champignons (Bhat

etal.,2005).Ilyaplusde150sesterpènesbienconnus,parmilesquelsunetrentaineayantune structure

de furfurane, dérivé du 3,7,11,15,19-Pentamethyleicosane. A titre d’exemple, nous

citonslegenepolidequiestunsesterpeneγ-lactonequiaétéisolépourlapremièrefoisen2009 à partir

des feuilles d’Artemisia umbelliformis (Appendino et al., 2009).

II.6.6. Lestriterpènes

Les triterpénoïdes sont des hydrocarbures en C30biosynthétisés à partir de six unités

d'isoprèneoùilspartagentleprécurseuracycliquesqualène.Lesnombreuxmodesdefermeture

possiblesdusqualènepermettentdeproduireungrandnombredetriterpénoïdesprésentantune

grande diversité de structures squelettiques. Le squalène lui-même est un antioxydant naturel

et est utilisé commercialement dans les cosmétiques, la nutrition et les vaccins. Les

triterpénoïdes peuvent être classés en deux groupes principaux : le type stéroïdien (C27) avec

27 atomes de carbone présents dans le squelette et le type pentacyclique (C30). Le cholestérol

estunexempledetriterpénoïdestéroïdienetl'hopaneestuntriterpénoïdepentacyclique(Bhat &al.,

2005).
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Laplupartdetriterpènessontdesalcools,sousformelibreouglycoside(lessaponines)ou ester.

Les triterpènes libres sont des composants principaux des résines ou du latex des végétaux. La

vitamine D2 est un produit dérivé de triterpène (Thimmappa et al., 2014).

II.6.7. Lestétraterpènes

Les tétraterpènes (caroténoïdes) sont des unités 8-isoprènes constituées (C40) de formules

moléculairesC40H64(Takaichi,2013).Lescaroténoïdessontlestétraterpèneslesplusétudiés, avec

plus de 750 membres (Maoka, 2020). Les plantes terrestres, les algues et les cyanobactéries

produisent toutes des tétraterpènes. Leurs rôles biologiques comprennent le

piégeagedelalumière,lafonctionantioxydanteetlaprotectiondesplantescontrelesradicaux libres.

Ils sont également impliqués dans la synthèse des hormones végétales et forment les

composantsstructurelsdesmembranescellulaires.Ilssontdesingrédientsactifsdansl'industrie

pharmaceutique et alimentaire (Sozer et al., 2010 ; Domonkos et al., 2013).

II.6.8. Lescomposésaromatiques

Sontbeaucoupmoinsfréquentsquelesmonoterpènesetlessesquiterpènes.Lescomposés

aromatiques dérivés du phenylpropane (C3-C6) sont très souvent des allyles et

prophenylphenols, parfois des aldehydes, caractéristiques de certaines huiles essentielles

d’Apiaceaea telle que l’eugénol et l’apiol (Bruneton, 2009).

II.6.9. Lescomposésd’originediverses

Les huiles essentielles peuvent aussi renfermer divers composés aliphatiques,

généralement de faible masse moléculaire entrainables lors de l’hydrodistillation comme des

carbures, des acides (C3à C10), des alcools, des esters, des lactones (Bruneton, 1999).



Revuebibliographique

21

Revuebibliographique

21

Revuebibliographique

21



Revuebibliographique

22

Revuebibliographique

22

Revuebibliographique

22



Revuebibliographique

23

Figure6:StructuredequelquesterpènescommunsauxHEs

Rôledeshuilesessentiellesdansle végétal

Diverseshypothèsesontétéavancéesquantaurôledeshuilesessentielles.Laplusancienne

suggérait qu'elles étaient des produits métaboliques dépourvus d'intérêt biologique. Au cours

du XXème siècle, plusieurs suppositions ont émergé (Croteaux, 1986 ; Bruneton, 1999).

Les huiles essentielles agissent comme système de défense contre divers prédateurs tels

que les microorganismes, les champignons, les insectes et les herbivores, influençant leurs

interactions avec les plantes. Les constituants de ces huiles, jouent un rôle de régulation dans

les réactions d'oxydation intramoléculaire, assurant ainsi une protection contre les agents

atmosphériques. De plus, certains de ces composés pourraient servir de source d'énergie lors

d'une diminution de l'assimilation chlorophyllienne. Elles jouent un rôle hormonal, régulateur

et catalyseur dans le métabolisme végétal

Ellesprotègentlesplantescontrelesmicroorganismesetlesdéprédateurs.Moreno-Mari

etal.(1999),préconisentlaculturedesplantesaromatiquesdanslesserrescarellesprésentent dans

leurs feuilles et leurs tiges de nombreuses huiles et substances secondaires qui peuvent agir

comme des substances répulsives pour les insectes (communication chimique : phéromones et

autres messages pour les symbiontes).
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Elles favorisent la pollinisation enattirant lesinsectes pollinisateurs(Bruneton, 1999), et

semblent aider la plante à s’adapter à son environnement.

Lesfacteursdevariabilitédelacompositionchimiquedeshuiles essentielles

LacompositionchimiquedesHEsestinfluencéeparunemultitudedefacteurs,quipeuvent

induire une variabilité significative dans leurs profils phytochimiques. Parmi ces facteurs, le

génotype de la plante est fondamental, car il détermine le potentiel biosynthétique de l’espèce

oudelavariétéconcernée(Bakkalietal.,2008).Lesvariationsgénétiquesauseind’unemême espèce

peuvent entraîner des différences marquées dans la composition des HE, comme l’ont

démontré des études sur deux sous espèces de Teucrium scorodonia de Corse et d’Algérie

(Djabou et al., 2012).

Les conditions environnementales, telles que le climat, la saison, l’heure de la journée, le

type de sol et la disponibilité en eau et en nutriments, jouent également un rôle crucial dans la

modulationdelacompositiondesHEs.Parexemple,laconcentrationencomposésvolatilspeut varier

en fonction de l’intensité lumineuse, de la température ou du stress hydrique subi par la plante

(Llusià et al., 2006). Il a été montré que le basilic cultivé au Madagascar en pleine lumière

conduit à un taux de chavicol de 57% alors que la même plante cultivée à l'abri en contient

jusqu'à 74%. Ces différences qui peuvent être extrêmement importantes influent sur

lespropriétésbiologiquesdel'huileessentielle(Lahlou,2004a).Desétudesontmontréquedes

conditionsdesécheressepeuventaugmenterlaconcentrationdecertainsmonoterpènesdansles HE,

tandis que des températures élevées peuvent favoriser la volatilisation et la modification de

certains composants (Sirousmehr and al., 2014 ; Burkle & Runyon, 2016; Zi and al.,

2022). De plus, la saisonnalité affecte la phénologie des plantes et, par conséquent, la

composition des HEs, avec des variations observées dans les profils chimiques au cours des

différentes phases de croissance et de développement végétal (Figueiredo et al., 2008).

Les pratiques agronomiques et les méthodes de récolte et de distillation sont d’autres

facteurs déterminants pour la composition des HEs. La distillation, sa durée, et même le

matériel utilisé peuvent influencer la qualité et la quantité des composés extraits (Bousbia et

al., 2009). Des variations très importantes peuvent être observées chez le coriandre par

exemple,oulateneurenlinalolestde50%,plusélevéechezlefruitmûrquechezlefruitvert (Lahlou et

al., 2004b)

Enoutre,lestraitementspost-récolte,telsqueleséchageetlestockage,peuventégalement

altérerlacompositiondesHEs.Leséchagepeut entraîneruneévaporationdescomposantsles
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plus volatils et une oxydation de certains constituants, tandis que des conditions de stockage

inappropriées, comme une exposition à la lumière ou à des températures élevées, peuvent

accélérer la dégradation des composés (Qin and al., 2022). Il est donc essentiel de contrôler

ces paramètres pour préserver l’intégrité des HEs.

Enfin, les interactions biotiques, telles que les attaques de pathogènes ou la présence de

symbiotes, peuvent induire des changements dans la production et la composition des HE en

tant que réponse de défense de la plante. Les plantes peuvent moduler la synthèse de certains

composés antimicrobiensou antifongiques enréponse à uneinfection,cequi se reflète dansla

composition chimique de l’HE produite (Pichersky and Gershenzon, 2002; Bakkali et al.,

2008).

Lestechniquesd’extractiondeshuilesessentielles

Le choix des méthodes d'extractiondes HEs revêt une importance cruciale en raisonde la

diversité et de la complexité chimique de ces dernières. Il est essentiel d’opter pour une

technique d’extraction non selective en terme de polarité et qui prévient les altérations

biochimiques telles que la dégradation thermique, l’oxydation, la réduction, l’hydrolyse, les

variations de pH, ou la perte de composés volatils. Ainsi, une attention particulière doit être

portée aux paramètres d’extractionetaux propriétés physico-chimiques des HEs pour garantir

l’intégrité et la représentativité de l’extrait final. Des méthodes telles que la distillation à la

vapeur, l’extraction par solvant, ou les techniques d’extraction assistée par ultrasons sont

couramment évaluées pour leur efficacité et leur sélectivité, en tenant compte des

caractéristiques spécifiques des HEs ciblées (Lucchesi et al., 2004; Périno-Issartier et al.,

2011). La distillation à la vapeur, par exemple, est largement utilisée pour sa capacité à

préserver les composés thermosensibles, mais elle peut être moins efficace pour extraire des

composésàhautpoidsmoléculaireoutrèspolaires(Reverchon,1997).L’extractionparsolvant

peutoffrirunemeilleurerécupérationdecescomposés,maisellerisqued’introduiredesrésidus de

solvant dans l’HE (Azmir et al., 2013). Les techniques modernes, comme l’extraction

supercritiqueauCO2,offrentunealternativeenpermettantuncontrôleprécissurlesparamètres

d’extraction et en minimisant les risques de dégradation, bien que leur coût et leur complexité

technique puissent être des contraintes (Lang & Wai, 2001).

Il est donc impératif de choisir une méthode d’extraction adaptée aux caractéristiques

spécifiques de l’HE visée, en considérant les avantages et les inconvénients de chaque

technique.Lacompréhensionapprofondiedespropriétésphysico-chimiquesdescomposés
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présentsdanslesHEestfondamentalepouroptimiserleprocessusd’extraction.Lesparamètres tels

que la pression, la température, le temps d’extraction, et le choix du solvant doivent être

méticuleusementajustéspourmaximiserlerendementtoutenpréservantlaqualitéetlapureté

del’HE(Burt,2004).SelonGrass(2012),lamacération,ladécoctionetl’enfleuragemarquent les

débuts du processus d'extraction.

II.9.1. La distillation

La plupart des composants odorants contenus dans les végétaux sont entraînables à la

vapeur d’eau. Le flux de vapeur d’eau et des composés organiques volatils sont entraînés par

distillation azéotropique, et, après condensation par refroidissement dans un réfrigérant, se

séparent par différence de densité. L’HE, la plupart du temps plus légère que l’eau, surnage et

peut être récupérée dans des séparateurs, dont le fameau « vase florentin». On distingue deux

types de distillation des plantes (Monin, 2012) :

Hydrodistillation:levégétalestimmergédansl’eauportéeàébulition(Figure7) ;

Figure7:Schémad’unappareildetypeClevenger(AdaptédeGarcia,2017)

Entraînement vapeur, où seule la vapeur d’eau traverse la masse végétale, avec deux

variantes selon que la vapeur est humide ou sèche (Figure 8).
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Figure8:Principed’entrainementàlavapeurd’eauetd’hydrodiffusion(Adaptéde

Lucchesi,2005).

II.9.2. Expressionàfroid

Les essences de citrus (orange, citron, limette, bergamotte, pamplemousse, cédrat…) ne

sont pas obtenues comme prècédemment par hydrodistillation ou entraînement à la vapeur

d’eau des alambics, mais par expression à froid du péricarpe des fruits, qui fait éclater les

cellules et libère l’HE qui se trouve dans la peau ou zeste (Monin, 2012).

Lesappareilsutiliséssontdesmachinesencontinuquigrattent(pellatricesitaliennes,

Figure9)etpressent(sfumatricesitaliennes,Figure10).

Figure9:MethodePellatric(appareillagedetypepellatriceavechéliced’Archimèdedopée aux

citrons, lavée à l’eau). (Adapté de Schmidt, 2020)
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Figure10:Schémadequelquessfumatrices(AdaptédeBousbia,2011).

II.9.3. L’extractionparsolvantsvolatilsdesextraitsaromatiques

Latechniqued’extraction «classique »par solvant, consiste àplacer dansun extracteur un

solvant volatil et la matière végétale à traiter. Grâce à des lavages successifs, le solvant va se

charger en molécules aromatiques, avant d’être envoyé au concentrateur pour y être distillé à

pression atmosphérique. Le produit ainsi obtenu est appelé « concrète ». Cette concrète pourra

être par la suite brassée avec de l’alcool absolu, filtrée et glacée pour en extraire les cires

végétales. Après une dernière concentration, on obtient une « absolue ». Les rendements sont

généralement plus importants par rapport à la distillation et cette technique évite l’action

hydrolysante de l’eau ou de la vapeur d’eau. Du fait de l’utilisation de solvants organiques,

cette technique présente toutefois des inconvénients qu’il est important de noter. En effet,

l’interventiondesolvantsorganiquespeutentraînerdesrisquesd’artéfactsetdespossibilitésde

contamination de l’échantillon par des impuretés parfois difficile à éliminer. Le choix du

solvant d’extraction va s’avérer très délicat, d’autant que la législation sur les produits à

destination de l’industrie agro-alimentaire est extrêmement rigoureuse. Le solvant choisi, en

plus d’être autorisé devra posséder une certaine stabilité face à la chaleur, la lumière ou

l’oxygène,satempératured’ébullitionseradepréférencebasseafindefacilitersonélimination, et il

ne devra pas réagir chimiquement avec l’extrait. Parmi les solvants les plus utilisés, on

recense : le méthanol, l’éthanol, l’éther de pétrole ou encore le dichlorométhane. Cependant,

depuisquelquesdécennies,l’extractionparsolvantaconnud’intéressantesaméliorations.
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L’hydrodistillation-extractionsimultanéeetl’extractionparSoxhletensontlesprincipales (Figure

11) (Bousbia, 2011).

Figure11:Dispositifsd’extractionparsolvantsvolatiles(Adaptéde Bousbia,2011)

II.9.4. L’extractionparCO2subcritique(CS-CO2)

Développé dans les années 80, cette technologie devient aujourd'hui la plus prometteuse

des techniques d’extraction. Elle donne en général des extraits de qualité différente de ceux

obtenus par les autres techniques. C'est un cas particulier de l'extraction par solvant avec la

différence qu'ici le solvant est un gaz liquéfié, évaporé ensuite par simple décompression. Le

plus utilisé étant le CO2à l'état supercritique (Tc = 31°C, Pc = 73,8 bars). Celui-ci présente

l’avantage d’être un fluide ininflammable, non explosif, non toxique, non corrosif, inodore et

inerte. Le fait d’opérer àune température faiblecritique duCO2(31,1 °C) permet d’extraire et

sauvegarder les composants fragiles des HEs (lilas, muguet, etc.). Ce procédé est largement

utiliséenindustriepharmaceutiquepermettantl’extractiondescomposésactifs(Santoyoetal,

2014).

L’utilisationdel’extractionparCO2supercritiquepermetd'éviterladégradationthermique et la

décomposition des composés labiles du fait que l'opération est effectuée à une basse

température, tandis que l'absence de la lumière et de l’oxygène empêche les réactions

d'oxydation(Diaaz-Reinosoet al.,2006).L'efficacitédelatechniqued'extractionSC-CO2est

associée à plusieurs paramètres, notamment la température, la pression, le flux de CO2

supercritique, la présence de co-solvant et le temps d’extraction (Diaaz-Reinoso et al., 2006).
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L’extraction par SC-CO2est adaptée pour extraire des huiles et des composés lipophiles,

mais de nombreux composés phénoliques naturels sont peu solubles dans ce solvant (Pereira

& Meireles, 2010). La présence de co-solvant permet alors d'améliorer le rendement

d'extraction par augmentation de la solubilité. Le type de co-solvant utilisé est déterminé en

tenant compte de l'affinité entre le co-solvant et les composés cibles (Pereira & Meireles,

2010).Lesco-solvantslesplusfréquemmentutiliséssontleméthanoletl'éthanolquiinduisent

desinteractionsdipôle/dipôleetàformeruneliaisonhydrogèneavecdesgroupesfonctionnels

polaires.Lematérielvégétalestmisdansunrécipientcylindriqueàextrémitésporeuses.Celui- ci est

ensuite placé à l'intérieur d'un extracteur thermostatiquement contrôlé. Le fluide supercritique

est distribué par l'extracteur, dissolvant les composés organiques du matériel à l'intérieur du

récipient. Plus tard la pression est en partie libérée dans le séparateur B, qui convertit le fluide

supercritique en phase gazeuse. Les composés organiques dissous sont séparés du gaz qui est

alors liquéfié dans le condensateur C, en diminuant la température (Figure 12) (De Castro et

al., 1999 ; Starmans & Nijhuis, 1996; Nakatsu et al., 2000).

Figure12:Unereprésentationsimplifiéed'uneinstallationd'extractionauCO2supercritique

(Adapté de : Starmans & Nijhuis, 1996)

Outre les méthodes traditionnelles, les avancées technologiques récentes ont conduit à

l’élaboration de techniques d’extraction d’huiles essentielles novatrices. Ces procédés

innovantssedistinguentparleurcapacitéàoptimiserl’efficacitéetàaugmenterlesrendements

toutenminimisantleurimpactenvironnemental.Desméthodestellesquel’extractionparfluide

supercritique,ladistillationparmicro-ondes,l’extractionassistéeparultrasons,l’extractionpar

solvantsouspressionambianteetl’hydrodistillationsousvidesontàlapointedecesavancées,
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offrant des alternatives plus vertes et plus durables pour l’obtention d’huiles essentielles de

hautequalité.Cestechniquesrévolutionnentl’industrieenréduisantlaconsommationd’énergie et

en éliminant l’utilisation de solvants chimiques.

Phénomènesphysico-chimiquesetfacteursaltérantleshuilesessentielles

Aucoursdel’hydrodistillation, lemilieuaqueuxpossédantunpHcomprisentre4 et7

(résultantdel’immersiondumatérielvégétal),atteintoccasionnellementdesvaleursinférieures

à4pourcertainsfruits.Lesconstituantsdel’essencenativesontsoumisauxeffetscombinésde

l’aciditéetdelachaleur,etpeuventsubirdesconversionschimiques(Morin&Richard,

1985).L’huileessentiellerécupéréeestunproduitquidiffèresensiblementdel’essence

originelle,d’autant plusque l’ébullition estlongue et lepH est faible.

La matière chimique présente dans le végétal fait l’objet de réactions chimiques diverses

(Figure 13): hydrolyses, déprotonations, hydratations et cyclisations pouvant être catalysées

par des métaux présents à l’état de traces dans la plante, provoquant des transformations

chimiques des constituants (Koedam, 1982). L’hydrolyse d’esters est souvent la première

réaction qui se produit durant le chauffage du végétal. Elle conduit à la formation d’acides

organiques qui à leur tour catalysent les réactions de cyclisation et de déshydratation. La

dégradationdusabinènedonneunexempledestransformationschimiquesdel’huileessentielle

lorsdel’hydrodistillation.Lesfréquentesmodificationschimiquesdusabinèneontétéétudiées

parKoedametal.(1980).Ilsconstatèrentqu’enmilieuacidedilué,cecomposésetransforme

enterpinèn-4-ol.Diversauteursontconfirmécerésultatetontmontréqueleréarrangementdu

sabinène produit en plus du terpinèn-4-ol, de l’α-terpinène, du γ-terpinène, et du terpinolène.

Pour limiter les artéfacts, il est préconisé de maintenir le pH proche de la neutralité et de

minimiser la durée d’hydrodistillation, quand bien même, il est bien connu que la dégradation

de la matière végétale induit la formation d’un milieu acide fortement tamponné (Koedam et

al., 1980).

En résumé, parmi les constituants sujets aux artefacts, on note particulièrement : les

monoterpènes(monoetbicycliques),lesalcoolsmonoterpéniques,lesamino-acidessoufréset

lesoxydessesquiterpéniques.Lesétapessuccessivesconduisantàl’isolementd’uneessenceet

lesdiversestransformationssusceptiblesdel’accompagnersetraduisentparlamodificationde la

teneur en certains constituants ou par la formation de nouveaux composés, d’où une grande

variabilitédesacomposition.Deprofondesmodificationsdel’huileessentiellepeuvent
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intervenir lors de l’exploitation des végétaux depuis leur collecte jusqu’à leur transformation

industrielle. La période de récolte, les conditions de transport, de séchage et de stockage

peuvent engendrer des dégradations enzymatiques. Les changements les plus importants

interviennentlorsdel’hydrodistillationsousl’influencedesconditionsopératoires,notamment du

milieu (pH, température) et de la durée d’extraction.

D’autres facteurs tels que les traitements survenus avant ou pendant l’hydrodistillation

(broyage,dilacération,dégradationchimique, pression,agitation)contribuent àla variationdu

rendement et de la qualité de l’huile essentielle. Les variations de la composition des huiles

essentiellesprovenantd’unmêmephénotypesedéveloppantdanslemêmeenvironnementsont

l’expressiondedifférencesgénotypiques.Ellespeuventêtreattribuéesàdeshybridations,àun

polymorphisme génétique ou à des mutations.

Figure13:Réactionsdeconversionpossiblesdansleshuilesessentielles(AdaptédeTurek &

Stintzing, 2013)

Méthodesd’analysesdeshuilesessentielles

Parmi les méthodes d’analyse des huiles essentielles, les méthodes chromatographiques

sont les plus utilisées. La chromatographie est une technique d’analyse qui consiste à séparer

les constituants d’un mélange par entrainement au moyen d’une phase mobile (gaz vecteur) le

long d’une phase stationnaire qui peut être solide ou liquide fixée.

L'analyse des huiles essentielles a deux objectifs principaux à savoir l’identification et la

quantificationdesdifférentsconstituants,etl’évaluationdelaqualitédeshuilesetdétectionde

toutealtérationpouvantaffecterleurutilisation.Cetteanalysecomportegénéralementplusieurs
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séquences. La première consiste à analyser les huiles essentielles, tout d’abord, par

Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG). Cette technique permet l’individualisation des

constituants,leurquantificationetlecalculdeleursindicesderétention(Ir),puisàlesanalyser par le

couplage « en ligne » de la CPG avec la spectrométrie de masse (SM). L’identification est

ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention (Ir) et des données spectrales

(spectres de masse ou infrarouge) des constituants individualisés avec les caractéristiques des

produits de référence contenus dans des bibliothèques de spectres. Cette étape est

habituellementsuffisantedanslescasd’analysederoutined’huilesessentielles(Paolini,2009).

Lachromatographieenphasegazeuse (CPG)

Lachromatographieenphasegazeuse(CPG)estunetechniquedontl’applicationremonte au

début des années 40. Elle a concerné le contrôle des fractions légères des raffineries de

pétrole. Son développement qui n’a cessé depuis, est du à son extrême sensibilité, à sa

polyvalenceconféréeparlesnombreusesphasesstationnairesetlesnombreusesanalysesmises au

point (Arpino et al., 1995).

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est, comme toutes les techniques de

chromatographie, une technique qui permet de séparer des molécules d'un mélange

éventuellement très complexe de nature très diverses. Elle est une méthode d’analyse par

séparationquis’appliqueauxcomposésgazeuxoususceptiblesd’êtrevaporisésparchauffage sans

décomposition (Arpino et al., 1995). La CPG est la technique usuelle dans l’analyse des

huiles essentielles. Elle permet d’opérer la séparation de composés volatils de mélanges très

complexes et une analyse quantitative des résultats à partir d’un volume d’injection réduit.

IV.1.1. Fonctionnement

Le mélange à analyser est vaporisé à l'entrée d'une colonne, qui renferme une substance

activesolideouliquideappeléephasestationnaire,puisilesttransportéàtraverscelle-ciàl'aide

d'ungazporteur(ougazvecteur).Lesdifférentesmoléculesdumélangevontsesépareretsortir

delacolonnelesunesaprèslesautresaprèsuncertainlapsdetempsquiestfonctiondel'affinité de la

phase stationnaire avec ces molécules.

Les appareils de chromatographie gazeuse sont appelés chromatographes. Ils sont

principalement composés :

● D’un four qui permet une programmation de température ajustable de 20 à 450°Cet qui

est également équipé d'un système de refroidissement rapide ;

Revuebibliographique

33

séquences. La première consiste à analyser les huiles essentielles, tout d’abord, par

Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG). Cette technique permet l’individualisation des

constituants,leurquantificationetlecalculdeleursindicesderétention(Ir),puisàlesanalyser par le

couplage « en ligne » de la CPG avec la spectrométrie de masse (SM). L’identification est

ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention (Ir) et des données spectrales

(spectres de masse ou infrarouge) des constituants individualisés avec les caractéristiques des

produits de référence contenus dans des bibliothèques de spectres. Cette étape est

habituellementsuffisantedanslescasd’analysederoutined’huilesessentielles(Paolini,2009).

Lachromatographieenphasegazeuse (CPG)

Lachromatographieenphasegazeuse(CPG)estunetechniquedontl’applicationremonte au

début des années 40. Elle a concerné le contrôle des fractions légères des raffineries de

pétrole. Son développement qui n’a cessé depuis, est du à son extrême sensibilité, à sa

polyvalenceconféréeparlesnombreusesphasesstationnairesetlesnombreusesanalysesmises au

point (Arpino et al., 1995).

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est, comme toutes les techniques de

chromatographie, une technique qui permet de séparer des molécules d'un mélange

éventuellement très complexe de nature très diverses. Elle est une méthode d’analyse par

séparationquis’appliqueauxcomposésgazeuxoususceptiblesd’êtrevaporisésparchauffage sans

décomposition (Arpino et al., 1995). La CPG est la technique usuelle dans l’analyse des

huiles essentielles. Elle permet d’opérer la séparation de composés volatils de mélanges très

complexes et une analyse quantitative des résultats à partir d’un volume d’injection réduit.

IV.1.1. Fonctionnement

Le mélange à analyser est vaporisé à l'entrée d'une colonne, qui renferme une substance

activesolideouliquideappeléephasestationnaire,puisilesttransportéàtraverscelle-ciàl'aide

d'ungazporteur(ougazvecteur).Lesdifférentesmoléculesdumélangevontsesépareretsortir

delacolonnelesunesaprèslesautresaprèsuncertainlapsdetempsquiestfonctiondel'affinité de la

phase stationnaire avec ces molécules.

Les appareils de chromatographie gazeuse sont appelés chromatographes. Ils sont

principalement composés :

● D’un four qui permet une programmation de température ajustable de 20 à 450°Cet qui

est également équipé d'un système de refroidissement rapide ;
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séquences. La première consiste à analyser les huiles essentielles, tout d’abord, par
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● D’un système d'injection, qui va permettre d'introduire et de rendre volatil l'échantillon

à analyser. L'injection peut se faire d'une manière manuelle ou automatique à l'aide d'un

échantillonneur ;

● D’une colonne capillaire ou remplie, sur laquelle les différentes molécules de

l'échantillon injecté vont se séparer suivant leurs affinités avec la phase stationnaire ;

● D’unsystèmededétection,quivapermettredemesurerlesignalémisparlesdifférentes

moléculesetdepouvoirlesidentifier.Pourl'enregistrementdusignalémisparledétecteur,des

logiciels sur PC remplacent avantageusement les enregistreurs analogiques sur papier.

L'échantillon, généralement un liquide volatil, est d'abord introduit en tête de colonne par

l'intermédiaire d'une micro seringue qui va traverser une pastille en caoutchouc, appelée

septum, pour se retrouver dans une petite chambre en amont de la colonne appelée injecteur.

L'injecteur est traversé par le gaz porteur et porté à une température appropriée à la volatilité

de l'échantillon. Les quantités injectées peuvent varier de 0.2 à 5.0 μl.

Ensuite,unefoisrendusvolatils,lesdifférentscomposésdel'échantillonvontêtreemportés par

le gaz porteur (ou gaz vecteur) à travers la colonne et se séparer les uns des autres en fonction

de leur affinité avec la phase stationnaire. La phase stationnaire peut être un liquide

nonoupeuvolatil(chromatographiegaz-liquide)ouunsolideadsorbant(chromatographiegaz-

solide). Dans les deux cas, la phase stationnaire va provoquer un phénomène de rétention

chromatographique avec les différents composés (appelés solutés).

Pluslecomposéad'affinitéaveclaphasestationnaire,plusilmettradetempsàsortirdela colonne.

La grandeur expérimentale brute est appelée temps de rétention. C'est le temps qui s'écoule

entre l'injection de l'échantillon et l'apparition du signal maximum du soluté au

détecteur.Pourfavoriserletransportdetouslescomposésàtraverslacolonne(élution),ilfaut

déterminer la bonne température du four. En général, la température doit être supérieure à la

température d'ébullition des composés. On peut travailler en isotherme, c’est-à-dire avec une

température fixe durant toute l'analyse ou avec un programme de température qui varie. A la

sortiedelacolonne,lescomposésrencontrentunélémentessentielquiestappelédétecteur.Cet

élémentévalueencontinulaquantitédechacundesconstituantsséparésauseindugazporteur grâce à

la mesure de différentes propriétés physiques du mélange gazeux.

Le détecteur envoie un signal électronique vers un enregistreur (sorte d'imprimante) qui

dessineralescourbesdechaquepicenfonctiondeleurintensité(courbedetypeGaussienne).
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L'ensembledespicsestappeléchromatogramme.Actuellementetdeplusenplus,leslogiciels

remplacentavantageusementlesenregistreurspapierspourl'interprétationdessignauxenvoyés par

les détecteurs, dans le cas, ou laCPG est associée à la spectroscopiede masse, on parle de

chromatographie en phase gazeuse couplé à la spectroscopie de masse, dans ce cas

l’identification des composes se fait par détection des ions positifs après ionisation par impact

électronique de composé.

IV.1.2. Identification

Pour chacun des composés, deux indices de rétention polaire et apolaire, peuvent être

obtenus.Ilssontcalculésàpartirdestempsderétentiond’unegammeétalond’alcanesouplus

rarement d’esters méthyliques linéaires, à température constante (indice de Kováts) ou en

programmation de température (indice de rétention). Ils sont ensuite comparés avec ceux de

produits de référence (mesurés au laboratoire ou décrits dans la littérature). Toutefois, il est

fréquent d’observer des variations, parfois importantes, lorsque l’on compare les indices de

rétention obtenus au laboratoire et ceux de la littérature (en particulier sur colonne polaire).

C’est pourquoi la comparaison des indices sur deux colonnes de polarité différente est

nécessaire.

Malgrétout,cecinepeutsuffireàunebonneidentification,sansl’apportducouplageentre

laCPGetunetechniqued’identificationspectroscopique:engénérallaspectrométriedemasse

(CPG/SM).Lacombinaisondecesdeuxtechniquescomplémentaires,estapplicableàl’analyse

d’ungrandnombredesubstancesorganiques,aussibiengazeusesqueliquides(Cavali,2002;

Paolini, 2009 ; Garcia 2017).

LecouplageCPG/SM

Ainsi le couplage CPG/SM en mode impact électronique (SM-IE) est la technique la plus

utiliséedansledomainedeshuilesessentielles.Ilpermetdeconnaître,danslagrandemajorité

descas,lamassemoléculaired’uncomposéetd’obtenirdesinformationsstructuralesrelatives à une

molécule à partir de sa fragmentation. Dans la source d’ionisation les molécules sont

bombardéesàl’aided’électrons,conduisantainsiàlaformationdesionsenphasegazeuse.Les

ionssontensuitedirigésverslapartieanalytiquedel’appareil.Ilexisteplusieursanalyseursde masse

mais les plus utilisés pour l’analyse des huiles essentielles sont le « quadripôle » et le « piège

à ion » ou « ion trap ». Le quadripôle ainsi que l’«ion trap » utilisent la stabilité des trajectoires

pour séparer les ions selon le rapport masse sur charge (m/z). Les analyseurs

quadripolairessontconstituésdequatrebarrescylindriques(ayantidéalementunesection
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hyperbolique).Unionpositifpénétrantentrelesbarresseraattiréversunebarrenégative.Sile

potentielchangedesigneavantqu’ilnesesoitdéchargésurcettebarre,ilchangeradedirection.

Dans les appareils à quadripôle, on règle les potentiels de manièretelle que lesions d’une

massedéterminéeseulementtraversentlesbarres.Lesionssontdoncsoumisàl’influenced’un champ

électrique total constitué d’un champ alternatif quadripolaire superposé à un champ constant

résultant de l’application sur les barres de tensions électriques positives et négatives. Les ions

accélérés suivant l’axe z pénètrent entre les barres du quadripôle et conservent leur vitesse,

mais ils sont soumis suivant x et y aux accélérations résultantes des forces dues aux champs

électriques. Tant que simultanément x et y restent inférieurs à la moitié de la distance séparant

deux barres, l’ion pourra traverser le quadripôle sans toucher les barres. Sinon, il s’y

déchargera et ne sera pas détecté. En ce qui concerne l’«ion trap » (ou quistor), il est constitué

d’une électrode circulaire, couverte de deux calottes sphériques. Conceptuellement, on peut

voir cet appareillage comme un quadripôle circulaire. La superposition des tensions continues

et alternatives permet d’obtenir une sorte de « quadripôle à trois dimensions » dans lequel les

ions sont gardés captifs (« piégés ») sur une trajectoire formant une sorte de huit à trois

dimensions. Les ions de différentes masses sont présents simultanément dans la trappe, et on

cherchera à les expulser en fonction de leur masse pour obtenir le spectre. Cette technique

consiste donc à produire des ions directement dans la trappe par impact électronique. Il n’y a

pasdesourceséparée.Lesionssontformésparunfluxd’électronsdecourteduréeetpiégésau

moyenderadiofréquences.Lapressiondugazinertedansl’analyseur(10-3torr)estplusélevée que

celle d’un quadripôle (10-5 torr). En effet, l’addition d’hélium à cette pression permet

d’accroître la sensibilité de la méthode : les collisions entre les molécules d’hélium et les ions

augmentent l’efficacité du piège à ion. Cependant, les spectres de masse ainsi obtenus sont

modifiés à cause des dissociations induites par collisions et par l’autoionisation chimique,

toutes deux résultant de la pression relativement importante dans l’appareil (« vide » moins

important). En 1996, la plupart des appareils commercialisés utilisent une source externe. Ils

permettentl’obtentiondespectresdequalitécomparableàceuxdesquadripôles(Cavali,2002;

Paolini, 2009 ; Garcia, 2017) .

Depuis 1995, les performances de ces appareils ont été fortement accrues, de manière à

permettreunegammedemassepluslargeetdesexpériencesdetypeSM/SM.Lefaisceaud’ions ayant

traversé l’analyseur de masse, est ensuite détecté et transformé en un signal utilisable.

Pourcefaire,ilexistedifférentstypesdedétecteurscapablesdetransformeruncourantionique

faibleenunsignalmesurable.Toutefois,lesdétecteurslespluscourantssontlesmultiplicateurs
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d’électrons ou de photons, permettant l’augmentation de l’intensité du signal détecté. Ces

photonssontensuitedétectésparlephotomultiplicateur.Finalement,l’ordinateurenregistreles

données provenant du spectromètre de masse et les convertit en valeurs des masses et des

intensités des pics et en courant ionique total. Il permet l’examen des données enregistrées et

leur manipulation : spectres de masse, chromatogrammes reconstitués, soustraction d’un

spectre par rapport à un autre, calcul d’une moyenne sur plusieurs spectres, etc… (Cavali,

2002 ; Paolini, 2009 ; Garcia, 2017).

Les spectres de masse ainsi obtenus sont ensuite comparés avec ceux des produits de

référence contenus dans les bibliothèques informatisées disponibles.

La valorisation de ces produits naturels, quel que soit leur secteur d’application

(parfumerie, cosmétique, aromathérapie), passe obligatoirement par une étape de

caractérisation chimique afin de déterminer précisément leurs compositions. Une analyse dite

de routine (ex : contrôle qualité dans l’industrie de la parfumerie) est classiquement réalisée à

l’aidedelaGC(RI)etGC-MS(voieA).Lesétudesplusapprofondies,casd’huilesessentielles plus

complexes (molécules qui co-éluent, molécules inconnues) nécessitent l’utilisation de

plusieurs étapes de chromatographie associées à plusieurs techniques spectroscopiques (voie

B).Cesdeuxpossibilitésd’analyse(voiesAetB)sontlesplusutiliséesàl’heureactuellepour la

caractérisation chimique des produits naturels (Figure 14).

Cependant, une troisième voie (voie C) se situe à mi-chemin entre les voies A et B. En

effet,elleestpresqueaussi«rapide»quelavoieAetprésenteunecapacitéd’identificationqui se

rapproche de celle de la voie B. Elle met en œuvre la RMN du 13C pour identifier les

constituants du mélange sans séparation préalable suivant une méthodologie d’analyse

développéedepuisunevingtained’annéesparl’équipe«ChimieetBiomasse»(Cavalli,2002;

Garcia, 2017)
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Figure14:Méthodesd’analysesd’unmélangecomplexe(AdaptédeGarcia,2017).

Lesactivitésbiologiquesdeshuilesessentielles

Le rôle physiologique des huiles essentielles pour le règne végétal est encore inconnu.

Cependant,ladiversitémoléculairedesmétabolitesqu’ellescontiennent,leurconfèredesrôles et

des propriétés biologiques très variés.

Activitéantibactérienne

L'activité antibactérienne des huiles essentielles connue de façon empirique depuis des

siècles a été scientifiquement démontrée par plusieurs études. Celles-ci ont prouvé que les

huilesessentiellesontunspectred'actiontrèslargepuisqu'ellesinhibentaussibienlacroissance des

bactéries à Gram négatif que celle des Gram positif (Cosentino et al., 1999; Lambert et al.,

2001; Ebrahimi et al., 2008; De Martino et al., 2009). L'étude de l'activité des huiles

essentielles sur les spores de Bacillus subtilis réalisée par Lawrence et Palombo en 2009 a

démontré que les huiles essentielles ont également une activité sporicide.

Le pouvoir antiseptique des huiles essentielles s'exerce à l'encontre de diverses bactéries

pathogènes, y compris les souches habituellement antibiorésistantes. Une grande variété

d'huiles essentielles est connue pour posséder des propriétés antimicrobiennes dues à la

présencedeconstituantsactifs.L'activitéinhérentedeceshuilespeutêtreprévuepourserelier

àlaconfigurationchimiquedesescomposants,auxproportionsdanslesquellesilssontprésents et aux

interactions possibles entre eux (Dorman & Deans, 2000).
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Certains chercheurs ont montré que la puissance de l'action des huiles essentielles varie

selon leurs constituants majoritaires, et que le mode d'action est principalement lié au profil

chimiquedesconstituantsdechaquehuile,quiestlargementdiversifié(Skandamis&Nychas, 2001

; Carson et al., 2002 ; Burt, 2004 ; Moreira et al., 2005).

Il est admis que l'activité antibactérienne des huiles essentielles se classe dans l'ordre

décroissant suivant la nature de leur composé majoritaire : Phénol (thymol, carvacrol et

eugenol) > alcool (a-terpene, terpinen-4-ol, linalol) > aldéhyde > cétone > oxyde >

hydrocarbures>esters(Dorman&Deans,2000;Burt,2004;Holley&Patel,2005).L'effet

descomposésquantitativement minoritairesn'estparfoispasnégligeable.Quelquesétudesont

concluqueleshuilesessentiellesentièresontuneplusgrandeactivitéantibactériennequeleurs

composants principaux mélangés, ce qui suggère que les composants mineurs soient critiques

à l'activité et puissent avoir un effet synergique ou une influence de renforcement (Faleiro et

al., 2003). Cependant certaines études ne corroborent pas les effets de synergies mentionnés.

Une combinaison de concentrations comparables en thymol et en carvacrol produit bien

l'inhibition de l'huile essentielle, mais les autres composés minoritaires ont pour effet de

diminuer l'effet des principaux composés actifs phénoliques (Lambert et al., 2001;

Skandamis et al., 2001).

Mécanisme

Bienquelespropriétésantimicrobiennesdeshuilesessentiellesetleurscomposantssoient

démontrés,leurmécanismed'actionn'estpasencoretotalementélucidé(Lambertetal.,2001;

Lahlou, 2004a). Il est très probable que chacun des constituants des huiles essentielles ait son

propremécanismed'actionetqu'ilexisteplusieursciblespotentielles(Figure15)(Skandamis et al.,

2001 ; Carson et al., 2002 ; Burt, 2004 ; Soković et al., 2007).
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Figure15:Lesciblesprésuméesdeshuilesessentielles(Adaptéde:Burt,2004)

Le mode d'action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des

caractéristiques de ses composants actifs. En raison de leur caractère lipophile, les

monoterpènes cycliques s'incrustent entre les chaînes d'acide gras de la bicouche lipidique, ce

qui les rend capables de se partager dans les lipides membranaires de la cellule bactérienne et

des mitochondries. Ceci a comme conséquence l'expansion de la membrane, sa plus grande

fluidité (Sikkema et al., 1994 ; Cox et al., 2000), la fuite du contenu cellulaire, réduction du

potentielmembranaireetdupHintracellulaire(Skandamiset al.,2000;Ulteeetal.,2002)et

l'affaiblissement de plusieurs systèmes enzymatiques, y compris ceux impliqués dans la

production énergétique et la synthèse des composants structuraux (Cox et al., 2001 ; Singh et

al.,2002;Moreiraetal.,2005).Ceteffetsembledépendredelacompositionenlipidesetde la charge

extérieure des membranes cytoplasmiques (Trombetta et al., 2005).

Lemécanismed'actiondeceshuilesseraitsimilaireàd'autrescomposésphénoliques;ceci

estgénéralementconsidérécomme untroubledelamembranecytoplasmique,interrompantla force

motrice des protons (PMF), le flux d'électrons, le transport et la coagulation active du contenu

cellulaire. Des enzymes telles que les ATPase sont connues pour être situées dans la

membrane cytoplasmique et être encadrées par des molécules lipidiques. Deux mécanismes

possibles ont été suggérés. Les molécules lipophiles peuvent s'accumuler dans la bicouche

lipidique et tordre l'interaction protéines-lipides ; alternativement, l'interaction directe des

composés lipophiles avec les parties hydrophobes de la protéine est possible (Burt, 2004).
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Le mode d'action des huiles essentielles dépend également du type de micro-organisme

qui, en général, n'ont pas une sensibilité similaire vis-à-vis des huiles essentielles :

 La sensibilité des microorganismes peut varier selon le germe testé. Une huile

essentielle peut être bactéricide vis-à-vis de certaines souches, bactériostatique vis-à-vis d'autres

ou n'avoir aucun effet (Lahlou, 2004b).

 Les bactéries à Gram négatif s'avèrent généralement plus résistantes que les Gram

positifs aux effets antagonistes des huiles essentielles. Les bactéries à Gram négatif (ex :

Pseudomonas aeruginosa) montrent une résistance intrinsèque à une grande variété d'huiles

essentielles, qui est associée à la surface hydrophile de leur membrane externe. Riche en

moléculesdelipopolysaccharide,elleempêcheladiffusiondescomposantshydrophobesdeces

huiles,contrairementauxbactériesàGrampositif,dépourvuesdemembraneexterne,ellessont plus

vulnérables (Smith-Palmer et al., 1998; Burt, 2004 ; Soković et al., 2007). Certains

composésphénoliques(carvacroletthymol)adhèrentàcesbactériesparfixationauxprotéines et au

lipopolysaccharide membranaire grâce à leurs groupements fonctionnels. Ils causent la

rupture de la couche externe suivie de sa désintégration partielle atteignant ainsi la membrane

interne plus susceptible (Dorman & Deans, 2000).

Activitéantifongique

Les composés volatils des huiles essentielles sont identifiés comme des molécules

lipophilesdepoidsmoléculairefaiblequiontunepropensionàsevolatiliseràdestempératures

plutôtbasses(Utamaetal.,2002;Picherskyetal.,2006).Encomparaisonavecleurspendants

végétaux,leshuilesessentiellesrenfermentuneconcentrationélevéedecessubstancesvolatiles

(Edris&Farrag,2003).Leshuilesessentiellesvolatilescomportentunmélangecomplexede

composés,principalementconstituésdemonoterpènesetdesesquiterpènes(Dorman&Deans,

2000). Les composés prédominants sont les alcools, les aldéhydes, les esters, les cétones, les

phénols, les oxydes, les coumarines et les phénylpropènes (Dorman & Deans, 2000).

Il a été prouvé qu'un large éventail de composés volatils d'huiles essentielles possède une

activité contre divers champignons filamenteux et levures, y compris des pathogènes animaux

etvégétaux (Inouye et al., 2001a,b; Inouye et al., 2006a,b, Sharma & Tripathi, 2006; Helal

etal.,2006;Tullioetal.,2007).Unepossiblecorrélationentrelescomposantsprincipauxdes

huilesessentiellesetl'activitéantifongiquedel'huileoudesesvolatilsaconduitàlaproposition

queceshuilesdevraientêtreclasséesenfonctiondeleursprincipauxcomposésactifsplutôtque par

espèce végétale (Inouye et al., 2006a).
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Inouye et al. (2006a)ontfaitétatdel'activitédesvapeurs de 72 HEs contre Trichophyton

mentagrophytes, démontrant que les huiles essentielles dont le composant principal est le

phénol présentent l'activité de vapeur la plus forte. Ils suggèrent que l'ordre de puissance des

vapeurs d'huiles essentielles, du plus fort au moins fort, peut être établi comme suit : huiles

riches en phénol > aldéhyde > alcool > cétone > ester (= éther/oxyde) > hydrocarbure. Le

Tableau1donnedesexemplesd'huilesappartenantàchacundecesgroupes,ainsiqueladose

fongicideminimalemoyenne.Desvariationsontétésignaléesconcernantcelienpotentielentre

leconstituantleplusabondantetl'activité(Amvam-Zolloetal.,1998;Kalemba&Kunicka, 2003).

Par exemple, Kalemba & Kunicka (2003) ont indiqué que, dans leur étude, les huiles

cétoniquessontenréalitéplusactivesqueleshuilesalcooliques.Bienquecettedélimitationde

l'activité ne soit pas définitive, en raison de certaines variations d'activité au sein des groupes,

elle permet néanmoins d'établir un classement général de l'activité probable.

Ilestdifficilededéterminerlerôleexactdelasynergieentrelesdifférentscomposantsdes HEs.

Lis-Balchin et al. (1998) ont avancé l'idée que la synergie entre les composants moins

présents dans les huiles pourrait ne pas avoir d'importance significative. Toutefois, d'autres

étudesindiquentquelasynergieentrelescomposantsestcruciale(Edris&Farrag,2003;Lis-

Balchinetal.,1998).Parexemple,ilaétéprouvéquel'effetfongicidedel'huiledebasilicn'est pas le

même lorsque ses principaux composants (linalol et eugénol) sont utilisés séparément.

Ceteffetn'estobservéquelorsquecesdeuxcomposantssontutilisésensemble,danslesmêmes

proportionsquedansl'huiledebasilicnaturelle(Edris&Farrag,2003).Cesujetnécessiteune

investigationpluspoussée.Ilestprobablequed'autresfacteurs,telsquelaméthodeetlavitesse

d'évaporation, ainsi que la viscosité, jouent également un rôle important. Ces facteurs

influencent la concentration finale des composants individuels dans l'air. En effet, il a été

observé que la vitesse d'évaporation influence l'efficacité antifongique et, par conséquent,

l'utilisation potentielle d'une huile essentielle volatile (Edris & Farrag, 2003)

Mécanismed’action

Lemécanismeprécisparlequelleshuilesessentiellesvolatilesexercentleuractionsurles

champignons demeure encore indéterminé. Néanmoins, plusieurs effets et hypothèses ont été

évoquésdanslalittératurescientifique,incluantl'inhibitiondelasporulation,laperturbationde

laparoicellulaireetdesmembranes,ainsiquel'interférenceaveclagerminationetl'élongation

hyphale(Inouyeetal.,2001a,b;Alvarez-Castellanosetal.,2001).Ilestplausibleque,compte

tenudeladiversitédeseffetsinduitsparlesdifférenteshuilessurdeschampignonsspécifiques,
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le mécanisme d'action des HEs volatiles puisse varier de manière significative par rapport à

celui des huiles incorporées directement dans le milieu de culture (Pauli, 2005).

Demanièregénérale,unconsensussedégagedelalittératurescientifiqueselonlequelles

composés volatils des huiles essentielles induisent des modifications morphologiques

significatives au niveau des hyphes, notamment une diminution du diamètre et de l'épaisseur

de la paroi hyphale. Cette observation est probablement attribuable à l'interférence des

constituantsdeshuilesessentiellesaveclesréactionsenzymatiquesimpliquéesdanslasynthèse

delaparoicellulaire,conduisantàunassemblageinadéquatdescomposantsdelaparoitelsque la

chitine, les glucanes et les glycoprotéines (Zambonelli et al., 1996; de Billerbeck et al.,

2001; Sharma & Tripathi, 2006 ; Helal et al., 2006). Par ailleurs, des perturbations de la

membrane plasmique, une désorganisation de la structure mitochondriale, une réduction du

contenu lipidique et des acides gras saturés, une augmentation des acides gras insaturés ainsi

que des fuites de Mg2+, Ca2+ et K+ des cellules/hyphes exposées ont également été rapportées

(Sharma & Tripathi, 2006 ; Helal et al., 2006).

Le mécanisme par lequel les composés volatils inhibent la croissance fongique demeure

incertain. Certaines études suggèrent que ces composés agissent directement sur le mycélium,

tandis que d'autres postulent qu'ils exercent leur action de manière indirecte, en étant absorbés

parlemilieudecroissanceetensediffusantàtraverslemycélium(Inouyeetal.,1998,2000). Certains

chercheurs avancent l'idée qu'une combinaison de ces deux mécanismes pourrait

expliquerl'activitéantifongiquedeshuilesessentiellesvolatiles.D'autresencoreproposentque

lemoded'actionestdirectementproportionnelàlaquantitédechaquecomposéabsorbéparles

constituants de la phase solide (membrane, granules, etc.). Ainsi, à faible dose, l'activité

fongicideseraitdirectementliéeauxcaractéristiquespropresàchaquecomposé,tandisqu'àdes

concentrations élevées, les composés des HEs exerceraient une action fongicide via un

mécanismecommun(Edris&Farrag,2003;Pauli,2005).Cettehypothèsesuggèredoncune

dualitédanslemoded'actiondeshuilesessentielles,dépendantàlafoisdelaconcentrationdes

composés et de leurs propriétés intrinsèques. Cette complexité pourrait expliquer la diversité

deseffetsobservésetladifficultéàétablirunmécanismed'actionuniverselpourcescomposés

volatils.

Parexemple,desrecherchesontmisenévidencequeleshuilesvolatilessontabsorbéesde

manière préférentielle par la surface lipophile des mycéliums. De plus, l'efficacité de l'effet

inhibiteurdeceshuilessembleêtreproportionnelleàl'étenduedelasurfacedesmycéliums
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(Inouye et al., 1998). Inouye, ainsi que d'autres scientifiques, avancent l'hypothèse que les

composés des huiles essentielles volatiles s'associent de façon irréversible aux éléments

constitutifs de la membrane cellulaire fongique, provoquant ainsi une fuite des composants

intracellulaires (Inouye et al., 2000; Helal et al., 2006). Il est également plausible que

l'inhibition de la respiration des mycéliums aériens participe à ce mécanisme (Gocho, 1992).

Des études ont démontré que les composés volatils des huiles inhibent la sporulation des

champignons (Alvarez-Castellanos et al., 2001). Il a été postulé que cette inhibition de la

sporulation, à l'instar des lésions de la paroi cellulaire, est également liée à des modifications

delamembranecellulaireouàdesdommagesàlaparoicellulaire,entraînantuneperméabilité accrue

et une perte subséquente du contenu cytoplasmique, peut-être lors de la synthèse. À partir de

l'analyse de l'activité antisporulante sur Microsporum gypseum d'extraits dont le

principalconstituantétaitlelapachol,ilaétésuggéréquecetteinhibitionpourraitêtreattribuée à des

composants endommageant la paroi cellulaire ou modifiant la perméabilité de la membrane

des microconidies, provoquant une perte de cytoplasme, qui à son tour entraînerait la mort de

la cellule (Ali et al., 1998).

Activitéherbicide

LepotentielphytotoxiqueetherbicidedesHEscontrelesmauvaisesherbesaétélargement étudié

en vue de leur utilisation comme alternative aux herbicides synthétiques. Depuis leur

découverte et leur mise au point dans les années 1940, les herbicides synthétiques ont été la

principale méthode utilisée pour lutter contre les mauvaises herbes. Leur utilisation excessive

a favorisé l'évolution de biotypes de mauvaises herbes résistants aux herbicides, ainsi que des

effets nocifs sur la santé humaine et animale et sur l'environnement (Jurado et al., 2011 ;

Sabarwal et al., 2018).

L'utilisation des HE dans la lutte contre les mauvaises herbes repose sur le fait qu'elles

contiennent des composés allélochimiques, principalement des terpénoïdes, qui peuvent

empêcherlagerminationetlacroissancedesespècesdemauvaisesherbes(Dudaietal.,1999).

L'unedespremièresétudesàavoirabordélarecherchedescomposésallélopathiquescontenus

danslacompositiondesHEsd'unpointdevuepratiqueetentenantcomptedeleursapplications

possibles en agriculture pour lutter contre les mauvaises herbes, est celle de Dudai et ses

collaborateurs en 1999 (Angelini et al., 2003). Ils ont vérifié que les HEs avaient un potentiel

différentpourempêcherlagerminationetlacroissancedesgrainesd'adventicesenfonctionde

leurcompositionetdel'espècecontrelaquelleellesétaientappliquées.Leursrésultatsont
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et une perte subséquente du contenu cytoplasmique, peut-être lors de la synthèse. À partir de

l'analyse de l'activité antisporulante sur Microsporum gypseum d'extraits dont le

principalconstituantétaitlelapachol,ilaétésuggéréquecetteinhibitionpourraitêtreattribuée à des

composants endommageant la paroi cellulaire ou modifiant la perméabilité de la membrane

des microconidies, provoquant une perte de cytoplasme, qui à son tour entraînerait la mort de

la cellule (Ali et al., 1998).

Activitéherbicide

LepotentielphytotoxiqueetherbicidedesHEscontrelesmauvaisesherbesaétélargement étudié

en vue de leur utilisation comme alternative aux herbicides synthétiques. Depuis leur

découverte et leur mise au point dans les années 1940, les herbicides synthétiques ont été la

principale méthode utilisée pour lutter contre les mauvaises herbes. Leur utilisation excessive

a favorisé l'évolution de biotypes de mauvaises herbes résistants aux herbicides, ainsi que des

effets nocifs sur la santé humaine et animale et sur l'environnement (Jurado et al., 2011 ;

Sabarwal et al., 2018).

L'utilisation des HE dans la lutte contre les mauvaises herbes repose sur le fait qu'elles

contiennent des composés allélochimiques, principalement des terpénoïdes, qui peuvent

empêcherlagerminationetlacroissancedesespècesdemauvaisesherbes(Dudaietal.,1999).

L'unedespremièresétudesàavoirabordélarecherchedescomposésallélopathiquescontenus

danslacompositiondesHEsd'unpointdevuepratiqueetentenantcomptedeleursapplications

possibles en agriculture pour lutter contre les mauvaises herbes, est celle de Dudai et ses

collaborateurs en 1999 (Angelini et al., 2003). Ils ont vérifié que les HEs avaient un potentiel

différentpourempêcherlagerminationetlacroissancedesgrainesd'adventicesenfonctionde

leurcompositionetdel'espècecontrelaquelleellesétaientappliquées.Leursrésultatsont
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ouvert de nombreuses possibilités d'utilisation des HEs dans la lutte contre les mauvaises

herbes,enutilisantdesHEsdifférentesenfonctiondesmauvaisesherbesàcombattre.Unautre travail

remarquable est celui de Tworkoski (2002), qui a testé les HEs in vivo dans des conditions de

serre, alors que la majorité des études sur l'activité herbicide des HEs sont réalisées dans des

conditions in vitro.

La raison d'effectuer des essais in vitro avec des HEs est que les essais in vivo se heurtent

à certaines difficultés, comme la quantité d'huile nécessaire pour les essais, ou la formulation

adéquate des HEs à mélanger avec de l'eau et à améliorer leurs propriétés, comme leur

persistance et leur pénétrabilité. Dans les travaux de Tworkoski en 2002, de nombreuses HEs

ontététestéesetlecomposéprincipal(eugénol)del'HElaplusactive(Syzygiumaromaticum)

aétédéterminéetilaétévérifiéquel'activitéherbicidedel'HEdeS.aromaticumétaitdueàce composé.

Angelini et al. (2003) ont testé différentes HEs (Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris et

Satureja montana) et leurs principaux composés sur différentes mauvaises herbes

etcultures,etontconstatéquel'huiledeS.montanaavec57%decarvacrolétaitlaplusefficace,

inhibantcomplètementlagerminationdesculturesetdesmauvaisesherbes.Ilconvientdenoter les

travaux de Vokou et al. (2003), qui ont testé le potentiel allélopathique de 47

monoterpénoïdes de différents groupes chimiques contre la germination et la croissance de

LactucasativaL.,etontdéterminéqueleshydrocarbures,àl'exceptiondu(+)-3-carène,étaient les

moins inhibiteurs et que les acétates étaient les moins inhibiteurs des composés oxygénés.

Mécanisme d’action

Les mono- et sesquiterpènes sont connus pour affecter les processus physiologiques des

adventices, comme la photosynthèse, la synthèse de la chlorophylle et les perturbations

cellulaires,quipeuventimpliquerl'accumulationdeglobuleslipidiquesdanslecytoplasmeou la

réduction des organites (Amri et al., 2013).

Weir et al. (2004) ont souligné que les substances chimiques allélopathiques ont un effet

directsurlagerminationetlacroissancedesplantesvoisinesetinterfèrentavecdiversprocessus

physiologiques, biochimiques et moléculaires des espèces végétales ciblées (Figure 16)
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Figure16:Effetdirectouindirectdesmoléculesallélochimiques

(Adapté de : Soltys et al., 2013)

Selon Keating, (1999), ces substances affectent la division et la croissance cellulaire du

faitqu’ellesinterfèrentaveclesprotéines ;ellesinhibentdelaphotosynthèseenagissantsurla

synthèsechlorophyllienneouinhibentletransportdesélectrons.Deplus,ellesontun effetsur

larespirationcellulaire(inhibitiondelaconsommationd’oxygène,oxydationduNADHoude

laproductiond’ATP).Cessubstancesinterfèrentégalementaveclemétabolismedel’ARN,de

l’ADN, des enzymes et des acides aminés, ce qui souligne leur influence significative sur les

fonctions vitales des cellules.

Activitéinsecticide

L’utilisationdesplantesmédicinalesetaromatiquesreprésenteunevoieprometteusedans

larecherchedesolutionsalternativespourlaluttecontrelesravageurs.LesHEs,enparticulier,

sontreconnuespourleurefficacitéinsecticide,commel’ontsoulignéCosimietal.(2009).Ces

substances naturelles, composées d’un complexe de composés actifs, offrent une multitude de

mécanismes d’action potentiels contre les insectes nuisibles.

Denombreusesétudessesontpenchéessurl’efficacitédeshuilesessentiellesdanslalutte

biologique, mettant en évidence leur capacité à se dégrader rapidement dans l’environnement,

contrairementauxcomposéssynthétiques,etàciblerspécifiquementlesinsectesnuisiblestout

enépargnantlesespècesbénéfiques(Pillmooretal.,1993).Leurefficacitécontrelesinsectes

affectantlesproduitsstockésaétéparticulièrementbiendocumentée(Bazzonietal.,2002).
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Ces dérivés naturels ont également montré leur potentiel en tant que moyen de contrôle des

larves de lépidoptères nuisibles, grâce à leurs effets larvicides et antifeedant (Bathal et al.,

1993; Park et al., 1997; Larocque et al., 1999), ainsi qu’à leur capacité à retarder le

développement et l’émergence des adultes, à provoquer la mortalité des œufs (Marimuth et

al., 1997), et à dissuader l’oviposition (Naumann & Isman, 1995). De plus, ils ont démontré

des effets répulsifs (Landolt et al., 1999), ce qui les rend particulièrement intéressants pour

une gestion intégrée des nuisibles. Cependant, pour que les huiles essentielles puissent être

pleinementexploitéescommesystèmealternatifdeluttecontrelesparasites,ilestimpératifde

surmonter certains défis techniques. Leur volatilité, leur faible solubilité dans l’eau et leur

tendance à l’oxydation sont des obstacles qui limitent leur utilisation pratique (Moretti et al.,

1998). Pour remédier à ces problèmes, les pesticides à base d’huiles essentielles doivent être

formulésdemanièreàstabilisercescomposésactifs(Markus,1996).Lesformulationspeuvent

prendrelaformedesystèmesliquidesclassiques,telsquedessolutionsoudispersionsaqueuses et non

aqueuses, ou de systèmes solides comme des poudres mouillables et des granulés dispersables

dans l’eau. Des systèmes à libération contrôlée sont également envisagés pour optimiser

l’efficacité des huiles essentielles et minimiser leur dégradation. Ces stratégies de

formulationvisentàprolongerladuréed’actiondeshuilesessentielles,àaméliorerleurstabilité et à

faciliter leur application, rendant ainsi leur utilisation plus viable et efficace dans les

programmes de gestion des nuisibles (Moretti et al., 2002).

Mécanismed’action

Les HEs sont reconnues pour leurs propriétés insecticides, qui s’expliquent par une série

demécanismesd’actioncomplexesetvariés.Cesmécanismessontprincipalementattribuables aux

composés bioactifs présents dans les HEs, tels que les terpènes, les phénols et les alcools, qui

agissent de manière synergique pour exercer des effets toxiques sur les insectes nuisibles

(Isman, 2000).

Les HEs et leurs composants affectent les processus biochimiques, ce qui perturbe

spécifiquement l'équilibre endocrinologique des insectes. Elles peuvent être neurotoxiques ou

agir comme des régulateurs de croissance des insectes, perturbant le processus normal de

morphogenèse.LecaractèrelipophiledesHEsjoueunrôleclédanslamodulationdel'activité

insecticide et particulièrement l’effet larvicide. L'association entre les composés lipophiles et

ladésactivationdesprotéines/l'inhibitiondesenzymespeutêtreuneexplicationraisonnablede

cefait.Lesdoublesliaisonssontimportantesdansl'activitélarvicidedesmoléculesnaturelles
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car l'hydrogénation de ces liaisons diminue le caractère lipophile de ces composés, limitant

ainsi leur passage. Par exemple, le - pinène, qui possède une double liaison exocyclique, est

plus toxique pour les larves d'Aedes aegypti que le -pinène, qui possède une double liaison

endocyclique (Pavela, 2015).

Laneurotoxicitédeplusieursmonoterpénoïdes(d-limonène,myrcène,terpinéol,linalolet

pulégone) a été évaluée sur la mouche domestique ainsi que sur la blatte allemande (Coats et

al.,1991).Latoxicitédeshuilesessentiellesoudeleurscomposantschezlesinsectesetautres

arthropodes indique un mode d'action neurotoxique ; les symptômes les plus importants sont

l'hyperactivité suivie d'une hyper-excitation, conduisant à un arrêt rapide et à l'immobilisation

(Enan, 2001).

L'inhibition de l'acétylcholinestérase (AChE) joue également un rôle clé dans la

modulation de l'activité larvicide. Plusieurs monoterpènes et HEs se sont révélés être des

inhibiteurs de l'AChE contre différentes espèces d'insectes. Par exemple, les HE de Zingiber

officinale modifient le comportement et la mémoire dans le système cholinergique (Felipe et

al., 2008), tandis que le linalol a été identifié comme un inhibiteur de l'acétylcholinestérase

(Ryan & Byrne, 1988). Une autre cible possible suggérée pour les HE est l'interférence avec

les canaux de chlorure GABA chez les insectes (Rattan, 2010). L'octopamine (OA) est

également une cible de l'activité des HEs chez les insectes. L'OA est une amine biogène

multifonctionnelle naturelle qui joue un rôle clé en tant que neurotransmetteur,

neuromodulateur et neurohormone dans le système des invertébrés, avec une fonction

physiologique comparable à celle de la norépinéphrine chez les vertébrés (Enan, 2001).

Les HEs interfèrent avec la respiration des insectes en obstruant les spiracles ou en

perturbant la chaîne de transport des électrons mitochondriale, ce qui réduit la production

d’ATP, la principale source d'énergie cellulaire. En interférant avec cette chaîne de transport,

lesHEsréduisentlaproductiond'ATP,perturbantainsilemétabolismeénergétiquedesinsectes

(Wang et al., 2018).

Activitéantioxydante

Lesantioxydantssontdescomposésoudessystèmescapablesd'interagirentoutesécurité avec

les radicaux libres et de mettre fin à la réaction en chaîne avant que les molécules vitales ne

soient endommagées. Ils peuvent utiliser plusieurs mécanismes : (i) piéger les espèces qui

déclenchentlaperoxydation,(ii)chélaterlesionsmétalliquesafinqu'ilsnepuissentpasgénérer

d'espècesréactivesoudécomposerlesperoxydes,(iii)éteindre*O-
2enempêchantlaformation
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de peroxydes, (iv) interrompre la réaction en chaîne auto-oxydative, et/ou (v) réduire les

concentrations d'O2localisées (Asimi et al., 2013).

L'efficacité antioxydante de ces composés bioactifs dépend de leurs caractéristiques

chimiques et de leur emplacement physique dans l'aliment (proximité des phospholipides

membranaires, interfaces d'émulsion ou dans la phase aqueuse). Les antioxydants (par ex,

flavonoïdes, acides phénoliques, tanins, vitamine C, vitamine E) ont diverses propriétés

biologiques, telles que des effets anti-inflammatoires, anti-cancérigènes et anti-

athérosclérotiques, et réduisent également l'incidence des maladies coronariennes (Diazet al.,

1997 ; Bartoszek & Polak, 2012 ; Poznyak et al., 2020; Hamrouni-Sellami et al., 2012)

Diverses méthodes ont été développées pour évaluer l'efficacité antioxydante des

moléculesbioactives,parmilesquelleslestestsauDPPHetàl’ABTSsontlesplusfréquemment

utilisés. Ces tests permettent de mesurer la capacité antioxydante des composés bioactifs.

Sur le plan de la chimie de la conversion des antioxydants, les mécanismes d'action

biologiqueseregroupentsouvententroisprincipauxmodesd'action(BibiSadeeretal.,2020;

Ivanova et al., 2020 ; Platzer et al., 2021):

(i) les réactions de transfert d'électrons de l'antioxydant au substrat (réaction d'oxydation

de l'antioxydant), c'est-à-dire le mécanisme TE (transfert d’électron) ;

(ii) les réactions de transfert d'un atome d'hydrogène de l'antioxydant vers un substrat qui,

en milieu aqueux, peuvent être considérées comme un transfert de proton accompagné d'une

réaction d'oxydation de l'antioxydant, peuvent être considérées comme un transfert de protons

accompagné d'un transfert d'électrons (réaction d'oxydation de l'antioxydant), c'est-à- dire le

mécanisme TAH (transfert d’Atome d’Hydrogène) ;

(iii) lesréactionsdetransfertd'uneoudeplusieurspairesd'électronsavecformationd'une

liaisoncovalenteparlemécanismedonneur-accepteur(réactiondetransfertd'électrons),c'est- à-dire

le mécanisme TAH par le mécanisme donneur-accepteur (réaction de complexation de

l'antioxydant avec des ions métalliques de valence variable), c'est-à-dire le mécanisme de

chélation.
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Activitéanti-acetylcholinésterase

V.6.1. AChE

L'acétylcholine (ACh), que l'on retrouve chez les vertébrés et les arthropodes, est l'un des

composésmajeurspermettantlatransmissiondesimpulsionsélectriquesdescellulesnerveuses vers

une autre cellule nerveuse ou vers les muscles, qu'ils soient volontaires ou involontaires. Elle

a été identifiée pour la première fois en 1867 en tant que composé synthétique et a été

repéréedanslestissushumainsen1906dansdesextraitsdelaglandesurrénaledontl'adrénaline avait

été éliminée. On distingue deux principaux types de récepteurs réagissant à l’acétylcholine :

les récepteurs muscariniques et les récepteurs nicotiniques (Houghton et al., 2006).

Les récepteurs muscariniques sont principalement liés au système nerveux périphérique

ainsiqu'auxmuscleslissesetcardiaques.Leurinteractionavecl'acétylcholineestgénéralement

associée à la stimulation du système nerveux parasympathique. Les symptômes typiques de

cette stimulation parasympathique comprennent la réduction du rythme cardiaque et de la

pression artérielle, la contraction des bronches, l'augmentation de la salivation, la stimulation

deladigestionetl'accroissementdupéristaltismeintestinal,l'évacuationdesfluidesdelavessie

etl'adaptationdesyeuxpourlavisionrapprochée,accompagnéed'unecontractiondespupilles

(Silman & Sussman, 2005).

Les récepteurs nicotiniques sont localisés dans le système nerveux central (SNC) et dans
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àdesniveauxinsuffisantsd'ACh,etentoxicologiepourprovoquerdesmaladiesoulamortpar une

stimulation cholinergique (Silman & Sussman, 2005).

Il est important de souligner que récemment, l'acétylcholinestérase (AChE) a été associée

à plusieurs fonctions autres que la transmission nerveuse. En particulier, elle agit comme une

protéine d'adhésion, une protéine de la matrice osseuse, elle participe à la croissance des

neuritesetàlaproductiondefibrillesamyloïdes.Cesdernièressonttypiquementprésentesdans les

cellules cérébrales des patients atteints de la maladie d'Alzheimer (Zhang, 2004).

L'impact sur les fonctions de l'acétylcholinestérase (AChE) qui ne sont pas liées à la

transmission nerveuse est plus complexe à anticiper. Cependant, il a été suggéré que les

inhibiteurs de ces aspects de sa fonction pourraient mériter d'être étudiés dans la recherche de

nouveaux médicaments (Silman & Sussman, 2005).

V.6.2. BChE

La butyrylcholinestérase (BChE, EC 3.1.1.8), autrefois désignée sous le nom de

pseudocholinestérase, est une enzyme principalement synthétisée dans le foie et largement

distribuéedansl’organisme,notammentdanslesang(àuneconcentrationd’environ5μg/mL), les

synapses des jonctions neuromusculaires, les cellules gliales et les axones de la substance

blanche cérébrale. Cette enzyme existe sous de nombreuses variantes alléliques, comme l’a

souligné Massoulié en 2002.

Historiquement, la BChE a été considérée comme un analogue vestigial non fonctionnel

de l’acétylcholinestérase (AChE). Cependant, des découvertes récentes ont remis en question

cette vision, suggérant que la BChE pourrait jouer un rôle plus significatif. Par exemple, chez

lessouris,laquantitétotaledeBChEdansl’organismeestdixfoissupérieureàcelledel'AChE,

commel’ontdémontréDuysenetal.,en2001.Deplus,desétudesontmontréquel’activitéde la BChE

dans le sang total humain est significativement plus élevée que celle de l’AChE (Worek et

al., 2008). Ces observations ont conduit à l’hypothèse que la BChE pourrait jouer un rôle

complémentaire en cas d’activité insuffisante de l’AChE dans la neurotransmission. Cette

hypothèse est soutenue par des études sur la physiologie des souris knock-out pour l’AChE

(Duysen et al., 2001). Il a également été suggéré que la BChE pourrait agir comme une

barrière pour empêcher la diffusion de l’ACh dans la circulation sanguine (Massoulié, 2002).

Cependant, malgré ces indications, des preuves expérimentales concluantes faisant état du

rôle précis de la BChE font encore défaut. Par conséquent, des recherches supplémentaires

sontnécessairespouréclaircirlerôleexactdelaBChEdansl’organisme.Lacompréhension
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de ces mécanismes pourrait avoir des implications significatives dans divers domaines,

notammentlaneurobiologie,lapharmacologieetlamédecine.Enparticulier,ellepourraitaider

àéluciderlesmécanismessous-jacentsdecertainespathologiesneurologiquesetàdévelopper de

nouvelles approches thérapeutiques.

L’activité antiacétylcholinestérase (AChE) des HEs est un domaine de recherche qui a

suscitéunintérêtconsidérableenraisondupotentieldecescomposésnaturelsdansletraitement des

troubles neurodégénératifs, tels que la maladie d’Alzheimer, ainsi que dans la gestion des

populations d’insectes nuisibles. Les HEs sont composées d’un large éventail de composés

volatils, dont certains ont démontré une capacité à inhiber les enzymes AChE et

butyrylcholinestérase (BChE), qui sont responsables de la dégradation de l’acétylcholine, un

neurotransmetteur essentiel pour la fonction cognitive et la signalisation neuromusculaire

(Perry et al., 2000).

Des études ont identifié plusieurs molécules présentes dans les HEs qui agissent comme

inhibiteurs de l’AChE et de la BChE. Un exemple notable est l’huile essentielle de romarin

(Rosmarinusofficinalis),quicontientdescomposéstelsquele1,8-cinéole,lecamphreetl’acide

rosmarinique.Ces moléculesontdémontréuneactivitéinhibitricesignificativecontrel’AChE et la

BChE, comme l’indiquent les études d’Orhan et ses collègues (2011), qui ont mis en

évidence le potentiel thérapeutique du romarin dans la modulation de l’activité

cholinestérasique. De même, l’huile essentielle de sauge (Salvia officinalis) est riche en

composés tels que l’-thuyone et le camphre, qui ont également montré des effets inhibiteurs

sur l’AChE et la BChE, suggérant leur utilité potentielle dans l’amélioration de la fonction

cognitive (Perry et al., 2000).

Une autre étude menée par Savelev et al. (2003) a révélé que l’huile essentielle de Salvia

leriifolia possède des propriétés inhibitrices de l’AChE, attribuées principalement à ses

composantsmonoterpénoïdes,telsquele1,8-cinéoleetlecamphre.Cesdécouvertesrenforcent

l’idéequecertaineshuilesessentiellesetleurscomposantsmoléculairespourraientêtreutilisés

comme agents neuroprotecteurs. Il est important de noter que, bien que les huiles essentielles

montrent un potentiel prometteur en tant qu’inhibiteurs de l’AChE et de la BChE, leur

utilisation en tant que traitements thérapeutiques nécessite une compréhension approfondie de

leur mécanisme d’action, de leur biodisponibilité et de leur toxicité.

DansuneétudedeJukicetal.(2007),lethymolamontréuneforteactivitéinhibitrice,ce

quisuggèreque l’huileessentielle dethympourraitêtre bénéfiquedanslagestiondes troubles
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neurodégénératifs. Il est également intéressant de noter que les HEs peuvent agir de manière

synergiquepouraméliorerleurefficacité.UneétudedeLoizzoetal.(2009)aexaminéleseffets

combinés de différentes HEs et a constaté que les mélanges peuvent parfois offrir une activité

inhibitrice supérieure à celle des huiles individuelles.

Outre leurs propriétés antibactériennes, antifongiques, anticholinestérase, insecticides et

herbicides déjà documentées, les HEs se distinguent également par d’autres activités

biologiques remarquables. Elles possèdent des effets antiviraux, antioxydants et anti-

inflammatoires,contribuantàlaprotectioncontrelesinfectionsvirales,lestressoxydatifetles

réponses inflammatoires excessives. De plus, certaines huiles essentielles ont démontré des

propriétés analgésiques et anxiolytiques, offrant des perspectives intéressantes pour la gestion

de la douleur et de l’anxiété.

En plus de leurs multiples activités biologiques, les huiles essentielles jouent un rôle

significatifdanslesinteractionsbiotiques,agissantcommeagentsdecommunicationchimique entre

les organismes. Elles peuvent fonctionner comme des répulsifs ou des attractifs pour divers

insectes, influençant ainsi les dynamiques de pollinisation et de prédation. Les huiles

essentiellespeuventégalementmodulerlesinteractionsentrelesplantesetlesmicrobesdusol,

favorisantlacroissancedesplantesetlarésistanceauxpathogènes.Cesinteractionscomplexes

mettentenlumièrelepotentieldeshuilesessentiellesdansl’agroécologieetlagestionintégrée des

nuisibles.



Revuebibliographique

54

Descriptionsdesplantesétudiées

A-Pinusnigrassp.mauretanica

VI.1.1. Synonymieet noms vernaculaires

Pinusnigraestconnusousdifférentsnoms;enanglaisAustrianBlackPineouBlackPine,

enallemandsouslenomdeSchwarzkiefer,enespagnolcommePinonegro,enfrançaissousle nom de

Pin noir et en italien sous le nom de Pino nero. Localement en kabyle pour la sous

espècePinusnigrassp.mauretanica,c'esttoujourslenomcommundonnéàtouteslesespèces de pins

: Azombay.

Lebasidionymepournotresousespèceest:

- Pinusnigravar.mauretanicaMaire&Peyerimh.[1927]

- Pinusnigrasubsp.mauretanica(Maire&Peyerimh.)Heywood[1962]

Comme pour la majorité des plantes surtout du pourtour méditerranéen, plusieurs

synonymes sont proposés par des auteurs différents :

▪ Pinusclusianasubsp.mauretanica(Maire&Peyerimh.)Maire [1952]

▪ Pinusnigrasubsp.laricioauct. [1928]

▪ Pinusnigravar.mauretanicaMaire&Peyerimh.[1927]

▪ Pinusnigrasubsp.salzmanniiauct.

▪ Pinusnigravar.mauretanica(Maire&Peyerimh.)Farjon

▪ Pinus pyrenaica auct.

• Pinuspyrenaicasubsp.mauretanica(Maire&Peyerimh.)O.Schwartz[1939]

Dobignard&Chatelain(2010‐2013)

VI.1.2. Taxonomieet systématique

Vuquelespositionsphylogénétiquesdecertainstaxonsrestentcontroverséesoun'ontpas été

complètement résolues surtout pour les Gymnospermes, nous avons présenté ici une

classificationphylogénétiquesimplifiée.Celas’appliqueégalementpourl’autreespèceétudiée

Abies numidica (Figure 17). Nous avons également dressé un tableau synthétique de la

classification classique (Tableau 1)
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Figure17:PositionphylogénétiquedePinusnigrassp.mauretanica

Tableau1 :PositionsystématiquedePinusnigrassp.mauretanica

Rang Nomscientifique
Clade Plantae
Clade Plasmodesmophytes
Clade Embryophytes
Clade Stomatophytes
Clade Hemitracheophytes
Clade Tracheophytes
Clade Euphyllophytes
Clade Spermatophytes
Clade Gymnospermes
Clade Pinophytes
Ordre Pinales
Famille Pinaceae
Genre Pinus
Espèce Pinusnigra

Sous-espèce Pinusnigrassp.mauretanica
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VI.1.3. Descriptionbotanique

Le pin noir est un grand conifère atteignant couramment 20-30 m, mais

exceptionnellement,ilestcapabled'atteindreundiamètrede2 metdeshauteursjusqu'à50 m. Il

possède un tronc se dénudant longuement, se couvrant d'un rhytidome gris brun

profondémentfissurésurlesarbresplusâgés.Sonécorceestgénéralementbrungrisâtreànoir

d'oùsonnomlatin"nigra"(Figure18,d).C'estunarbreàbranchesétaléesportantdesfeuilles vert

foncé par deux de 8-15 cm de longueur, persistant quatre ans, plus ou moins raides, ±

épaisses, à marges finement denticulées, à sommet pointu rigide, à nombreuses lignes

stomatiquessurchaquefaceetàcanauxrésinifèresmédians.Lescônessontsubsessiles,jaune- brun,

solitaires ou agglomérés, ovoïdes-coniques (Figure 18, b), 5-8 x 2,5-3cm, squames à

apophyse carénée transversalement, à apex mutique ou ± apiculé. Les graines sont brunes ±

mouchetéesdenoir,5-7mmavecuneaile3-4foispluslongue(Maire,1952).Chezlesjeunes

individus, la cime est conique (Figure 18, a) devenant en parapluie chez les arbres plus âgés

(Figure 18, c). Les cônes mûrissent pendant l'automne de la deuxième année, et ouvrent la

troisième année. Ces cônes contiennent 30 à 40 graines.

Figure18:Pinusnigrassp.mauretanica.Jeunesujet(a)etcônesfemelles immatures

(b).Vieuxsujet(c)etdétaildutronc(d)(Créditsphotos:AdjaoudAbdenour, 2009).
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(Figure 18, c). Les cônes mûrissent pendant l'automne de la deuxième année, et ouvrent la

troisième année. Ces cônes contiennent 30 à 40 graines.

Figure18:Pinusnigrassp.mauretanica.Jeunesujet(a)etcônesfemelles immatures

(b).Vieuxsujet(c)etdétaildutronc(d)(Créditsphotos:AdjaoudAbdenour, 2009).
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VI.1.4. Diversité,Ecologieetrépartitiongéographique

Pinus est un des genres appartenant à une des plus diverses familles d'arbres à feuilles

persistantes. Les Pins sont considérés comme l'un des composants majeurs des paysages

forestiersdesrégionstempérées(Farjon,2018).SelonKeeley(2012),ondénombreplusde

100 espèces principalement réparties dans l'hémisphère Nord. Ces estimations diffèrent

légèrementd'unauteuràl'autreetselonFarjon,(2021),cettefamillecomprendunnombreplus élevé

estimé à environ 120 espèces. Les principaux genres de Pins comprennent Pinus, Picea,

Pseudotsugaet Tsuga. Chaque genrecomprend plusieurs espèces, qui sedifférencientpar leur

taille et leur forme de couronne, la couleur et la durée de vie des aiguilles, la taille et la forme

des bourgeons, la couleur et la forme des cônes, leur maturité et leur odeur. Le genre Pinus

comprend des espèces telles que Pinus halepensis, Pinus sylvestris, Pinus nigra, Pinus

monticola, Pinus patula et Pinus mugo.

Pinus nigra comprend plusieurs sous-espèces dont les plus communes sont Pinus nigra

subsp.nigra(Pinnoir),Pinusnigrasubsp.laricio(Pinlaricio)etPinusnigrasubsp.salzmannii (Pin

de Salzmann). Pinus nigra ssp. mauretanicaest un conifère endémique des montagnes côtières

du nord-ouest de l'Afrique (Algérie, Maroc). AuMaroc, ilest principalement répandu dans les

régions montagneuses de l'Atlas, le Moyen Atlas et l'Anti-Atlas, à des altitudes allant jusqu'à

2000 m. Il est également présent à des altitudes inférieures dans les régions plus

septentrionalesduMaroc,tellesqueleRifetl'Oriental.C'estunarbredemontagnequipréfère les sols

calcaires ainsi que les sols pauvres et secs. Il aime la lumière du soleil et tolère des

températures élevées et des précipitations relativement faibles. Il peut vivre jusqu'à 600 ans et

atteindre une hauteur de 60 mètres.

En Algérie, il pousse sur les hautes montagnes en Kabylie. Le peuplement naturel unique

de la sous-espèceétudiée P.nigra ssp. mauretanican'est limité qu'à une petite parcelle dans la

réserve naturelle du parcnational duDjurdjura(Figure 19). La croissancede Pinus nigra ssp.

mauretanicaest très lente, mais sa longévité est significative. En raison de sa distribution

restreinte et de ses faibles ressources génétiques, la sous-espèce est classée comme en voie de

disparitionselonl'Unioninternationalepourlaconservationdelanature(UICN).Desmesures de

conservation doivent être prises pour protéger cette espèce et augmenter sa résilience aux

changements climatiques.
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Figure19:Vued’unepartiedupeuplementnatureldePinusnigrassp.mauretanica(a) en

mélange avec le cèdre. Réserve parc national du Djurdjura (1548 m). (Crédits photos :

AdjaoudAbdenour,2009)

Abies numidica

VI.2.1. Synonymieet noms vernaculaires

Abies numidica est connue sous les noms vernaculaires de Sapin de Numidie ou Sapin de

l'Atlas,enfrançais.Dansd'autreslangues,Pinonúmidoenespagnol,NumidianFirouAlgerian Fir en

anglais et Föhre aus Numidien en allemand. En Kabyle, Tumert. Le nom scientifique

retenuetuniqueestAbiesnumidicaLannoyexCarrière,1866.Aucunsynonyme n'estproposé pour

cette espèce et jusqu'à présent aucun taxon inférieur n'est référencé.
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VI.2.2. Taxonomieet systématique

Figure20:Positionphylogénétiqued’Abiesnumidica

Tableau2:Positionsystématiqued’Abiesnumidica

Rang Nomscientifique
Clade Plantae
Clade Plasmodesmophytes
Clade Embryophytes
Clade Stomatophytes
Clade Hemitracheophytes
Clade Tracheophytes
Clade Euphyllophytes
Clade Spermatophytes
Clade Gymnospermes
Clade Pinophytes
Ordre Pinales
Famille Pinaceae
Genre Abies
Espèce Abiesnumidica
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VI.2.3. Descriptionbotanique

Abies numidica est une espèce endémique d’Algérie, décrite par Maire en 1952 et

Quezel & Santa en 1965. Il s'agit d'un conifère de grande taille pouvant atteindre 23 m, arbre

àcimepyramidale(Figure21,c)avecuntroncde1mdediamètreàécorcelisse,grisâtrepuis couvert

d'un rhytidome crevassé-écailleux ; brun noir et à feuillage persistant. Les feuilles en forme

d'aiguilles sont linéaires-lancéolées, de couleur vert foncé, à bout pointu et à bords légèrement

dentés. Les aiguilles des rameaux inférieurs et moyens sont plus ou moins aplaties

dansunplan,cellesdesrameauxsupérieursdresséesenbrossesurlafacesupérieuredurameau

(Figure 21, d). Les cônes sont cylindriques, obtus, 13-20 x 4 cm de long (Figure 21, a), à

écaillestrèsaplaties(Figure21,b)etàbordlégèrementrecourbéSafloraisonestauprintemps et sa

fructification en automne (Maire, 1952).

Figure 21 : Abies numidica. Cônes femelles immatures recouverts de résine (a) et

écaillesaplatiesdecônesfemellesmatures(b).Jeunesujet(c)etdétailsdesrameaux(d)

(Créditsphotos:AdjaoudAbdenour, 2011).

VI.2.4. Diversité,Ecologieetrépartitiongéographique

Le genre Abies comprend environ 50 espèces d'arbres à aiguilles connus sous le nom de

sapin. Certaines sont relativement communes, comme l'Abies alba, qui est largement cultivée

dans certaines parties de l'Europe et de l'Amérique du Nord. D'autres sont plus rares, comme

l'Abiesnordmanniana,quiestendémiqueenAsieoccidentaleetenTurquie(Xiangetal.,
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2007).Ilyaaussidenombreusesespècesquisonttrèslocalisées,commel'Abiesnumidica,qui ne

pousseque danslesmontagnes du nord de l'Algérie,Kabylie.Les Abies sont généralement des

arbres à feuilles persistantes, à croissance lente qui peuvent atteindre des hauteurs

remarquables. La plupart des Abies sont des arbres de montagne, trouvés dans les régions

montagneusesdumondeentier.Certainsgenresdesapinpoussentégalementdansdesforêtsplus

basses et plus tempérées (Xiang et al., 2007). Abies numidica qui est un arbre endémique à

l'Algérie,Kabylie,estrestreintaumassifdesBaborsentre1300et2000

md'altitudeetTababort(Figure22),oùilestmoinsabondant,localiséessentiellementsurlespenteses

carpées etrocheusesduversantNord(Figure22,a).D'après Quézel,(1956),iloccupeseulement300

hectares ; une donnée ancienne qui reste à actualiser. C'est une espèce menacée de disparition

selon l'UICN (Red List, 2011).

Figure22:Vued’unepartiedupeuplementnaturel d’AbiesnumidicadumontTababort

surpentesescarpéesetpierreuses(a)Détailambianceforestière(b)(Créditsphotos:Adjaoud

Abdenour,2011).
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VI.2.5. Utilisationsenmédecinetraditionnelle

Les cônes du sapin de Numidie sont utilisés en médecine traditionnelle contre le rhume,

les douleurs abdominales, les maladies respiratoires et les maladies vasculaires tandis que

d'autres parties de la plante sont utilisées dans diverses préparations, notamment les huiles de

térébenthine médicinales et l'extraction de goudron. La gomme de sapin est utilisée comme

antiscorbutique et antiseptique, ou pour le traitement des plaies et l'apaisement des brûlures

(Illoul-Hachi, 2016). Jusqu'à présent, aucune étude ethnobotanique n'a été entreprise pour

clarifierlesutilisationstraditionnellesd'A.numidica,dumoinsautourdesonairederépartition.

VI.2.6. Donnéesphytochimiquesetpharmacologiques

Plusieursétudesontrévélélespotentielsthérapeutiquesdeshuilesessentiellesissuesdes

espèces d'Abies. Cependant, peu d'études ont été publiées sur A. numidica. Certaines études

Sur l'espèce ont traité surtout les aspects phytosociologiques, écophysiologiques et de

conservation (Kolai, 1990 ; Fady, 2007 ; Bennadja & Tlili-Ait Kaki, 2012 ; Illoul-Hachi

etal., 2015). Néanmoins, une première littérature s'est développée sur les profils

phytochimiques, antioxydants et antimicrobiens (Tlili-Ait Kaki et al., 2013 ; Ghadbane et

al.,2012;Ramdanietal.,2014;Belhadj-Mostefaetal.,2017;Benouchenneetal.,2021).
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Motivations

Dans le cadre de la conservation et de la valorisation des ressources naturelles, nous nous

sommesintéresséàexplorerlescoproduitsvégétauxdedeuxespècesdePinacées,actuellement

confrontées à des menaces environnementales et anthropiques critiques. Les incendies, les

attaquesparasitairesetlesproblèmesderégénération,conjuguésauximpactshumainstelsque le

surpâturage et les coupes de bois, mettent en péril ces arbres emblématiques et leurs

écosystèmes. Face à cette situation, nous avons choisi d’explorer le potentiel des extractibles

végétaux, en particulier les huiles essentielles, comme moyen de préservation de ces espèces

menacées.

Notre recherche vise à démontrer comment l’exploitation durable des huiles essentielles

peutcontribueràlaprotectionetàlapréservationdecesarbres,toutenoffrantdesalternatives

économiques viables pour les communautés locales. En mettant en lumière les propriétés

bénéfiques et les applications potentielles de ces huiles, nous espérons renforcer les stratégies

de conservation de ces habitats naturels et de leurs précieuses ressources. L’approche adoptée

dans notre travail consiste à établir une méthode rigoureuse pour l’extraction et l’analyse des

huiles essentielles, permettant ainsi d’évaluer leur composition chimique et leurs propriétés

intrinsèques.

Enadoptantdestechniquesd’extractionrespectueusesdel’environnementetenanalysant

minutieusement les composants actifs des huiles essentielles, nous visons à fournir une base

scientifique solide pour l’utilisation de ces coproduits végétaux. Cela pourrait non seulement

contribuer à la sauvegarde de ces Pinacées menacées, mais aussi ouvrir la voie à de nouvelles

opportunités économiques pour les communautés dépendantes de ces forêts.

Notre section «Matériels et Méthodes» détaille les procédures expérimentales adoptées,

garantissant la reproductibilité et la fiabilité des résultats obtenus.
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Matérielvégétaldel’étudedeshuilesessentielles

Lespartiesaériennes(aiguilles,branchesetcônes)dePinusnigraetd'Abiesnumidicaont

étécollectéesentrejuin2009etseptembre2011(Tableau3)auniveaudelazoneintégralede

laforêtdeTigounatineduParcNationalduDjurdjurapourlapremièreespècecitéeetauniveau de la

forêt de Djebel Tababort pour la seconde.

Tableau3:Caractérisationdessitesderécolte:Coordonnéesgéographiquesetdatesde

récolte des parties végétales des espèces étudiées

Famille Espèces
Parties

utilisées
Provenance Coordonnéesgéographiques

Datede

récolte

Pi
na

ce
ae

Pinusnigra

ssp.

mauretanic

a

Rameaux
Réserve

intégraledu

PND

(peuplement

naturel)

altitude1521m,

latitude36°27'09"N,

longitude004°06'26"E

Juin 2009
Feuilles

(en

aiguilles)

Cones

(matures)
Juin 2011

Abies

numidica

Rameaux

Mont

Tababourt

(peuplement

naturel)

altitude1420m,

latitude36°32'52.17"N,

longitude5°27'10.74"E

Septembre

2011

Feuilles

(en

aiguilles)

Cones

(matures)

Après la collecte, dans un premier temps, les aiguilles ont été enlevées et séparées des

branches. Dans un second temps, séparément, toutes les parties végétales obtenues sont mises

àsécher,àl'ombreàlatempératureambiante,dansunechambreaérée.Coupéesgrossièrement pour

l’opération d’extraction des HEs

Matériels&Méthodes

81

Matériels&Méthodes

Matérielvégétaldel’étudedeshuilesessentielles

Lespartiesaériennes(aiguilles,branchesetcônes)dePinusnigraetd'Abiesnumidicaont

étécollectéesentrejuin2009etseptembre2011(Tableau3)auniveaudelazoneintégralede

laforêtdeTigounatineduParcNationalduDjurdjurapourlapremièreespècecitéeetauniveau de la

forêt de Djebel Tababort pour la seconde.

Tableau3:Caractérisationdessitesderécolte:Coordonnéesgéographiquesetdatesde

récolte des parties végétales des espèces étudiées

Famille Espèces
Parties

utilisées
Provenance Coordonnéesgéographiques

Datede

récolte

Pi
na

ce
ae

Pinusnigra

ssp.

mauretanic

a

Rameaux
Réserve

intégraledu

PND

(peuplement

naturel)

altitude1521m,

latitude36°27'09"N,

longitude004°06'26"E

Juin 2009
Feuilles

(en

aiguilles)

Cones

(matures)
Juin 2011

Abies

numidica

Rameaux

Mont

Tababourt

(peuplement

naturel)

altitude1420m,

latitude36°32'52.17"N,

longitude5°27'10.74"E

Septembre

2011

Feuilles

(en

aiguilles)

Cones

(matures)

Après la collecte, dans un premier temps, les aiguilles ont été enlevées et séparées des

branches. Dans un second temps, séparément, toutes les parties végétales obtenues sont mises

àsécher,àl'ombreàlatempératureambiante,dansunechambreaérée.Coupéesgrossièrement pour

l’opération d’extraction des HEs

Matériels&Méthodes

81

Matériels&Méthodes

Matérielvégétaldel’étudedeshuilesessentielles

Lespartiesaériennes(aiguilles,branchesetcônes)dePinusnigraetd'Abiesnumidicaont

étécollectéesentrejuin2009etseptembre2011(Tableau3)auniveaudelazoneintégralede

laforêtdeTigounatineduParcNationalduDjurdjurapourlapremièreespècecitéeetauniveau de la

forêt de Djebel Tababort pour la seconde.

Tableau3:Caractérisationdessitesderécolte:Coordonnéesgéographiquesetdatesde

récolte des parties végétales des espèces étudiées

Famille Espèces
Parties

utilisées
Provenance Coordonnéesgéographiques

Datede

récolte

Pi
na

ce
ae

Pinusnigra

ssp.

mauretanic

a

Rameaux
Réserve

intégraledu

PND

(peuplement

naturel)

altitude1521m,

latitude36°27'09"N,

longitude004°06'26"E

Juin 2009
Feuilles

(en

aiguilles)

Cones

(matures)
Juin 2011

Abies

numidica

Rameaux

Mont

Tababourt

(peuplement

naturel)

altitude1420m,

latitude36°32'52.17"N,

longitude5°27'10.74"E

Septembre

2011

Feuilles

(en

aiguilles)

Cones

(matures)

Après la collecte, dans un premier temps, les aiguilles ont été enlevées et séparées des

branches. Dans un second temps, séparément, toutes les parties végétales obtenues sont mises

àsécher,àl'ombreàlatempératureambiante,dansunechambreaérée.Coupéesgrossièrement pour

l’opération d’extraction des HEs



Matériels&Méthodes

82

Extractiondeshuiles essentielles

En plus de l’hydrodistillation, seuls les aiguilles et les branches de P. nigra ont été aussi

servis pour l’extraction de composés volatiles par la SPME.

I.2.1. Extractionparhydrodistillation(HD)

Une hydrodistillation (Figure 23) est assurée grâce à un appareil de type Clevenger, où

300gdematièrevégétalesontintroduitesavecquantitésuffisanted’eaudistilléedansunballon de 2

L. Après installation et fermeture du montage, la mise en marche du chauffe ballon est

effectuée avec un réglage optimum du chauffage pour permettre une stabilité de l’extraction à

une vitesse constante et bien maîtrisée.

La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La durée totale de

l’extraction est estimée à 3 h (jusqu’à ce qu'on obtienne plus d’HE). L’huile essentielle se

distinguedel’hydrolat(eauaromatique)parsadifférencededensitéetdecouleur.Onlasépare de

celui-ci par décantation. Elle est ensuiteséchée par du sulfate de sodiumanhydre (Na2SO4)

puis récupérée et conservée dans des flacons de couleur brune, hermétiquement fermés et

stockés dans un endroit frais (4°C) à l’abri de la lumière.

Figure23:Dessinschématiqued’hydrodistillateurdetypeClevenger.
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I.2.2. MicroextractionenPhaseSolide(SPME)

Lesvolatilesémisontétééchantillonnésaumoyend'unemicro-extractionenphasesolide

(SPME) en utilisant une fibre SPME (Supelco) recouverte de polydiméthylsiloxane (PDMS,

100 mm). Après un temps d'équilibrage (20 min), la fibre a été exposée à l'espace de tête

pendant 5 secondes (temps de saturation) à 75 °C en utilisant environ 5 g de matrice végétale

dansunballonconiquede50ml.Unefoisl'échantillonnageterminé(Figure24),lafibreaété retirée de

l'aiguille et transférée au port d'injection du système de chromatographie en phase gazeuse-

spectrométrie de masse à impact électronique (GC-EIMS).

Figure24:ReprésentationschématiquedelaSPME.A:extractiondesanalytes.B: désorption

thermique et analyse en GC-MS (Adapté de Kanan, 2012).

Calculderendementenhuile essentielle

Le rendement en huile essentielle (Rdt(HEs)) est le rapport entre le poids de l’huile (PHE)

extraiteetlepoidsdelaplantesèche(Pplante),utilisépourl’extraction.Danslecasoùonutilise un

matérielvégétal frais,onrapportele rendement à celui dumatériel secen tenant compte de sa

teneur en eau.

Lerendementestexpriméenpourcentage(%),calculéselonlaformuleci-dessous:

( ) = ×
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Caractérisationphysico-chimiquedeshuilesessentielles

I.4.1. Déterminationdeladensitérelative(AFNORNF-T75-111)

Ladensitérelativeestlerapportdelamassed’uncertainvolumed’huileessentielleà20°C

àlamassed’unégalvolumed’eaudistilléeàlamêmetempérature.Cettegrandeurestmesurée à l’aide

d’un pycnomètre.

Le pycnomètre parfaitement propre et sec est pesé. Ensuite, il est rempli avec de l’eau

distillée. L’ensemble est pesé et le poids est noté. La manipulation est ensuite répétée en

remplaçant l’eau par l’huile essentielle.

Entrechaquemesure,lepycnomètreestrincéavecl’alcoolpuisséchéàl’étuve. La

densité est donnée par la relation :

= (m1-m0) /(m2- m0)

Où

:densitérelativeà20°C

m0:massedupycnomètrevide(g)

m1:massedupycnomètreremplid’eau(g)

m2:massedupycnomètreremplid’huileessentielle(g)

I.4.2. Déterminationdel’indicederéfraction(AFNORNF-T75-112)

L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de l’angle d’incidence et le sinus de

l’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminé passant de l’air à

l’huile essentielle maintenue à une température constante. La détermination de l’indice de

réfraction peut servir aux deux fins suivantes :

 Contrôlersapureté;

 Déterminer lacompositiond’un mélange.Sideuxliquidessontmiscibles,ilexisteune

relationlinéaireentrel’indicederéfractiondeleurmélangeetsacompositionexprimée en

fraction molaire.

L’échantillonestmisaucontactdel’unedesfacesd’unprismedontl’indicederéfraction

estsupérieuràceluidel’échantillon.Letoutestilluminéparunensemblederayonslumineux

rasantlasurfacedecontact.Unefoisréfractés,cesrayonsdélimitentunezoneclaireetune zone
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sombredontlalimiteaunepositionangulairequiestfonctiondel’indicederéfractiondel’huile

essentielle.

L’indice de réfraction à 20°C, notée ŋtdest mesurée à l’aide d’un réfractomètre d’ABBE

de type à angle de réfraction. Avant de procéder à la mesure, l’appareil est d’abord étalonné

avec de l’eau distillée. Pour cela, quelques gouttes d’eau sont déposées sur le prisme puis

laissées pendant 5 min, le temps que sa température s’équilibre avec celle de l’appareil et du

laboratoire. L’indice de réfraction est alors lu sur le réfractomètre.

Notons que la température de la salle au moment de la mesure (25°C) est notée et avant

chaque mesure, il est nécessaire de vérifier qu’elle ne varie pas. Après l’étalonnage, le même

procédé est répété sur l’échantillon. Trois mesures sont effectuées et c’est la moyenne des

valeurs obtenues qui constituera le résultat. Entre les mesures, le prisme est essuyé avec du

coton, rincé à l’éthanol et l’eau distillée puis séché avec du papier filtre.

Laformulesuivantepermetdecalculerl’indicederéfractionà20°C :

ŋdt=ŋt'd+0,0004(t’-t).

Où:

ŋdt:indicederéfractionà20°C;

t’:températuredelasalleaumomentdelamesure(°C);

t:températurederéférence(20°C);

ŋt'd:valeurdel’indicederéfractionmesuréeàlatempératuret’.

Il est à noter que l’indice de réfraction des huiles essentielles varie de 0,0004 par degré

autour de 20°C.

I.4.3. Indiced’acide

L’indice d’acide, noté Ia, indique la quantité d’acides libres dans une huile. Il est défini

comme la masse d’hydroxyde de potassium, exprimée en mg, nécessaire pour neutraliser les

acides libres dans 1,0 g d’huile essentielle selon la réaction :

RCOOH+KOH RCOOK+H2O(Réactionàtempératureambiante).
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Lecalculdel’indiced’acideIAest calculéàpartirdelarelationsuivante := . × ×
Où:

V:volumeenmldeKOHnécessairepourletitragedel’huileessentielle;

NKOH:normalitéd’hydroxydedepotassiumKOHsoit0,05N;

m:masseengrammedel’huileessentielledel’eucalyptusàtitrersoit1g56,1:massemolaire du KOH.

I.4.4. Indicedeperoxyde

L’indicedeperoxydeIpestlenombrequiexprime,enmilliéquivalentsd’oxygèneactif,la

quantité de peroxyde contenue, dans 1000 g de substance selon la méthode décrite ci-après :

La prise d’essai m en (g) d’HE est dissoute dans le chloroforme en présence d’acide

acétique. On ajoute successivement de l’iodure de potassium et l’eau. L’iode obtenu par

oxydation est dosé par une solution titrée de thiosulfate de sodium 0.01 M (n1 ml versé) en

présence d’empois d’amidon. Un témoin est réalisé dans les mêmes conditions (sans HE).

Laformuleci-aprèspermet decalculerl’IP:

=( − )××
Analysedeshuiles essentielles

Notons ici que les analyses des HEs d’A. numidica et cônes de P. nigra ont été effectuées

à l’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem doté de deux injecteurs automatiques

etdedeuxcolonnescapillaires(50mx0,22mmd.i;épaisseurdufilm:0,25µm),polaire(BP- 20,

polyéthylène glycol) et apolaire (BP-1, diméthylpolysiloxane) et couplé à un détecteur de

massePerkinElmerTurboMass(ClarusSQ8S).Préalablement,ceshuilesontétéanalyséespar 13C-

RMNsansséparation.Enrevanche,leshuilesdesaiguillesetdesbranchesdeP.nigraont été analysé

par un chromatographe en phase gazeuse Varian CP-3800 équipé d'une colonne capillaire

DB-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 mm d'épaisseur de revêtement) et d'un détecteur de masse à

piège à ions Varian Saturn 2000.

Dans les paragraphes qui suivent nous décrivons les outils utilisés dans la séparation et

l’identification des molécules contenues dans les différentes HEs extraites.

Matériels&Méthodes

86

Lecalculdel’indiced’acideIAest calculéàpartirdelarelationsuivante := . × ×
Où:

V:volumeenmldeKOHnécessairepourletitragedel’huileessentielle;

NKOH:normalitéd’hydroxydedepotassiumKOHsoit0,05N;

m:masseengrammedel’huileessentielledel’eucalyptusàtitrersoit1g56,1:massemolaire du KOH.

I.4.4. Indicedeperoxyde

L’indicedeperoxydeIpestlenombrequiexprime,enmilliéquivalentsd’oxygèneactif,la

quantité de peroxyde contenue, dans 1000 g de substance selon la méthode décrite ci-après :

La prise d’essai m en (g) d’HE est dissoute dans le chloroforme en présence d’acide

acétique. On ajoute successivement de l’iodure de potassium et l’eau. L’iode obtenu par

oxydation est dosé par une solution titrée de thiosulfate de sodium 0.01 M (n1 ml versé) en

présence d’empois d’amidon. Un témoin est réalisé dans les mêmes conditions (sans HE).

Laformuleci-aprèspermet decalculerl’IP:

=( − )××
Analysedeshuiles essentielles

Notons ici que les analyses des HEs d’A. numidica et cônes de P. nigra ont été effectuées

à l’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem doté de deux injecteurs automatiques

etdedeuxcolonnescapillaires(50mx0,22mmd.i;épaisseurdufilm:0,25µm),polaire(BP- 20,

polyéthylène glycol) et apolaire (BP-1, diméthylpolysiloxane) et couplé à un détecteur de

massePerkinElmerTurboMass(ClarusSQ8S).Préalablement,ceshuilesontétéanalyséespar 13C-

RMNsansséparation.Enrevanche,leshuilesdesaiguillesetdesbranchesdeP.nigraont été analysé

par un chromatographe en phase gazeuse Varian CP-3800 équipé d'une colonne capillaire

DB-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 mm d'épaisseur de revêtement) et d'un détecteur de masse à

piège à ions Varian Saturn 2000.

Dans les paragraphes qui suivent nous décrivons les outils utilisés dans la séparation et

l’identification des molécules contenues dans les différentes HEs extraites.

Matériels&Méthodes

86

Lecalculdel’indiced’acideIAest calculéàpartirdelarelationsuivante := . × ×
Où:

V:volumeenmldeKOHnécessairepourletitragedel’huileessentielle;

NKOH:normalitéd’hydroxydedepotassiumKOHsoit0,05N;

m:masseengrammedel’huileessentielledel’eucalyptusàtitrersoit1g56,1:massemolaire du KOH.

I.4.4. Indicedeperoxyde

L’indicedeperoxydeIpestlenombrequiexprime,enmilliéquivalentsd’oxygèneactif,la

quantité de peroxyde contenue, dans 1000 g de substance selon la méthode décrite ci-après :

La prise d’essai m en (g) d’HE est dissoute dans le chloroforme en présence d’acide

acétique. On ajoute successivement de l’iodure de potassium et l’eau. L’iode obtenu par

oxydation est dosé par une solution titrée de thiosulfate de sodium 0.01 M (n1 ml versé) en

présence d’empois d’amidon. Un témoin est réalisé dans les mêmes conditions (sans HE).

Laformuleci-aprèspermet decalculerl’IP:

=( − )××
Analysedeshuiles essentielles

Notons ici que les analyses des HEs d’A. numidica et cônes de P. nigra ont été effectuées

à l’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem doté de deux injecteurs automatiques

etdedeuxcolonnescapillaires(50mx0,22mmd.i;épaisseurdufilm:0,25µm),polaire(BP- 20,

polyéthylène glycol) et apolaire (BP-1, diméthylpolysiloxane) et couplé à un détecteur de

massePerkinElmerTurboMass(ClarusSQ8S).Préalablement,ceshuilesontétéanalyséespar 13C-

RMNsansséparation.Enrevanche,leshuilesdesaiguillesetdesbranchesdeP.nigraont été analysé

par un chromatographe en phase gazeuse Varian CP-3800 équipé d'une colonne capillaire

DB-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 mm d'épaisseur de revêtement) et d'un détecteur de masse à

piège à ions Varian Saturn 2000.

Dans les paragraphes qui suivent nous décrivons les outils utilisés dans la séparation et

l’identification des molécules contenues dans les différentes HEs extraites.



Matériels&Méthodes

87

I.5.1. CasdesHEsA.numidicaetcônesdeP.nigra

I.5.1.1. Chromatographieenphasegazeuse-détecteuràionisationdeflamme(GC-

FID)

LesanalysesGContétéeffectuéessurunchromatographeenphasegazeuseClarus500de Perkin

Elmer équipé d'un détecteur à ionisation de flamme (FID) et de 2 colonnes capillaires en gel

de silice fondu : BP-1 (polydiméthylsiloxane, 50 m x 0,22 mm i.d., épaisseur du film : 0,25

µm) et BP-20 (polyéthylène glycol, 50 m x 0,22 mm i.d.). La température du four a été

programmée de 60 à 220 °C à une vitesse de 2 °C/min, puis maintenue isotherme pendant 20

minutesà220°C,avecunetempératured'injecteurde250°C,unetempératurededétecteurde 250 °C,

un gaz vecteur : l'hydrogène (0,8 ml/min), et un rapport de division de 1/60. Les

proportionsrelatives desconstituantsde l'huile ont été exprimées en pourcentages obtenus par

normalisation de la surface des pics, sans utiliser de facteurs de correction. Les IR ont été

déterminés par rapport aux temps de rétention d'une série de n-alcanes avec interpolation

linéaire (logiciel "Target Compounds", Perkin Elmer).

I.5.1.2. Chromatographieenphasegazeuse-spectrométriedemasse(GC-MS)

Les HEs ontétéanalysésà l'aide d'un détecteur TurboMass(quadripôle) de PerkinElmer,

directement couplé à un Autosystem XL de Perkin Elmer, équipé d'une colonne capillaire en

geldesilicefondue(BP-1polydiméthylsiloxane,50m,0,22mmid,épaisseurdufilm0,25µm). Gaz

vecteur : hélium (à 1,0 ml/min) ; rapport de division, 1/80 ; volume d'injection, 0,2 µl ;

température de l'injecteur, 250 °C ; température du four programmée de 60 à 230 °C à une

vitesse de 2 °C/min, puis maintenue isotherme pendant 20 minutes à 220 °C ; température de

la source d'ions de 250 °C ; énergie d'ionisation de 70 eV.

I.5.1.3. Résonancemagnétiquenucléaire (RMN)

Les spectres 13C-RMN ont été enregistrés sur un spectromètre à transformée de Fourier

Bruker AVANCE 400 fonctionnant à 100,63 MHz pour le 13C, équipé d'une sonde de 5 mm,

dans le CDCl3, tous les déplacements étant référencés par rapport à l'étalon interne TMS. Les

paramètres suivants ont été utilisés : largeur d'impulsion = 4 μs (angle de bascule 45°) ; temps

d'acquisition = 2,7 s pour une table de données de 128 K avec une largeur spectrale de 25000

Hz(250ppm);découplageenmodeCPD;résolutionnumérique=0,183Hz/pt.Lenombrede scans

accumulés était de 3000 pour chaque échantillon (40 mg d'huile essentielle dans 0,5 mL de

CDCl3).
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I.5.1.4. Identificationdescomposants individuels

L'identification des différents composants a été réalisée par : (i) comparaison de leurs

indices de rétention GC (RI) sur des colonnes polaires et non polaires avec ceux de composés

deréférencecompilésdansunebibliothèqueconstruiteenlaboratoireetavecdesdonnéesdela

littérature (Konig et al., 2001) ; ii) comparaison par ordinateur avec des bibliothèques

commerciales de spectres de masse (NIST, 1999; Konig et al., 2001; Adams, 2007) ; iii)

comparaison des signaux dans les spectres 13C-RMN des échantillons avec ceux des spectres

de référence compilés dans la bibliothèque spectrale du laboratoire, à l'aide d'un logiciel

construit en laboratoire (Tomi et al., 1995 ; Tomi & Casanova, 2006 ; Bazzali et al., 2016).

I.5.2. CasdesHEsdesaiguillesetdesbranchesdeP.nigra

I.5.2.1. AnalyseHS-SPME

Les volatiles émis ont été échantillonnés par micro-extraction en phase solide (SPME) à

l'aide d'une fibre SPME (Supelco) recouverte de polydiméthylsiloxane (PDMS, 100 mm).

Après un temps d'équilibrage (20 min), la fibre a été exposée à l'espace de tête pendant 5

secondes(tempsdesaturation)à75Cenutilisantenviron5gdematricevégétaledansunballon

conique de 50 mL. Une fois l'échantillonnage terminé, la fibre a été retirée de l'aiguille et

transférée au port d'injection du système de chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie

de masse à impact électronique (GC-EIMS).

I.5.2.2. AnalyseGC-EIMS

LesanalysesGC-EIMSontétéréaliséesavecunchromatographeenphasegazeuseVarian CP-

3800 équipé d'une colonne capillaire DB-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 mm d'épaisseur de

revêtement) et d'un détecteur de masse à piège à ions Varian Saturn 2000. Les analyses GC-

EIMS ont été effectuées dans les conditions suivantes pour tous les étalons : température de

l'injecteur 220 C ; ligne de transfert 240 C ; plage de température du four 60-240 (3 C/min) ;

gaz vecteur hélium à 1 ml/min ; injection de 0,2 ml (solution de n-hexane à 10 %) et splitratio

1:30 ; spectres de masse dans la plage 35-400 m/z (1 scan/s). L'identification des composés

chimiques a été basée sur la comparaison des valeurs des temps de rétention avec celles

d'étalonsauthentiques,ouencomparantleursindicesderétentionlinéairesparrapportàlasérie

homologueden-alcanes;composéschimiquesrassemblésparAdams(Adams,1995);données des

bibliothèques MS (NIST 98) ; spectres de masse de la bibliothèque interne construits à

partirdesubstancespuresSwigar&Silverstein,(1981)oudonnéesrapportéesdansla
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littérature (Stenhagen et al., 1974 ; Jennings & Shibamoto, 1980 ; Davies, 1990 ; Adams,

1995).

Activitébiologiques

Évaluationdel’activitéantioxydantedeshuiles essentielles

II.1.1. ActivitéscavengerduradicalDPPH●

Ce test mesure l'activité de piégeage du radical libre stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl

(DPPH) en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogène dans les échantillons d'huile.

Brièvement,20mldechaquedilutiond'HE(1-100mg/mL)oudestandards(-tocophérol et

composés purs d'HEutiliséscomme contrôlespositifs) ontété ajoutésà180 µLde solution

éthanolique de 100 mM DPPH dans une microplaque à 96 puits.

Lemélangeaétéincubéà37Cpendant30minetl'absorbanceaétémesuréeà515nmpar rapport au

blanc d'éthanol (Rangkadilok et al., 2007).

Le pourcentage de capacité d'inhibition du radical libre DPPH a été calculé à partir de la

formule ci-dessous : % ′ = − é
Où:

Acontroleestl'absorbancedelaréactionducontrôle(contenantlasolutiondeDPPHet

l'éthanol) etAéchantillonest l'absorbance en présence de l'extrait végétal (HE et standards).

Les résultats ont été exprimés par la CI50, qui représente la concentration requise pour

piéger 50 % du DPPH, calculée à partir du graphique représentant le pourcentage d'inhibition

en fonction des concentrations d'HE.

II.1.2. ActivitédepiégeageduradicalABTS●+

Le radical cationique ABTS (couleur bleu-vert) est formé par la perte d'un électron par

l'atomed'azote.Enprésenced'unantioxydant,l'atomed'azoteneutralisel'atomed'hydrogèneet donc
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été ajoutés. L'absorbance a été mesurée 6 min après l'incubation à l'obscurité et à température

ambiante, contre un blanc d'éthanol. Le témoin contenant une solution d'ABTS et de l'éthanol

a été préparé dans les mêmes conditions.

L'effetdepiégeageaétécalculéparl'équationsuivante:

% ′ = − é
Où: Acontroleest l'absorbance du contrôle et Aéchantillonest l'absorbance des HEs ou des

standards.

LesrésultatssontexprimésparlaCI50,quireprésentelaconcentrationrequisepourpiéger 50 %

de l'ABTS, calculée de la même manière que celle décrite pour le test du radical DPPH.

II.1.3. Essaideblanchissementde-carotène

Ce test est basé sur l'oxydation du -carotène par des radicaux libres, principalement des

diènes conjugués provenant d'hydroperoxydes issus de l'oxydation de l'acide linoléique

(Ghazian et al., 2016). L'émulsion a été préparée en mélangeant 40 mg d'acide linoléique et

400 mg de Tween 20 dans 3 ml de solution de -carotène (5 mg/ 50 ml de chloroforme). Le

chloroformeaétécomplètementévaporéet100mLd'eaudistilléeoxygénéeontétéajoutésau

mélange sec et agité de façon vigoureuse. À 100 ml d'Hes ou d'-tocophérol (1-5 mg/mL), on

a ajouté 3 ml de l'émulsion fraîche obtenue. L'absorbance à 470 et 700nm a été lue

immédiatement et après 60 min d'incubation à 50 °C (Lim & Quah, 2007). Le contrôle

(contenanttouslesréactifssansl'échantillontesté)aétépréparédanslesmêmesconditions.Le taux de

dégradation du -carotène (DR) a été calculé par la formule suivante := −
Où:

A0minestl'absorbanceinitialeautemps0minuteset A60minestl'absorbanceà60minutes.

L'activitéantioxydante(%AA)aétécalculéeparlaformulesuivante:

%= − é
LesrésultatssontexprimésparlaCI50,quireprésentelaconcentrationnécessairepour obtenir 50 % du

taux de dégradation du -carotène.
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II.1.4. Pouvoirréducteurauferricyanuredepotassium

Dans cette méthode, le principe est que l'antioxydant (HEs dans nos expérimentations)

réagit avec le ferricyanure de potassium pour former du ferrocyanure de potassium qui réagit

ensuite avec le trichlorure de fer pour donner un complexe de couleur bleue avec une

absorbance maximale à 700 nm (Pisoschi & Negulescu, 2011).

1mLd'HEoud'-tocophérolaétémélangéàuntampondephosphatedesodium(2,5mL, 0,2 M,

pH 6,6) et 2,5 mL d'une solution à 1 % de K3Fe(CN)6. Après une incubation à 50 °C

pendant20min,2,5mld'acidetrichloracétiqueà10%ontétéajoutésaumélangeetcentrifugés à 3000g

pendant 10 min. 2,5 ml de surnageant ont été mélangés avec 2,5 ml d'eau distillée et

0,5mldeFeCl3à0,1%.L'absorbanceaétémesuréeà700nm.L'augmentationdel'absorbance du

mélange indique une augmentation du pouvoir réducteur (Liu & Yao, 2007).

II.1.5. Activitéantioxydantetotale(Testauphosphomolybdate)

L'évaluation de l'activité antioxydante totale des HEs a été évaluée par la méthode du

phosphomolybdène qui est basée sur la réduction de Mo (VI) en Mo (V) (Prieto et al., 1999).

400 µL d'HE ont été ajoutés à 4 ml de solution réactive (acide sulfurique 0,6 M, phosphate de

sodium28mMetmolybdated'ammonium4mM).Lemélangeréactionnelaétéincubéà95°C

pendant90minutes.L'absorbancedelasolutionaétémesuréeà695nmparrapportàunblanc

(400mLd'éthanolet4mLdelasolutionderéactif).Lacapacitéantioxydanteaétéexpriméeen

équivalent d'acide ascorbique (mg AAE g-1 d'HE).

Évaluation de l’activité inhibitrice de l'acétylcholinestérase /

butyrylcholinestérase

Lesmesuresdel'activitéinhibitricedel'AChE/BChEontétéeffectuéesparletestd'Ellman

légèrementmodifié.Unemélangecontenant180µldetamponphosphate(0,1M,pH8),10µl

deDTNB(àuneconcentrationfinalede0,3mMpréparéedansuntamponphosphate0,1MpH

7avecdubicarbonatedesodium0,12Majoutépourlastabilité),10µldesolutiond'échantillon

(dissoutedans80%d'EtOH),et10µldesolutiond'AChE/BChE(avecuneconcentrationfinale

de0,03U/ml).Lesréactifsontétémélangésdanslespuitsd'uneplaqueà96puitsetlaréaction a été

initiée par l'ajout de 10 µL d'iodure d'acétylthiocholine/butyrylthiocholine iodide

(ATChI/BTChI, pour atteindre une concentrationfinale de 0,5 mM). Comme contrôle négatif,

80%d'EtOHaétéutiliséàlaplacedelasolutiond'échantillon.L'hydrolysenonenzymatiquea

également été contrôlée par la mesure de deux blancs pour chaque série. En bref : dans le

premierblanc,l'AChE/BChE,respectivement,aétéremplacéparunequantitééquivalentede
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tampon et dans le second blanc, l'ATChI/BTChI, respectivement, a été remplacé par une

quantité équivalente de tampon.

Toutes les mesures spectrophotométriques ont été effectuées à 405 nm et à température

ambiantependantdespériodesde6minutesenutilisantlelecteurdemicroplaquesmultimodes

Synergy HTX S1LFA (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT). Les résultats sont exprimés

en pourcentage d'inhibition de l'activité enzymatique ou IC50 - dans la mesure du possible et

par rapport à la norme (tacrine) (Burčul, 2018).

Évaluationdel’activitéantibactériennedeshuilesessentielles

Trois souches de bactéries phytopathogènes nous ont été founrnis par le docteur Ladjouzi

Rachid, chercheur au laboratoire de recherche en Microbiologie Appliquée de l’université de

Bejaia. Il s’agit de :

Dickeyadadantii(3937),issuedel’UMRMicroorganismes,AdaptationetPathogénie (MAP)

-Université Claude Bernard, Lyon-France ;

Dickeya solani (99), provenant du Laboratoire de Protection végétale de Biotechnologie-

Université de Gdansk, Pologne ;

Pectobacteriumcarotovorumsp.carotovorum(88.22)issuesdelaCollectionFrançaisede Bactéries

Phytopathogénes (CFBP)-INRA de Rennes, France.

II.3.1. Préparationdesprécultures

Unesuspensionbactérienned’uneopacitéde0.5McFarland(108UFC/ml)estpréparéeà

partird’uneculturepureetjeune(âgéede18heures).Cetinoculumsertàensemencerlagélose

MuellerHintoncouléedansdesboitesdePétrisuruneépaisseurde4mm,lesboitessontensuite

séchées à l’étuve à 37 °C avant emploi.

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage (Rahal, 2005), il consiste àtremper un

écouvillonstériledanslasuspensionbactérienne,l’essoreràl’intérieurdutubepuislefrotterà trois

reprises sur toute la surface gélosée de façon à former des stries serrées, en tournant la boite à

environ 60° après chaque application pour obtenir une distribution homogène de l’inoculum.

Pour chaque souche testée, 8 boites de Pétri sont écouvillonnées, (2 boites pour chaque

dilution plus 2 boites pour les témoins positif et négatif).
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II.3.2. Méthodedediffusion

L’étude de l’activité antibactérienne est réalisée par le test de diffusion sur Agar. Des

disques de papier Wattman de 6 mm de diamètre ont été préparés, stérilisés puis déposés à la

surfacedesboitesensemencées.5µld’huileessentiellediluéedansduDMSOà1/2,1/5et1/10 (v/v)

sont déposés à la surface des disques.

Desdisquesd’antibiotiques(Gentamycine(10UI)sontutiliséscommetémoinspositifset 5 µl

de DMSO sont disposés sur les disques comme témoin négatifs. Les boites sont mises à4 °C
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souchesdechampignonsaétéeffectuéeàunetempératurede -20°CdansdestubesEppendorf

stérilisés,contenantchacun1mldeglycérol30%(30mLdeglycérolet70mLd’eau distillée).

Figure25:Aspectsmorphologiquesdesespècesfongiquesétudiées

II.4.2. Modeopératoiredel’essaidel’activitéantifongique

Leshuilesessentiellesontétéd’aborddiluéesdans1mld’unesolutiondetween20à0,1%

(0,1mldetweendans100mld’eaudistillé)préalablementautoclavées,àconcentrationunique

de4µL/mL.Ensuitelaconcentrationpréparéeaétéajoutéeà20mldePDAautoclavéetrefroidi

à50°C.PuislemélangeaétéversédansuneboitedePétri.Lasolutiondetweenapourrôlede rendre les

huiles essentielles solubles dans le milieu PDA. Ces tests antifongiques ont été

réalisésparrepiquageaucentredechaqueboitedePétrid’undisquedemycéliumde5mmde

diamètre,prélevésurl’extrémitédescoloniesdechaquechampignoncultivésurlemilieuPDA.

L’incubation a été faite pendant 7 jours à une température de 25°C à l’obscurité. Pour chaque

concentration de chacune des huiles essentielles et pour chaque champignon, trois répétitions

ont été effectuées (Grover et Moore, 1962 ; Cakir et al. 2004).

L’efficacitédechaquehuileessentielleaétédéterminéeàpartirdutauxd’inhibitioncalculé

parrapportaudiamètremoyendestémoins(lestémoinsconsistentendescoloniesencroissance sur

des milieux ne contenant pas d’huile essentielle) en utilisant la formule suivante :

′ (%)= − ×
Où:

T:valeurmoyennedecroissanceradialechezlestraitementstémoins. E :

valeur moyenne de croissance radiale chez les traitements essais. T-E

: zone d’inhibition (exprimée en millimètre).
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Évaluationdel’activitéinsecticidedeshuilesessentielles

II.5.1. Elevagedemassedesinsectes

Callosobruchus maculatus (F.) a été collecté sur une variété cultivée de niébé (Vigna

unguiculata(L.)Walp.)dansdesgreniersdestockagechezdespaysansdanscertaineslocalités de

Bejaia les coléoptères du niébé ont été élevés au laboratoire sur des graines de niébé saines

dans une étuve (Figure 26) réglée à 30 ± 1 °C, une photopériode (modification technique par

ajout d’une lampe) de 12 h et une humidité relative de 75 % (installation d’un hygromètre à

l’intérieure de l’enceinte). Des essais biologiques ont été réalisés sur des adultes non sexués.

Figure26:Elevagedemassedesbruchesaulaboratoire(étuverégléeà30°C).

II.5.2. ConduitedesessaisdetoxicitédesHEsaulaboratoire

Trois essais complémentaires sur l’efficacité insecticide des HEs dans la lutte contre les

ravageurs de denrées stockées ont été conduits dans des conditions de laboratoire. Il s’agit de

la toxicité par contact sur graines, de la fumigation (inhalation) et de la répulsion.

II.5.2.1. Toxicitéde contact

Cebioessai(Figure27)aétéréaliséselonlaméthodedécriteparTapondjouetal.,(2003) en

utilisant des groupes de vingt insectes adultes pour évaluer l'effet des HEs sur la mortalité des

bruches. Une quantité appropriée d'HE a été diluée dans de l'acétone pour obtenir chaque

solution d'essai. Une aliquote de 1 ml de la solution test contenant 2, 4, 8, 16 et 0 (contrôle)

ml/mLaétéverséesuruneboîtedePétri(9cmdediamètre)contenant40gdegrainesdeniébé stérilisées

(passage à 60 °C pendant 2 heures). Les boîtes de Pétri traitées ont été maintenues

dansunincubateurà30±1°Cet75%Hr(humiditérelative).Letauxdemortalitéaétévérifié

quotidiennementpendant4jours.4répétitionsontétémisesenplacepourchaqueconcentration

Matériels&Méthodes

95

Évaluationdel’activitéinsecticidedeshuilesessentielles

II.5.1. Elevagedemassedesinsectes

Callosobruchus maculatus (F.) a été collecté sur une variété cultivée de niébé (Vigna

unguiculata(L.)Walp.)dansdesgreniersdestockagechezdespaysansdanscertaineslocalités de

Bejaia les coléoptères du niébé ont été élevés au laboratoire sur des graines de niébé saines

dans une étuve (Figure 26) réglée à 30 ± 1 °C, une photopériode (modification technique par

ajout d’une lampe) de 12 h et une humidité relative de 75 % (installation d’un hygromètre à

l’intérieure de l’enceinte). Des essais biologiques ont été réalisés sur des adultes non sexués.

Figure26:Elevagedemassedesbruchesaulaboratoire(étuverégléeà30°C).

II.5.2. ConduitedesessaisdetoxicitédesHEsaulaboratoire

Trois essais complémentaires sur l’efficacité insecticide des HEs dans la lutte contre les

ravageurs de denrées stockées ont été conduits dans des conditions de laboratoire. Il s’agit de

la toxicité par contact sur graines, de la fumigation (inhalation) et de la répulsion.

II.5.2.1. Toxicitéde contact

Cebioessai(Figure27)aétéréaliséselonlaméthodedécriteparTapondjouetal.,(2003) en

utilisant des groupes de vingt insectes adultes pour évaluer l'effet des HEs sur la mortalité des

bruches. Une quantité appropriée d'HE a été diluée dans de l'acétone pour obtenir chaque

solution d'essai. Une aliquote de 1 ml de la solution test contenant 2, 4, 8, 16 et 0 (contrôle)

ml/mLaétéverséesuruneboîtedePétri(9cmdediamètre)contenant40gdegrainesdeniébé stérilisées

(passage à 60 °C pendant 2 heures). Les boîtes de Pétri traitées ont été maintenues

dansunincubateurà30±1°Cet75%Hr(humiditérelative).Letauxdemortalitéaétévérifié

quotidiennementpendant4jours.4répétitionsontétémisesenplacepourchaqueconcentration

Matériels&Méthodes

95

Évaluationdel’activitéinsecticidedeshuilesessentielles

II.5.1. Elevagedemassedesinsectes

Callosobruchus maculatus (F.) a été collecté sur une variété cultivée de niébé (Vigna

unguiculata(L.)Walp.)dansdesgreniersdestockagechezdespaysansdanscertaineslocalités de

Bejaia les coléoptères du niébé ont été élevés au laboratoire sur des graines de niébé saines

dans une étuve (Figure 26) réglée à 30 ± 1 °C, une photopériode (modification technique par

ajout d’une lampe) de 12 h et une humidité relative de 75 % (installation d’un hygromètre à

l’intérieure de l’enceinte). Des essais biologiques ont été réalisés sur des adultes non sexués.

Figure26:Elevagedemassedesbruchesaulaboratoire(étuverégléeà30°C).

II.5.2. ConduitedesessaisdetoxicitédesHEsaulaboratoire

Trois essais complémentaires sur l’efficacité insecticide des HEs dans la lutte contre les

ravageurs de denrées stockées ont été conduits dans des conditions de laboratoire. Il s’agit de

la toxicité par contact sur graines, de la fumigation (inhalation) et de la répulsion.

II.5.2.1. Toxicitéde contact

Cebioessai(Figure27)aétéréaliséselonlaméthodedécriteparTapondjouetal.,(2003) en

utilisant des groupes de vingt insectes adultes pour évaluer l'effet des HEs sur la mortalité des

bruches. Une quantité appropriée d'HE a été diluée dans de l'acétone pour obtenir chaque

solution d'essai. Une aliquote de 1 ml de la solution test contenant 2, 4, 8, 16 et 0 (contrôle)

ml/mLaétéverséesuruneboîtedePétri(9cmdediamètre)contenant40gdegrainesdeniébé stérilisées

(passage à 60 °C pendant 2 heures). Les boîtes de Pétri traitées ont été maintenues

dansunincubateurà30±1°Cet75%Hr(humiditérelative).Letauxdemortalitéaétévérifié

quotidiennementpendant4jours.4répétitionsontétémisesenplacepourchaqueconcentration



Matériels&Méthodes

96

d'HEetpourlecontrôle.L'activitéinsecticidedel'huileaétéexpriméeenpourcentagede mortalité

moyenne.

Figure27:Photographiedudispositifexpérimentaldelatoxicitépareffetcontactdes

HEssurgrainesdeniébé.

II.5.2.2. Testd’inhalation
AfindetesterlatoxicitédesHEsurlesadultesdeC.maculatus,20adultesontétéplacés dans des

bocaux en verre (Figure 28) de 200 mL. Les HEs ont été appliquées sur un morceau de coton

fixé sur la face inférieure du couvercle du bocal (Toudert-Taleb et al., 2014). Les doses d'HE

utilisées étaient de 2, 4,8, 16 et 0 (contrôle) mL/mL. Les bocaux en verreont été maintenus à

30 ± 1 C et 75% Hr.Les comptages de mortalité ont étéeffectués à 24, 48, 72 et 96 h après le

traitement. Quatre répétitions ont été utilisées pour chaque dose.

Figure28:PhotographiedudispositifexpérimentaldelatoxicitédesHEsparfumigation.
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II.5.2.3. Testderépulsionsurpapier filtre

Le pouvoir répulsif a été testé à l'aide du test de préférence de surface (Figure 29) décrit

par (McDonald et al., 1970). La méthode a été adaptée comme suit : Des disques de papier

filtre(WhatmanN°1,11cmdediamètre)ontétécoupésendeuxpartieségales.Unemoitiéde

disqueaététraitéeuniformémentavecdesaliquotesde0,5mldesolutionsd'HEsdansl'acétone à des

doses de 2, 4, 8 et 16 ml/mL. La seconde moitié du papier-filtre a été traitée avec de l'acétone

comme contrôle et tous les demi-disques ont été séchés à l'air pendant 15 minutes.

VingtadultesnonsexuésdeC.maculatusontétéintroduitsaumilieudechaqueboîtedePétri, qui a été

scellée avec du parafilm. Quatre répétitions ont été effectuées pour chacune des

concentrations testées. Après 1 heure, les bruches présentes sur les deux demi-filtres ont été

comptés. Les valeurs de répulsion en pourcentage (PR) ont été calculées comme suit :

(%)= − +
Où:

Ncest le nombre d'insectes sur le demi-papier filtre du contrôle négatif (avec 0,5 mL

d'acétone)etNtestceluidudemi-papiertraitéàl'opposé(avec0,5mLdesolutionsd'HEsdans de

l'acétone). La valeur de répulsion moyenne a été calculée et attribuée à des classes de

répulsion de 0 à V selon (McDonald et al., 1970) : classe 0 (PR = 0,1%), classe I (PR = 0,1-

20%), classe II (PR= 20,1- 40%), classe III (PR = 40,1- 60%), classe IV (PR = 60,1- 80%) et

classe V (PR = 80,1-100 %).

Figure29:Photographiedutestdepréférencedesurfaceutilisédansl’effetrépulsifdesHEs.
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II.5.3. Calculdesdescripteursnumériquesdetoxicité

La performance d’un agent biocide est mesurée par le taux de mortalité qu’il induit chez

l’espèceciblée.Toutefois,ledénombrementdesorganismesmortsaprèsuntraitementbiocide

nereflètepasnécessairementle nombreexactd’individusmortsparleproduitenquestion.En effet,

au sein de toute population exposée, une certaine mortalité naturelle s’ajoute à celle

provoquée par l’agent toxique. Afin de distinguer ces deux types de mortalité et d’obtenir un

pourcentage précis de l’efficacité du biocide, il est nécessaire d’appliquer la correction de la

mortalité selon la formule d’Abott ci-après :

(%)= − ×−
Où:

Mc(%):Pourcentagedemortalitécorrigée ;

M(%):Pourcentagedesmortsdanslapopulationtraitéeet,

Mt(%):Pourcentagedemortsdanslapopulationtémoin.

Les données obtenues à partir des bioessais dose-réponse (contact et fumigation) ont été

analyséesparleprogrammeprobitdel'USEPA,version1.5,afind'estimerlesvaleursdeDL50, DL95et

TL50des HEs.

Évaluationdel’activitéherbicidedeshuilesessentielles

Danslebutd’étudierl’activitéherbicidedeshuilesessentiellestestées,nousavons utilisés

4 plantes qui sont réparties comme suit (Figure 30):

 02 monocotylédones: Phalaris canariensis (Adventice et cultivé; famille botanique:

Poacées) et Triticum durum (cultivé ; famille botanique : Poacées).

 02dicotylédones:Sinapisarvensis(Adventice;famillebotanique:Brassicacées)et

Raphanussativus(semencecultivée;famillebotanique:Brassicacées).
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Figure30:Photographiedesgrainesdesadventicesetherbescultivées(A:Triticum durum, B

: Raphanus sativus, C : Sinapis arvensis, D : Phalaris canariensis)

II.6.1. Conduitedesessaisdephytotoxicité

Deuxstadesdedéveloppementdesplantesontétéexpérimentés:

II.6.1.1. Stadegerminatif

L’activitéherbicidedeshuilesessentiellesaétéétudiéeaustadegerminatif.Ceciestréalisé par la

méthode de contact direct (Tworkoski, 2002). Dans des boites de Pétri, 10 graines sont

misesàgerminationentredeuxpapiersfiltresenprésencede8mldesolutiond’huileessentielle dilué

dans l’eau avec le tween. Chaque essai a été répété trois fois, avec différentes

concentrationsd’huileessentielle.L’inhibitiondelagerminationaétédéterminéeenseréférant au

témoin dépourvu d’huile essentielle.

Letauxdegerminationestcalculéenseréférantàlaformulesuivante:

(%)= NombredegrainesgerméesparboiteNombretotaldegrainesmisesàgermerdanslaboite
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II.6.1.2. Stadeadulte

L’étudedelaphytotoxicitédesHEsaustadeadultesefaitparpulvérisationavecdifférentes

concentrations de l’essence diluée dans l’eau avec le Tween. Ainsi, les résultats sont obtenus

enseréférantàungroupetémoinn’ayantreçuquedel’eau.Pourcela,quelquesherbesontété

cultivéesdansdespotsremplisd’unmélangedesol,sableetterreux.Aprèsquatresemainesde

l’émergencedesgrainessemées,lapulvérisationesteffectuée.Cinqjoursaprèslapulvérisation, les

effets phytotoxiques de chaque huile essentielle à différentes doses ont été évalués par des

paramètres du stress oxydatif tels l’intégrité membranaire, la peroxydation lipidique,

productiondesespècesréactivesàl’oxygène,laproline,laperteeneauetladégradationet/ou l’arrêt

de la synthèse chlorophyllienne.

II.6.1.2.1 Intégrité membranaire

Selon Singh et al., (2003), ce paramètre donne plus d’informations sur la stabilité de la

membrane et la teneur relative en ions. Les feuilles des herbes cultivées ont été lavéesavec de

l’eau distillée et ont été placés dans des flacons fermés contenant 100 mL d’eau distillée et

incubéesà25°Cpendant2heures.Laconductivitéélectriquedelasolution(C1)aétémesurée

àl’aided’unconductimètreélectrique.Cettemesurepermetdedétecterlesfuitesd’ionscausées par le

traitement de l’HE par rapportaux ions totaux normalement présents dans l’échantillon. Les

échantillons ont été passés à l’autoclave à 120 °C pendant 20 minutes et la conductivité

électrique (C2obtenue après stabilisation à 25° C. Cette) a été mesure révèle le maximum de

fuites d’ions.

Lafuited’électrolytesestdéterminéeparlaformulesuivante:

é é (%)=
II.6.1.2.2 Peroxydationdes lipides

La peroxydation des lipides est un mécanisme en chaîne de dégradation des acides gras

membranairesconduisantàlaformationd’hydroperoxydes(ROOH)instables,responsablesde la

diminution de la fluidité membranaire en altérant son fonctionnement. Elle est estimée par

l’évolution de la teneur en malondialdéhyde (MDA), produit de la dégradation oxydative des

lipides et des acides gras insaturés, qui est déterminée selon la méthode décrite par Prasad et

al., (1995).



Matériels&Méthodes

101

Le mode opératoire consiste à broyer 100 mg du matériel végétal (feuilles des plantes), et

le diluer dans 4mL d’acide trichloracétique TCA (20 %). Cette procédure sert à assurer la

libération des radicaux libres présents dans l’échantillon. Ainsi, le réactif choisi permettra la

précipitationdecesradicauxlibérés.LeniveauduMDAserviracommeindicedeperoxydation

lipidique, et le résultat sera donc exprimé en nmol /g de MDA. Ensuite, prélever 2 mL de

l’extrait qui sera centrifugé à une vitesse de 10000 tr/min pendant 10 minutes à 4°C. Puis,

ajouter à 1ml du surnageant 4ml de l’acide thiobarbiturique TBA 0.5 % (ce réactif réagit avec

le MDA). Le mélange est finalement incubé à 95°C pendant 30 minutes suivi d’un

refroidissementrapidesurlaglace.L’absorbancedusurnageantseralueà532nm,etlateneur en MDA

est calculée par la formule suivante DO = ε.C.l (Loi de Beer Lambert) en utilisant le

coefficient d’extinction molaire du MDA (ε = 155 l. mmol-1. cm-1)

II.6.1.2.3 Productiondeperoxyded'hydrogène (H2O2)

H2O2est produit pendant le stress oxydatif. Sa teneur dans les feuilles traitées a été

déterminée selon le protocole décrit par Lins et al., (1996). Les feuilles traitées ont été

ramassées après 5 jours, extraites avec de l'acide trichloracétique (TCA, 5 ml, 0,1%) dans un

bain de glace, et l'homogénat a été centrifugé à 12 000 g pendant 15 minutes. 0,5 ml de

surnageantaensuiteétémélangéavec0,5mLdetamponphosphate(pH7)et1mLd'iodurede

potassium (1 M). L'absorbance de ce mélange réactionnel a été mesurée à 390 nm. La teneur

en H2O2a été déterminée en utilisant le coefficient d’extinction molaire ε = 0,28 µM -1cm-1 et

exprimée en nmol g-1.

II.6.1.2.4 Teneurenproline

Lateneurenprolineaété déterminéeselonlaméthodedeBates etal.(1973).

100mgdematérielvégétalbroyéontétédigérésdans3mld’acidesulfosalicylique(3%), pendant

30 minutes à 100 °C. Ensuite, une centrifugation à 2000 tr/min a été faite pendant 5 minutes à

25 °C. L’addition de l’acide sulfosalicylique assure l’hydrolyse totale de toutes les

fractionsdelafeuille.Puis,0.2mLdel’extraitaétéajoutéà0.4mLd’eaudistilléeet2mLd’un mélange

de réactifs composé de 30 mL d’acide acétique glacial, 20mL d’eau distillée et 0.5g de

ninhydrine (révélateur des acides aminés). Ce mélange a pour but d’attaquer les acides

aminéssusceptiblesd’êtreprésents,etderévélerainsi,laprésencedeproline.Leséchantillons ont été

bouillis pendant 1 heure, refroidis et extraits avec 6ml de toluène.

L’absorbancedelaphasedetoluènesefaità520nmetlateneurenprolineestcalculéeà partir

d’une courbe standard et exprimée en µg de proline/g MS.
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II.6.1.2.5 Synthèsechlorophyllienne(dosagedelachlorophylle totale)

50mgprélevésdesfeuillesdedifférentstraitements,sontbroyésdansdel’acétoneà80%.

L’extrait obtenu est centrifugé à 2500 g pendant 5 min. La DO (densité optique) de la totalité

du surnageant obtenus est mesurée à 646,8 nm et à 663,2 nm. Les concentrations en

chlorophylles totales exprimées en mg. g-1 MF (matière fraîche) sont données par la formule

suivante :

⟦ ⟧=( . × . + . × . )×
Où

V: Désignele volume de l’extrait total en litreset M la masse de la matière fraîche broyée en

grammes.

II.6.1.2.6 Teneureneau

La teneur en eau (TE) est déterminée pour les feuilles des mauvaises herbes après

pulvérisation des parties aériennes par les différentes concentrations d’huiles essentielles. Ce

paramètre est exprimé en fonction du poids frais (PF) et du poids sec (PS). Le poids sec est

déterminé après séchage des feuilles à 70 °C pendant 72 heures. Ensuite, la TE est calculée à

partir de l’équation de la formule suivante :

(%)= ( − ) ×
Analysestatistiquedes données

L'ensemble des résultats obtenus lors des expériences menées a été soumis à un examen

statistique d'analyse de variance (ANOVA) couvrant des modèles à un, deux et trois facteurs.

Les comparaisons des moyennes ont été effectuées en utilisant la technique de la plus petite

différencesignificative(LSD).Cesanalysesontétéréaliséesàl'aidedelogicielsdestatistiques,

notammentlesversionsXLstat2016(17.06),XLstat2022(4.1),SPSS(version27)etMinitab

(version21.2).
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EtudedeshuilesessentiellesextraitesdeP.nigraetd’A.numidica

Le rendement

L’hydrodistillation des différents organes de plantes étudiées a fourni des huiles

essentielles ayant des colorations variables allant du jaune claire au jaune-verdâtre avec de

fortesetpersistantesodeursdePinaceae.LesrendementsenHEssontillustréssurlaFigure31.
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(Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes ;P≤ 0.05)

Figure31:RendementenHEsdesdifférentespartiesdeP.nigraetd’A.numidica.

Les valeurs représentent la moyenne des rendements de trois extractions séparées par

organe végétal, exprimées en gramme d’huile essentielle par gramme de matériel végétal sec.

Par la suite, les rendements ont été soumis à une analyse de variance (ANOVA à un facteur)

avecunecomparaisondemoyennesparletestdeStudentNewman-Keuls(SNK)parlelogiciel SPSS

27 et les différences sont considérés significatives au seuil de p ≤ 0.05. Par conséquent, selon

les résultats obtenus, des différences statistiquement significatives ont été observées en

fonctiondesespècesetdel’organedelaplante.Lesrendementssontrépartisentroisgroupes:

Le premier groupe se compose des huiles essentielles obtenues à partir des aiguilles de P.

nigra et des branches d’A. numidica affichant des rendements d'environ 0,47 % et 0,45 %,

respectivement. Il s’agit des rendements les plus élevés pour ces deux espèces, avec une

différence non significative au seuil de 5% selon le test (SNK).
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Le second groupe, comparativement au précèdent, s’individualise par les rendements

légèrement faibles des HEs des aiguilles (0.36 %) et des cônes (0.39 %) d’A. numidica.

Le troisième groupe, se singularise par les organes produisant de faibles quantités

d’essence. Il s’agit de branches (0.23 %) et de cônes de P.nigra (0.21%).

D'aprèslesrésultatscitésdanslalittérature,ilestbienétabliquelesPinaceaesontconnus pour

contenir des huiles essentielles. En comparant séparément les rendements des huiles

essentielles obtenus au cours de notre étude avec ceux rapportés par d’autres chercheurs, nous

avons fait les constats suivants. Les résultats de la faible production quantitative des huiles

essentielles des deux espèces de Pinaceae étudiées sont du même ordre de grandeur que les

études rapportées par (Macchioni et al., 2003) sur les huiles essentielles de la partie aérienne

de P. nigra au centre de l’Italie. Ces auteurs ont montré que la teneur en huile essentielle de

cetteespèceestde0.23%pourlesaiguilles,de0,28%pourlesbranchesetde0,03%pourles cônes. Des

rendements similaires ont également été obtenus par Bonesi et al., (2010), sur les aiguilles de

Pinus nigrasubsp.nigra et de P. nigravar.calabrica, avec des teneurs de l’ordre de 0.3 et de

0.2 %, respectivement. A contrario, en Tunisie (Amri et al., 2017), les aiguilles de la sous

espèce laricio ont donné un rendement (0.66 %), beaucoup plus meilleur que celui enregistré

par la sous espèce mauretanicade la présente étude. Politeo et al., (2011b), en

étudiantlesaiguillesdeP.nigrasp.dalmatica,uneendémiquedesrégionscôtièresdelaCroatie,

ontobtenuunrendementélevéenHEsdel’ordrede0.77%.Demême,Dogan&Bagci(2018), en

analysantles HEs desbranchesde P. nigra subsp. pallasiana de quatre régions enTurquie, ont

enregistrés des taux élevés d’extraction allant 0.5 à 0.9 %. Les HEs des aiguilles et des

branchesdeP.nigradetroisprovenances,enItalie,ontprésentédesrendementsquivarient de

0.44à0.80%et0.56à0.90%,respectivement(Vidrichetal.,1996).

Pour A. numidica, une légère fluctuation dans les rendements en HEs a été observée, qui

semble dépendre de l’organe végétal et de la région d’étude (variation suite à l’adaptation aux

conditions environnementales). Ainsi, les HEs des aiguilles d’A. numidica acclimatéedansles

hauteurs de Seraidi (Annaba, Algérie), ont produit un rendement presque similaire à celui

obtenu dans la présente étude, soit environ 0.37 % (Tlili Ait-Kaki et al., 2013). En revanche,

Ramdanietal.,(2014)ontrapportéuntauxde0.4%aveclesbranchesfeuillésdelapopulation

naturelle des monts Babor (Sétif, Algérie). De plus, les aiguilles séchées et broyées d’A.

numidica, introduite à Djebel Ouahch (Constantine, Algérie) ont produit un rendement de

0.592%(Benouchenneetal.,2022),nettementplusélevéqueceluideTababourt,dansla
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présente étude. Ces variations de rendement soulignent l’influence des conditions

environnementales et de la partie de la plante sur la production d’huiles essentielles. Cela

suggère que l’adaptation d’A. numidica à différents environnements peut entraîner des

modifications dans la production d’huiles essentielles, ce qui pourrait avoir des implications

pour l’utilisation de cette plante dans diverses applications.

D’autres espèces du genre Abies sont connues pour leurs rendements très faibles en huile

essentielle.C’estlecasde:Abiesequi-trojani,A.cilicica,A.nordmanniaetA.bormülleriana,

nativesdelaTurquie,oùdesrendementsallantde0.42-0.59%ontétéobtenusàpartirdes

cônes(Tumenetal.,2009).Parcontraste,desrendementsélevésontétérapportésdans plusieurs

études sur les HEs de ce genre. Ainsi, les aiguilles d'A. sachalinensis ont produit un

rendement de 1% en HEs (Satou et al., 2011). De même, en Chine,A. nephrolepis a

donné3.6% d’HEs à partir des aiguilles (Li et al., 2005).

Lesdifférencesderendementenhuilesessentiellesd’unorganeàunautreoud’uneespèce

àuneautreontétérapportées.L’originedel’espèce,lapériodederécolte,l’organedelaplante, la durée

de séchage et la méthode d’extraction sont des facteurs parmi d’autres qui peuvent aussi avoir

un impact direct sur les rendements en huile essentielle (Vekiari et al., 2002; Karousou et

al., 2005 ; Kouamé, 2012; Singh et al., 2012). D'autres facteurs tels que les traitements

auxquels on peut procéder avant ou pendant l'hydrodistillation (broyage, dilacération,

dégradation chimique ou enzymatique, pression, agitation) contribuent à la variation du

rendement et de la qualité de l'huile essentielle (Morin et al., 1985)

Propriétésphysicochimiques

Conformément aux directives de l’Afssps, aux pharmacopées européennes, ainsi qu’aux

normes ISO et AFNOR, les contrôles physicochimiques des huiles essentielles sont

indispensablespourévaluerleurqualité.Cescontrôlessontnécessairesnonseulementpourdes

raisons de sécurité lors du transport et du stockage, mais aussi pour la protection des

consommateursetpourgarantirl’intégritédestransactionscommerciales.Laqualitédeshuiles

essentiellesestévaluéeàtraversuneséried’analysesphysiquesetorganoleptiquestellesquela

couleur, l’odeur, le goût, la viscosité, la densité, l’indice de réfraction, le pouvoir rotatoire, le

point d’éclair, etc., des analyses chimiques (comme l’indice d’acide, l’indice d’ester, l’indice

de saponification, l’indice de carbonyle, l’indice de peroxyde et certains dosages spécifiques)

ainsiquedescaractéristiqueschromatographiquesetspectroscopiques(Fernandezetal.,2012 in

Fernandez et Chemat, 2012; Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).
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Lesrésultatsdescaractéristiquesphysicochimiquesétudiéessontregroupésdansle

Tableau4ci-après.

Tableau4 :Propriétésphysicochimiquesdeshuilesessentiellesdestroispartiesde P.nigraet d’A.

numidica.

Paramètre étudié
Pinusnigra Abiesnumidica

Partiedela plante
Aiguilles Branches Cônes Aiguilles Branches Cônes

Densité(d20)
20 0.767 0.866 0.848 0.85 0.854 0.837

Indicederéfraction(n20
D) 1.653 1.675 1.679 1.671 1.665 1.667

Indiced’acide(IA) 14.6 17.7 10.6 6.1 2.3 4.02
Indicedeperoxyde (IP) 1.9 1.78 7.76 1.64 1.36 8.71

L’examen du tableau ci-dessus, montre que les caractéristiques physicochimiques

avoisinent dans l’ensemble les normes de commercialisation des huiles essentielles. Elles

varient suivant la partie de la plante utilisée. La densité relative se situe entre 0,767 pour les

aiguilleset0,866pourlesbranchesdeP.nigra.TandisqueA.numidicaaproduitdesHEsdont les

densités relatives varient entre 0.837 pour les cônes et 0.857 pour les aiguilles. Les indices de

réfraction sont très rapprochés et varient entre 1.653 pour les aiguilles (P. nigra) et 1.665 pour

les branches (A. numidica). Ces valeurs sont élevées par rapport à celles d’autres huiles

rapportées dans la littérature scientifique. Pour certains auteurs, l’indice de réfraction d’une

huile essentielle varie essentiellement avec la teneur en monoterpènes et en dérivés oxygénés

etuneforteteneurenmonoterpènesdonneraunindiceélevéetluiconfèreuneréfractionélevée de la

lumière (Kanko et al, 2004 ; Boukhatem et al., 2010 ; Bourkhiss et al, 2015).

Pour les propriétés chimiques, l’indice d’acide est élevé pour tous les organes (2.3 -17.7)

ce qui pourrait être attribué soit à la présence d'acides libres, soit à une hydrolyse des esters

(Kanko et al, 2004; Kaloustian etHadji-Minaglou, 2012) lors de la conservation à4 °C. En

revanche, l’indice de peroxyde, s’individualise par des valeurs élevées pour les cônes (7.76 –

8.71) comparativement aux autres parties des deux espèces. Le Codex Alimentarius, un

ensemble de normes internationalement reconnues relatives aux aliments, à la production

alimentaire et à la sécurité alimentaire, suggère un indice de peroxyde maximal de 10

milliéquivalentsdeperoxydeparkilogrammed'huile(10mEqO2/Kg)pourleshuilesviergesou

pressées à froid (Kabouré et al., 2022). Toutefois, cette valeur n'est pas spécifique aux huiles

essentiellesetpeutvarierenfonction dutyped'huileetdel'usage auquel elleestdestinée.Cet
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indiceestunindicateurdedegréd’oxydationetd’altérationdeshuilesessentielles(Fernandez et al.,

2012 in Fernandez et Chemat, 2012; Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

Etudedelacompositionchimiquedeshuiles essentielles

Lesextraitsdesdeuxplantesontétéanalyséspardeséquipementsdifférents.PourlesHEs et les

composés volatiles des aiguilles et des branches de P. nigra, la technique de chromatographie

en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-EIMS) a été employée. En

revanche, pour les HEs des cônes et des trois parties d’A. numidica, une

combinaisondetechniquesaétéutilisée,notammentlaGC-EIMS,lachromatographieenphase

gazeuseavecdétectionàionisationdeflamme(GC-FID)etlarésonancemagnétiquenucléaire du

carbone 13 (RMN 13C).

I.3.1. Pinusnigrasp.mauretanica

L’extraction et l’étude analytique des différentes parties de P. nigra a été menée

différemment. En plus de la méthode conventionnelle (hydrodistillation) et à des fins de

comparaison de la composition chimique, la Micro Extraction en Phase Solide dans l’Espace

de Tête (HS-SPME) a été utilisée uniquement pour l’obtention des composés volatiles à partir

des aiguilles et des branches de P. nigra.

I.3.1.1. Aiguillesetbranches

L’analyse de la composition chimique de l’HE des aiguilles et des branches de P. nigra a

permis d’identifier 99 composés dont la teneur est supérieure ou égale à 0.01%, représentant

respectivementplusde98%(83composésidentifiés)etde97%(91composésidentifiés)dela

composition totale des HEs (Tableau 5).
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Tableau5 :Compositionchimiquedeshuilesessentiellesobtenuesparhydrodistillationdes aiguilles et

des branches de Pinus nigra ssp. mauretanica(Mair. & Pey.) (Pinaceae).

R.T. L.R.I. Composés Aiguilles Branches

3.22 856 (E)-2-hexenal tr tr

3.42 869 1-hexanol tr tr

3.73 889 Santene - tr

4.02 901 Heptanal - tr

4.48 928 Tricyclene tr 0.2

4.55 931 -thujene tr tr

4.72 939 -pinene 9.4 55.7

5.07 953 Camphene 0.1 1.8

5.20 957 Thuja-2,4(10)-diene tr 0.5

5.37 961 Benzaldehyde tr tr

5.69 976 Sabinene - tr

5.78 980 -pinene 0.5 2.3

6.04 985 6-methyl-5-hepten-2-one tr tr

6.13 991 Myrcene 1.5 0.9

6.54 1005 -phellandrene tr tr

6.91 1018 -terpinene tr tr

7.16 1027 p-cymene tr 0.2

7.30 1031 Limonene 0.5 1.4

7.40 1035 1,8-cineole tr tr

7.58 1041 (Z)--ocimene tr 0.1

7.93 1052 (E)--ocimene tr tr

8.30 1062 -terpinene tr tr

9.35 1089 Terpinolene tr 0.2

9.78 1100 Linalool 0.4 tr

9.99 1103 Nonanal tr tr

10.30 1117 Exo-fenchol - tr

10.61 1123 Cis-p-menth-2-en-1-ol tr tr

10.80 1127 -campholenal tr 0.6

11.30 1141 Trans-pinocarveol tr 0.9
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11.54 1143 Cis-verbenol tr 1.7

12.25 1162 Trans-pinocamphone - tr

12.27 1164 Pinocarvone - tr

12.44 1166 p-mentha-1,5-dien-8-ol 0.2 1.1

12.73 1175 Cis-pinocamphone - tr

12.86 1179 4-terpineol tr tr

13.20 1185 p-cymen-8-ol tr tr

13.42 1191 -terpineol 0.4 0.6

13.58 1192 Dihydro-carveol tr tr

13.67 1194 myrtenal tr 0.7

14.27 1206 Verbenone tr 0.4

14.61 1219 trans-carveol tr 0.3

15.11 1231 Cis-carveol - tr

15.69 1244 Carvone - tr

15.85 1247 Carvotanacetone - tr

17.50 1286 Isobornylacetate 0.2 0.5

17.80 1292 Thymol tr tr

17.94 1294 Trans-verbenylacetate tr -

18.12 1299 Trans-pinocarvylacetate tr -

18.20 1300 Carvacrol - 0.4

19.22 1314 Myrtenylacetate tr -

19.31 1321 Neo-iso-verbanolacetate tr tr

20.22 1351 -cubebene 0.4 tr

21.13 1370 Cyclosativene 0.2 tr

21.32 1376 -copaene 0.5 tr

21.70 1384 -bourbonene 0.2 0.4

21.79 1386 Geranylacetate 0.3 -

21.96 1390 -cubebene 0.2 tr

22.05 1392 -elemene 0.3 tr

22.67 1403 Methyleugenol 0.2 tr

23.17 1418 -caryophyllene 26.2 1.8

23.58 1432 -gurjunene 0.6 -

24.22 1439 -guajene - tr
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24.32 1447 Cis-muurola-3,5-diene tr -

24.59 1455 -humulene 4.1 0.3

24.85 1459 (E)--farnesene tr tr

24.99 1462 Cis-muurola-4(14),5-diene 0.2 tr

25.19 1467 9-epi-(E)-caryophyllene tr tr

25.60 1477 -muurolene 3.1 0.5

25.76 1480 GermacreneD 17.2 1.9

25.96 1485 -selinene 0.5 tr

26.26 1489 Phenylethyl3-methyl-butanoate 1.1 0.5

26.33 1492 Valencene 2.1 tr

26.59 1499 -muurolene 0.9 0.1

26.74 1503 GermacreneA 0.1 -

27.00 1508 (E,E)--farnesene tr tr

27.13 1513 Trans--cadinene 2.6 0.2

27.27 1520 Isobornyl2-methylbutyrate - 0.5

27.54 1524 -cadinene 6.9 0.9

27.87 1532 Trans-cadina-1(2),4-diene 0.3 tr

28.08 1538 -cadinene 0.3 tr

28.34 1550 Cis--bisabolene 0.2 -

29.21 1565 Trans-nerolidol 0.3 tr

29.59 1575 GermacreneD-4-ol 0.8 tr

29.87 1581 Caryophyllene oxide 1.3 0.7

30.92 1606 HumuleneepoxideII 0.2 tr

31.15 1614 1,10-di-epi-cubenol 0.1 -

31.67 1629 1-epi-cubenol tr tr

32.20 1641 Tau-cadinol 1.2 0.1

32.39 1645 -muurolol 0.2 tr

32.69 1654 a-cadinol 1.4 0.4

42.61 1929 Cembrene 2.4 2.3

42.96 1941 Pimaradiene - tr

43.08 1975 Sclarene 0.9 1.2

43.60 1959 (3Z)-cembreneA(=neocembrene) 0.3 0.4

44.60 1989 Manoyloxide tr 0.6
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45.30 2010 Epi-13-manool 0.3 0.5

46.53 2034 Kaur-16-ene(=phyllocladene-) 7.1 12.4

47.46 2080 Abietadiene - 0.2

50.04 2185 Sandaracopimarinal - 0.6

Total 98.4% 97.0%
a)RT:Tempsderétention,b)LRI,indicesderétentionlinéairedéterminéssurcolonne

capillaire DB-5, c)tr: trace, d) -: rétention non détectée.

Globalement, compte tenu du grand nombre de composés détectés, l’étude de la

composition chimique des huiles essentielles extraites des aiguilles de P. nigra a montré une

prédominancedesesquiterpèneshydrocarbonés(67,1%)et,dansunemoindremesure,deleurs

dérivés oxygénés (5,5 %). Les monoterpènes constituaient 12,0 % (composés hydrocarbonés)

et1,5%(dérivésoxygénés).Concernantlesditerpènes,leshydrocarbonésreprésentaient10.7% et

les oxygénés moins de 1%, du total des composés identifiés pour cette classe de terpènes

(Figure 32).

L’analyse des HEs des branches a mis en évidence un taux élevé de composés

hydrocarbonés.Cegroupementétaitrépartitenmono(63,3%),sesqui(6.1%)etdi(16.5%) -

terpènes.Enrevanche,lescomposésoxygénésontéténettementsupérieursàceuxdesaiguilles et

varient de 1.2 % (sesquiterpènes) à 7.2 % (monoterpènes).

Figure32:RépartitiondesfamillesdemoléculesprésentesdanslesHEsdesaiguilleset des

cônes de P. nigra obtenues par hydrodistillation.
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En effet, les principaux constituants de l’huile essentielle des aiguilles étaient le β-

caryophyllène (26,2%), le germacrèneD(17,2%),l’α-pinène (9,4%), le phyllocladène (7,1%),

leδ-cadinène(6.9%)etl’α-humulène(4,1%),tandisquel’α-pinène(55,7%),lephyllocladène

(12,4%), le cembrène (2,3%) et le β-pinène (2,3%) étaient les composés majoritaires pour les

branches. En somme, des différences qualitatives et quantitatives entre les HEs extraites des

deux parties de P. nigra ont été mises en évidence (voir Tableau 5 et Figure 32).

LescomposésvolatilsdesdeuxpartiesdeP.nigraobtenusparMicroExtractionenPhase Solide

dans l’Espace de Tête (HS-SPME) ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse-

spectrométriedemasse(GC-EIMS).Commelementionnent Tumenetal.,(2010)en comparant les

deux techniques, il semble que la SPME (une technique innovante, plus rapide, plus sensibleet

sans solvant), soit plus sensible pour les composés de faible poids moléculaire qui sont plus

volatils, tandis que la distillation à la vapeur (hydrodistillation : HD) permet d'obtenir la

majorité des composés (Tableau 6). La littérature fait état de différences qualitativeset

quantitatives entre les composés volatils obtenus par SPME et par lesméthodes

conventionnelles(HD)(Yangetal.,2010b;Chizzola&Müllner,2021).Lesdifférencesdans nos

résultats peuvent s'expliquer par le paramètre de température utilisé dans la procédure

d'extraction(75°CpourlaSPMEetplusde100°Cpourladistillationàlavapeur).Ilconvient

dementionnerquenousn'avonsutiliséqu'unseultypedefibredansl'extractionSPME,desorte que

d'autres études comparatives devraient être réalisées avec différentes fibres pour s'assurer

delasensibilitédesdeuxméthodes.Eneffet,contrairementàl'HD,laSPMEarévélébeaucoup plus de

composés volatils (hydrocarbures mono et sesquiterpènes), un faible pourcentage de

composés oxygénés (< 0,5 %), l'absence de composés volatils de poids moléculaire élevé

(diterpènes) et une nouvelle classe de métabolites (acides gras) dépassant 40 % (Figure 33).
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Tableau6 :CompositionChimiquedescomposesvolatilesdesaiguillesetdesbranchesde P. nigra

ssp. mauretanicaobtenues par SPME.

R.T. L.R.I. Composés Aiguilles Branches

2.63 800 hexanal - 0.3

4.82 939 -pinene 29.9 88.5

5.15 953 camphene - 0.5

5.88 980 -pinene 1.8 2.5

6.23 991 myrcene 6.7 1.7

7.24 1027 p-cymene - Tr

7.37 1031 limonene - 3.3

7.39 1033 -phellandrene 3.2 -

7.65 1041 (Z)--ocimene 0.2 0.2

8.01 1052 (E)--ocimene 0.4 -

9.43 1089 terpinolene 0.2 0.1

9.85 1100 linalool 0.2 -

10.03 1103 nonanal tr 0.1

10.98 1129 allo ocimene tr Tr

12.74 1173 menthol tr -

14.14 1205 decanal tr Tr

17.56 1286 isobornylacetate tr 0.1

17.98 1294 trans-verbenylacetate tr -

18.17 1299 trans-pinocarvylacetate tr -

19.36 1321 neo-iso-verbanolacetate tr -

20.28 1351 -cubebene 0.2 -

21.18 1370 cyclosativene tr -

21.37 1376 -copaene 0.2 -

21.75 1384 -bourbonene tr -

22.09 1392 -elemene 0.2 -

23.21 1418 -caryophyllene 6.6 0.4

23.62 1432 -gurjunene 0.2 -

24.63 1455 -humulene 1.1 Tr

25.03 1462 cis-muurola-4(14),5-diene tr -
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25.63 1477 -muurolene 0.4 Tr

25.79 1480 germacreneD 2.7 0.1

26.00 1485 -selinene tr -

26.37 1492 valencene 0.3 -

26.62 1499 -muurolene tr -

27.17 1513 trans--cadinene 0.2 -

27.57 1524 -cadinene 0.4 Tr

29.91 1581 caryophylleneoxide tr -

36.98 1770 tetradecanoicacid 1.4 -

40.50 1871 pentadecanoic acid 1.8 -

42.60 1927 methyl exadecanoate 0.5 -

43.15 1935 cyclohexadecanolide 1.3 -

44.20 1970 hexadecanoicacid 37.6 -

50.24 2177 octadecanoicacid 0.5 -

58.84 2400 tetracosane - 1.9

a)RT:Tempsderétention,b)LRI,indicesderétentionlinéairedéterminéssurcolonne

capillaire DB-5, c)tr: trace, d) -: rétention non détectée
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Figure33:Répartitiondesfamillesdemoléculesprésentesdanslescomposésvolatiles des

aiguilles et des cônes de P. nigra obtenues par SPME.
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où le β-caryophyllène présentait une valeur relativement élevée (26,2 %). Parallèlement, cette

étude a révélé que malgré le fait que la composition des HEs varie dans les deux parties

aériennes étudiées, la quantité et la qualité des HEs isolées des aiguilles en comparaison avec

les données rapportées (Tableau 7) suggèrent la présence d'un nouveau chémotype pour le P.

nigra ssp. mauretanica avec l'ordre chimique suivant :

β-Caryophyllène (26,2%) > Germacrène D (17,2 %) > α-Pinène (9,4 %) > Phyllocladène

(7,1 %) > δ-cadinène (6,9 %) > α- Humulène (4,1 %) > γ-Muurolène (3,1 %).

Enfin, dans les HEs des branches, les principaux composés sont l'α-pinène, suivi du

phyllocladène et du β-pinène, un profil plus proche des données rapportées par Macchioni et

al., (2003) avec P. nigra dans les provinces italiennes de Massa. Il est bien établi que les HEs

de plantes de la même espèce peuvent varier dans leur composition en fonction de facteurs

exogènes et endogènes (Barra, 2009) et les conifères n'échappent pas à cette règle. Ces

variations quantitatives et qualitatives entre sous-espèces dans le monde entier doivent être

prisesencompteetpeuventêtrepertinentes,parexemple,danslesétudeschimiotaxonomiques en

tant qu'approche complémentaire, car l'ambiguïté persiste dans les approches botaniques

classiques. L’influence du procédé d’extraction sur la labilité des constituants des huiles

essentielles explique que la composition du produit obtenu par hydrodistillation soit le plus

souvent, différente de celle du mélange initialement présent dans les organes sécréteurs du

végétal.



Analysephysico-chimiquedeshuilesessentielles

120

Tableau7 :Diversitédelacompositionchimique(chimiotype)deshuilesessentiellesde

P.nigraenfonctiondel’organe,dupaysetdesous-espèce.

Aiguilles

Espèce/sous-

espèce

Origine

(Pays,

region)

Chémotypes(composésmajeurs) Auteur(s)

α-pinene(27.46%)>β-caryophyllene

Bartin, (11.03%)>germacreneD(7.14%)> Kozanet

Turkey. sabinene(5.52%)>γ-muurolene(4.98%)> al., 2019

β-pinene(4.42%).

P.nigrassp.

pallasiana

Mileševka,

Serbia.

α-pinene(24.6%)>germacreneD(25.4

%)>(E)-caryophyllene(13.2%)>β-pinene

(8.8 %) >α- terpinyl acetate .

Mitićetal.,

2018.

Royal

Botanical

Garden of

Madrid,

α-pinene (42.33 %) > germacrene D

(30.59%)>(E)-caryophyllene(7.43%)>β

-pinene(5.15%).

Šaracetal.,

2014.

Spain.

P.nigrassp. α-pinene(28.3%)>germacreneD(17.3%)

pallasiana

var.pyramidata

Vakif

Ormani,

Anatolia,

Turkey

>β-caryophyllene(12.9%)>β-pinene(5.61

%)>δ-cadinene(4.13%).
Ucar

&Balaba

n, 2004.
P.nigrassp.

pallasianavar.

α-pinene(29%) >germacrene D(14.9%) >

β-caryophyllene(12.9%)>β-pinene (9.43

pallasiana %).

α-pinene(22%-41%)>germacrene D

Corsica, (17.8%-8.6%)>myrcene(3.6%-7.7%) Rezzietal.,

France >(E)-caryophyllene(5.3%-6.3%) > 2001.

P.nigrassp. limonene(2.9 %- 5.1 %).

laricio Cambridge

University

Botanic

Garden,UK

α-pinene(18%)>δ-3-carene(16.1%)>β-

caryophyllene (13.9%) > germacrene D

(12.7%) > limonene (9.7 %).

Ioannouet

al., 2014.
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P.nigrassp.

laricio

Souinet

arboreta of

theNational

Institute of

Researches

on Rural

Engineerin,

Water and

Forests,

Tunisia

manool oxide (38 %) > germacrene D

(16.7%) >δ-cadinene (9 %) > (E)-

caryophyllene(8.9%)>α-cadinol(4.3%).

Amrietal.,

2017.

P.nigrassp.

caramanica

Cambridge

University

Botanic

Garden,UK

β-pinene(20.7%)>germacreneD(20.0%)

>α-pinene(18%)>β-caryophyllene(7.8

%).

Ioannouet

al., 2014.

P.nigrassp.

nigra

Serbia

α-pinene(45.93%)>germacreneD

(28.1%)>β-pinene(6.90%)>(E)-

caryophyllene(7.4%).

Šaracetal.,

2014.

Mileševka,

Serbia

α-pinene(35.4%)>germacreneD(28.1%)

>β-pinene(10%)>(E)-caryophyllene (7.4%).
Mitićetal.,

2018.

Royal

Botanical

Gardenof

Madrid,

Spain

germacreneD(32.1%)α-pinene(19.5%)

>β-caryophyllene(16.1%)>β-pinene (12.1

%).

Ioannouet

al., 2014.

Sila,

Calabria,

Italy

α-pinene(25.3%)>limonene(22.6%)>

sabinene(12.8%)>α-terpineol(8.3%)>

β-pinene(4.8%)>terpinolene(4.5%).

Bonesiet

al., 2010.

P.nigrassp.

salzmanii

Cambridge

University

Botanic

Garden,UK

germacreneD(18.5%)>β-caryophyllene

(17.8 %) > limonene (12.5 %) >α-pinene

(12.2 %) >β-pinene (4.1 %).

Ioannouet

al., 2014.
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P.nigrassp.

dalmatica

Central

Dalmatia

Vidova

gora,island

Brac,

Croatia

α-pinene (24.3 %) β-pinene (16 %) >

germacrene D (14.6 %) >β-caryophyllene

(9.6%)>limonene(3.3%)>bornylacetate

(3.3 %).

Politeoet

al., 2011a.

P. nigra

var.banatica
Serbia

α-pinene(58.83%)>germacreneD(23.69

%) > (E)-caryophyllene (7.31 %) >

limonene(5.04%)>β-pinene(3.10%).

Šaracetal.,

2014.

P.nigrassp.

calabrica

Parco

Nazionale

delPollino,

Calabria,

Italy

α-pinene (24.6 %) β-pinene (10.9 %) >γ-

cadinene(9.9%)>β-phellandrene(6.3%)

>manoyl oxide(6.2 %) >trans-

caryophyllene(4.2%).

Bonesiet

al., 2010.

P. nigra

Zagreb,

Croatia

α-pinene(42.66%)>germacreneD

(17.72%)>β-pinene(11.64%)>β-

caryophyllene(5.62%).

Idžojtić

&

Pfeifhofer,

2001.

Central

Italy

α-pinene(28.4%)>germacreneD(21.2%)

>β-caryophyllene(16.2%)>β-pinene (6.2%).
Macchioni

etal.,2003.

Calabria,

Italy

α-pinene (35.14 %) > 1-

epibicyclosesquiphellandrene(30.93%)>β-

caryophyllene(5.26%) >β-pinene(2.80%)

>δ-cadinene(1.94%) >p-menth-1-en-8-yl

acetate (1.74%).
Vidrichet

al., 1996.

Abruzzo,

Italy

1-epibicyclosesquiphellandrene(23.40 %)

>α-pinene(17.64%)>β-caryophyllene (11.82

%) >β -pinene (4.40 %) > δ-

cadinene (3.19 %) >p-menth-1-en-8- yl

acetate(2.88%)>α-humulene(1.74%).



Analysephysico-chimiquedeshuilesessentielles

123

Friuli,Italy

1-epibicyclosesquiphellandrene(36.84 %)

>α-pinene (11.52 %) >β-caryophyllene

(9.88%)>β-pinene(2.38%)>δ-cadinene

(2.20 %) >p-menth-1-en-8- yl acetate

(1.82%) > terpinolene (1.46 %) >α-

humulene(1.45%)>limonene(1.44%).

P.nigrassp.

mauretanica

Parc

Nationaldu

Djurdjura

(PND),

Algérie

β-caryophyllene (26.2 %) > germacrene D

(17.2 %) >α-pinene (9.4 %) >

phyllocladene(7.1%)>δ-cadinene(6.9%)

>α-humulene(4.1%)>γ-muurolene

(3.1%).

Présente

étude.

Branches

Espèce/sous-

espèce

Origin

(Pays,

region)

Chemotype(composésmajeurs) Auteur(s)

P.nigrassp.

pallasiana

Adana,

Turkey

germacreneD(23.5%)>α-pinene(20%)

>δ-3-carene(10.2%)>β-caryophyllene (8.8

%) > limonene (5.5 %).

Dogan&

Bagci

(2018)

Adiaman,

Turkey

germacreneD(23%)>α-pinene(18.5%)

>β-Caryophyllene(14.5%)>β-pinene (13.5

%) > limonene (5.3 %).

Antalya,

Turkey

β-pinene (35.2 %) >α-pinene (32 %) >

limonene(7.5%)>germacreneD(6.2%)

>β-caryophyllene(5.2%).

Elazig,

Turkey

α-pinene(22.2%)>β-pinene(12.3%)>α-

cubebene (6.3 %) > δ-3-carene (6.1 %) >

caryophyllene oxide (5.1 %) > limonene

(4.5%)>β-caryophyllene(4.1%).

P.nigra

Tuscany,

Italy

α-pinene(70%)>dihydrocarvone(4.6%)

>carvone(2.5%)>β-pinene(2.2%)>

limonene /γ-terpinene (1.8%).

Macchioni

etal.,2002.

Pian

dellaFioba

α-pinene(61.7%)>phyllocladene (11.8%)

>β-pinene(2.8%)>isobornyl acetate

Macchioni

etal.,2003.
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(Massa),

Central

Italy

(2.1%)>camphene(1.6%)>limonene (1.3

%) > myrcene (1 %).

Calabria,

Italy

α-pinene(74.63%)>β-Pinene(2.58%)>

isobornyl acetate (1.33 %) > camphene

(1.22%).

Vidrichet

al., 1996.

P.nigra

Abruzzo,

Italy

α-pinene(74.63%)>limonene(5.96%)>

β-caryophyllene(4.18%)β-pinene (2.99%)

>isobornylacetate (1.26%).
Vidrichet

al., 1996.

Friuli,Italy

α-pinene(47.18%)>limonene(6.44%)β-

pinene (2.35 %) > p-menth-1-en-8- yl

acetate (2.04 %)> isobornyl acetate

(1.32%).

P.nigrassp.

mauretanica

Parc

Nationaldu

Djurdjura

(PND),

Algerie

α-pinene(55.7%)>phyllocladene(12.4%) β-

pinene / cembrene (2.3 %) > Germacrene D

(1.9 %) > camphene / β-caryophyllene (1.8

%) >cis-verbenol (1.7 %) > limonene

(1.4%)>sclarene(1.2%).

Présente

étude

I.3.1.2. Lescônes

Lesanalyseschimiques(Tableau8)ontpermisd'identifier39composésdontlateneurest

supérieureouégaleà0.01%.Ces39composésonteuuneairecumuléecorrespondantà84.9% des

aires cumulées de l'ensemble des constituants de l'HE. Celle-ci se composait entièrement de

dérivés terpéniques. Neuf (09) hydrocarbures monoterpéniques (63.2 %) ont été identifiés,

dont le plus important était l'-pinene (58.1 %) tandis que les oxygénés (alcools, aldéhydes,

cétones et esters) représentaient 4.9% de l'ensemble des constituants de l'HE. Les

sesquiterpènes hydrocarbonés constituaient 5.7 % de l'HE, le plus important étant le (E)--

caryophyllène (5.7 %) alors que les oxygénés représentés par le groupe fonctionnel epoxydes

tenaient une valeur combinée de 4.2 %. Parmi les diterpènes, deux (02) hydrocarbures (4 %)

ont été identifiés. Il s'agissait de l'abiatatriène (2.3 %) et l'abiatadiène (1.7 %). La fraction

oxygénée de cette classe (2.6 %) était dominée par les aldehydes dont le plus important est le

déhydro abiétal (1.3 %) (Figures 34, 35).
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Tableau8 :CompositionchimiquedesHesdesconesdePinusnigrasp.mauretanica(Mair.&Pey.)(Pinaceae)

N° Composés RIa RIa(lit) RIp RIp(lit)
Famille

chimique
(%) Moded’identification

01 Tricyclene 919 927 1016 1012 MH 0,1 GC-RI,GC-MS

02 -Pinene 931 936 1016 1025 MH 58,1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

03 Camphene 942 950 1064 1068 MH 1,3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

04 Thuja-2,4(10)-diene 945 945 1126 1122 MH 0,7 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

05 -Pinene 964 978 1111 1110 MH tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

06 Myrcene 969 987 1160 1161 MH 1.5 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

07 p-Cymene 1011 1015 1270 1270 MH 0.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

08 Limonene* 1020 1025 1201 1198 MH 1.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

09 -Phellandrene* 1020 1023 1210 1209 MH 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

10 p-Cymenene 1071 1075 1437 1437 MH 0.2 GC-RI,GC-MS

11 -Campholenal 1103 1106 1490 1496 MO 0.8 GC-RI,GC-MS

12 trans-Pinocarveol 1122 1126 1652 1661 MO 1.0 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

13 trans-Verbenol 1127 1136 1675 1680 MO 0.6 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

14 cis-verbenol 1128 1128 1660 1676 MO 0,3 GC-RI,13C-NMR

15 Pinocarvone 1139 1137 1567 1575 MO 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

16 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1144 1127 1724 1674 MO 0.4 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

17 Borneol 1149 1150 1697 1699 MO 0.1 GC-RI,GC-MS

18 Terpinen-4-ol 1160 1164 1599 1601 MO tr GC-RI,GC-MS

19 p-Cymen-8-ol 1158 1159a 1864 1848 MO 0.1 GC-RI,GC-MS
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20 Myrtenal 1168 1172 1626 1631 MO 0.5 GC-RI,GC-MS

21 -Terpineol 1171 1176 1694 1694 MO 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

22 Myrtenol 1177 1178 1788 1790 MO 0.3 GC-RI,13C-NMR

23 Verbenone 1179 1183 1705 1720 MO 0.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

24 trans-Carveol 1196 1200 1831 1836 MO 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

25 Bornylacetate 1268 1268b 1577 1573b MO 0.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

26 -copaene 1374 1375 1488 1491c SH 0.2 GC-RI,13C-NMR

27 (E)-β-Caryophyllene 1415 1421 1592 1598 SH 4.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

28 (E)--Farnesene 1446 1446 1663 1664 SH 0.4 GC-RI,GC-MS

29 -Humulene 1448 1455 1663 1667 SH 0.7 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

30 4-épi-cubébol 1458 n.i. n.i. n.i. SO 0.1 GC-RI,GC-MS

31 -Cadinene 1512 1520 1750 1756 SH 0.2 GC-RI,GC-MS

32 Caryophylleneoxide 1567 1578 1975 1986 SO 3.3 GC-RI,GC-MS

33 HumuleneepoxideII 1591 1602 2031 2047 SO 0.5 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

34 Manoyloxyde 1958 n.i. n.i. n.i. SO 0.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

35 Abietatriène 2035 2039 2479 2503 DH 2.3 GC-RI,GC-MS

36 Abietadiene 2067 2071 2454 2450 DH 1.7 GC-RI,MS,13C-NMR

37 Labda-8(17)-13(Z)-Dien-15-al 2188 n.i. n.i. n.i DO 0.6 GC-RI,13C-NMR

38 Labda-8(17)-13(E)-Dien-15-al 2200 n.i. n.i. n.i. DO 0.7 GC-RI,13C-NMR

39 Dehydroabietal 2217 2219d n.i. n.i. DO 1.7 GC-RI,13C-NMR
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Ordred’élutionestdonnésurcolonneapolaire,exceptéceuxmarquésd'un*(colonnepolaire);

RIa,RIp:indicesderétentionsurcolonneapolaretpolar,respectivement;RIa (lit),RIp(lit),indicesderétention delaliterature;

MS,Spectrométriedemasse;NMR,ResonanceMagnétiqueNucléaire;tr,traces;n.i:nonidentifié;M.H:Monoterpèneshydrocarbonés;

M.O.:MonoterpènesOxygénés;S.H.:Sesquiterpèneshydrocarbonés;S.O.:SesquiterpèneOxygénés;D.H:DiterpènesHydrocarbonés;D.O.: Diterpènes

Oxygénés.

LesvaleursdeRIa/RIa(lit)etRIp/RIp(lit)suiviesdesletters(a-d)sontobtenuesàpartirdesréférencessuivantes(Duquesnoyetal.,2006; Bousmaha et

al., 2006; Blanc et al., 2006 ; Nam et al., 2015).
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Figure34:DiversitédesfamillesdemoléculesprésentesdanslesHEsdescônesde

P.nigra.

Figure35:Diversité(%)desgroupementsfonctionnelsdescomposésoxygénésprésents dans

les HEs des cônes de P.nigra
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En général, et sans tenir compte des composés non identifiés, l'analyse de la composition

chimique a montré que l'-pinene (58.1 %), le (E)--caryophyllene (4.2 %), le caryophyllene

oxyde (3.3 %) et l'abiatatriène (2.3 %) constituaient les composés majoritaires des HEs des

cônes de P. nigra. Il convient de noter la présence de divers composants mineurs portant le

squelette du pinane : -pinène, -campholénal, trans-pinocarvéol, trans-verbénol, cis-

verbénol, pinocarvone, bornéol, terpinèn-4-ol, myrténal, -terpinéol et myrténol. En effet, un

certainnombredeconstituantscommunssontretrouvésdefaçonquasi-constantedanslesHEs des

cônes des différentes sous-espèces de P. nigra. Il s'agit de l'α-pinène, le sabinene, le -

pinène, le -caryophyllene, le caryophyllene oxyde, qui sont largement décrites dans la

littérature (Bader et al., 2000; Macchioni et al., 2003; Tumen et al., 2010; Amri et al.,

2022),maischaquehuileessentielleestcaractériséeparunconstituantspécifique,biensouvent

largement majoritaire. En revanche, d'autres composés tels le β-phellandrene, le limonene,

l'acétate de bornyl, le germacrene D et l'abietadiène sont identifiés soit, en tant que composés

minoritairesouretrouvésentracesdanslescônes,soitinféodésàd'autresorganesouàd'autres

espècesdugenrePinus(Tumenetal.,2010;Yangetal.,2010b;Nametal.,2014;Lisetal., 2019 ;

Khouja et al., 2020 ; Khedhri et al., 2022 ; Amri et al., 2022).

Ilestindispensabledeconfronterlesconclusionsdecetteanalyseaveclesrésultatsobtenus

pard'autreschercheurspourunemeilleurecompréhensionduchémotypedeshuilesessentielles de

cette partie de la plante. La composition de l'huile extraite des cônes de P. nigra (Tableau 9)

présentait des similitudes qualitatives limitées avec celle décrite en Sicile (Italie) pour les

cônes de P. laricio, mais révélait quelques différences quantitatives. Les constituants

prédominants de ces huiles étaient principalement l'α-pinène (68,6 %) et le β-caryophyllène

(9,1%)(Baderetal.,2000).D'autrepart,lescônesde P.nigra,deprovenanceitalienne(Pian della

Fioba, Massa) (Macchionin et al., 2003), ont comme constituant principal l'-pinene

(49.5%)suividesandaracopimaradiène(4,8%),totalementabsentdans lesHEsdescônesde

P. nigra du Djurdjura. Ce résultat corrobore avec celui obtenu dans notre étude, notamment

avec la teneur élevée en -pinene, seulement la présence du sandaracopimaradiène (espèce

italienne) et l'absence d'(E)--caryophyllene, du caryophyllene oxyde et de l'abiatatriène

(présente étude) font la différence, mais cette différence peut être reliée aux conditions

pédoclimatiquesdesdeuxpays,auxconditionsd'extraction,lapériodedecollecteetlestadede

développement de la plante (l’âge de l’organe). De même, en Turquie, les HEs des cônes P.

nigra (Tumen et al., 2010) présentaient une composition chimique très proche de celle

identifiéedansleprésenttravail.Elleestcaractériséeparlaprédominancedel'α-pinène
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(45.36%), le caryophyllène oxyde (8.05 %), le β-caryophyllène (6.73 %), le 18-norabieta-8,

11,13-triène(3.42%)etdehydroabietal(3.33%).Àl'exceptiondu18-norabieta-8,11,13-triene, non

identifié dans les essences de P. nigra de Djurdjura, des différences quantitatives ont été

enregistréespourlesautresmoléculesmajoritairesayantdéfinilechémotypedesHEsdescônes

deP.nigradelaTurquie.Deplus,pour lasous-espècelaricioacclimatéeenTunisie(Amri et

al.,2022),lesHEsextraitesdescônesontmontréunecompositionchimiquedifférentedecelle

obtenue pour la sous-espèce mauretanicade Djurdjura. Les constituants prédominants de ces

huiles étaient principalement l'α-pinene (34.52 %), le limonene (10.86 %), le β-caryophyllene

(6.26%)etlecaryophylleneoxyde(5.96%).Bienqued'autrescomposantstelsquelep-Menth- 1,5-

diène-8-ol (2.21 %), le (Z)-pinocarvéol (1.82 %) et l'α-campholénal (1.22 %) étaient présents

en faible quantité. Les essences des cônes des deux sous-espèces présentaient, d'une

part,desdifférencesquantitativespourlesconstituantssuivants:-pinene(58.1%-Djurdjura

/ 34.52 %-Tunisie), le limonène (1.1 %-Djurdjura /10.86 %-Tunisie), β-caryophyllene (4.2 %-

Djurdjura/6.26%-Tunisie),caryophylleneoxyde(3.3%-Djurdjura/5.96%-Tunisie)etd'autre part,

des différences qualitatives par rapport à la présence et/ou à l'absence de certaines molécules

dans les profils chimiques des deux sous-espèces. La différence (variation) de

compositionconstatéeentrelesHEsdescônesdeP.nigrasp.mauretanicaetcellesrapportées par

d’autres auteurs, pour les autres sous-espèces, est vraisemblablement liée à la régulation

différentielle des divers constituants de l’huile essentielle par des facteurs abiotiques et

biotiques. De nombreux facteurs écologiques tels que la température, l’humidité relative,

l’insolation et la nature du sol peuvent influencer la composition chimique des huiles

essentielles.

Enraisondeladistributionrestreinte,dustatutécologiqueetdesstratégiesdepréservation

appliquées, peu de recherches phytochimiques ont été menées sur P. nigra sp. mauretanicadu

Djurdjura. Cette étude est la première à décrire la présence et la composition chimique des

huilesessentiellesdecetteespèceenAlgérie.Eneffet,c’estuneespèceextrêmementrare,dont la

présence est confinée uniquement à l’Algérie et au Maroc. Il est crucial de comparer les

conclusions de cette analyse avec les résultats obtenus par d’autres scientifiques pour une

meilleure compréhension du chémotype des huiles essentielles de cette partie de la plante (les

cônes). Les principaux résultats rapportés dans la littérature pour différents pays et différentes

espèces sont résumés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau9 :Diversitédeschémotypes(composésmajoritaires)isolésdesHEsdescônesde

différentes espèces de genre Pinus

Espèce ou

sous-espèce

Origine

(Pays,

région)

Chémotype(composés

majoritaires)
Auteur(s)

P. laricio Italie(Sicile)
α-pinène(68.6%),β-caryophyllène

(9.1 %)

Baderetal.,

2000

P.pinea

P. halepensis

P. pinaster

P. nigra

Italie (Pian

dellaFioba,

Massa)

limonene (-

pinene-caryophyllene

(2.8 %).

-pinene(53.6%),myrcene (13.7%),

-caryophyllene (6.7 %),

caryophylleneoxyde(2.3%).

-pinene -pinene

(24.7%),longifolene(20.8%),

myrcene(4.2%).

-pinene(49.5%),

sandaracopimaradiène(4.8%).

Macchionietal.,

2003

P. rigida

P. taeda

Japon(Tama

Forestry

Science

β-phellandrène(15.0%),pinocarvéol

(7.6%),α-terpinéol (7.4%), α-pinène

(6.5%), myrténol(6.1 %), β-pinène

(6.0 %).

α-pinène(51.8%),p-mentha-1,5-

diène-8-ol (4.8 %), verbénone

(4.8%), pinocarvéol (4.5 %), β-

pinène(3.8%),bornéol(3.8 %)

Kuroseetal.,

2007
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P. densiflora Garden,

Takao)

Germacrene D (20.6 %), β-

caryophyllene(8.9%),δ-cadinene

(8.4%),longifolene(8.0%)

P. koraiensis

CoréeduSud

(Provence de

Geyonggi)

limonène (27.90 %), -pinène

(23.89%),-pinène(12,02%),3-

carène(4.95%),-myrcène(4.53%),

isolongifolène (3.35 %), acétate (-)-

bornyle (2.02 %), caryophyllène

(1.71%)camphène(1.54 %).

Leeet al., 2008

P. brutia Lebon
α-pinène(40.70 %), β-pinène

(28.27%)etδ-3-carène(13.36%).

Loizzoetal.,

2008

P. koraiensis

P. sylvestris

Chine

(province de

Heilongjiang)

-pinène (35.2 %), limonène

(18.4%), -pinène (8.7 %), -

caryophyllène(3.5%),myrcène

(3.0%).

aromadendrène (20,2 %), -pinène

(18,5%),-longipinène(10,5%),-

terpinéol(5,5%)

Yangetal.,

2010a

P. armandii Chine

Par hydrodistillation : α-pinène

(20,92%),D-limonène(15,78%),β-

pinène(4. 91%), transpinocarveol

(4,76%).

Par SPME : α-pinène (41,59%), le

D-limonène(17,8%),β-caryophllène

(11,02%),β-pinène(7,54%).

Yangetal.,

2010b

P.nigra

α-pinène(45.36%),caryophyllène

oxyde (8.05 %), β-caryophyllène

(6.73 %), 18-norabieta-8, 11,13-
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P.sylvestris

P.brutia

P.pinea

P.halepensis

Turquie(3

localités :

Gokova,

Bartin et

Izmir)

triene(3.42%),dehydroabietal

(3.33%).

18-norabieta-8,11,13-triene

(15.78%),α-pinène(14.76%),

caryophyllèneoxyde(12.58%),

dehydroabietal(7.12%),abieta-

8,11,13-triene (5.20 %)

-pinène (39.56 %), α-pinène

(30.91%),3-carene(7.8%),β-

caryophyllène(5.01%).

limonene + -phyllandrene

(69.54%),α-pinène(30.91%),

α-pinène(30.91%),b-myrcene,β-

caryophyllène (6.73 %),

caryophyllène oxyde (8.05 %)

Tumenetal.,

2010

P. roxburghii
Nepal

(Biratnagar)

E-caryophyllène(26,8%),terpinène-

4-ol(16,2%),δ-3-carène(6,8%)et

d'α-humulène (5,0 %).

Satyaletal.,

2013

P. halepensis

France(3site

en Corse:

(Saleccia,Tre

Padulede

Suartoneet

Capodi

Feno)

-Pinène(47,5%),myrcène(11,0%),

(E)--caryophyllène(8,3%),oxyde

decaryophyllène (5,9%).
Nametal.,2014
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P.ponderosa
France

(Corse)

-pinène(53.6%),sabinene(13.5%)

limonene(9.8%),-pinène(9.3 %).

Garciaet al.,

2017

P. mugo

Pologne

(station

expérimentale

forestière,

Arboretumde

l'université

agricole de

Varsovie à

Rogow)

(E)-β-caryophyllène(24,0%),3-

carène(19,2%),myrcène(16,5%).
Liset al.,2019

P. halepensis

(arbres

adultesâgés

de 54 ans)

Tunis

(Arboretum

de Henchir

Naam,nord-

ouest de la

Tunisie).

Cônes immatures :  -pinène

(46.1%), -myrcene (19.8 %), β-

caryophyllène (11.4 %), β-

caryophyllène oxyde (6.1 %),

sclareol(3.4%),abiatadiene(1.2%).

Cônes matures : β-caryophyllène

oxyde(32.4%),-pinène(30.6%), β-

caryophyllène(8.6%),-myrcene

(5.6 %), humulene oxyde (4.5 %),

abiatadiene(4.2%),sclareol(1.6%).

Khoujaetal.,

2020

P. pinaster

 -pinène (33.12 %), -pinène

(29.1%),longifolene(13.9%),-

myrcène(4.9%),limonene(3.8%).

Khedhrietal.,

2022

P. pinea

limonene (46.56%),

α-pinene(28.15%),β-caryophyllene

(4.27%),

Caryophyllene oxide (3.92).
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P. brutia

P. nigra sp.

laricio

α-pinene(32.15%), β-pinene

(9.34%),longifolene(8.09%),

β-thujone(4.56),β-caryophyllene

(3.56%),camphor(3.47%),

viridiflorol(3.47%),

caryophylleneoxide(2.74).

α-pinene(34.52%), limonene

(10.86%),β-caryophyllene(6.26%),

caryophyllene oxide (5.96%), p-

menth- 1,5-dien-8-ol (2.21%).

Amrietal.,2022

D'après les résultats des analyses de la composition chimique des huiles essentielles des

espècesétudiéesprésentésdansletableauci-dessous,onpeutdirequechaqueespèceaprésenté une

composition et un chémotype bien spécifiques. La majorité de ces études ont confirmé la

richesse des huiles essentielles de ces espèces en α-pinène. Ainsi, d'une manière générale, nos

résultats sont en accord avec la littérature, mais quelques différences (qualitatives et

quantitatives) peuvent être reliées à différents facteurs, notamment l'origine géographique

(différents pays, différents sites, différentes régions), la méthode d'extraction (HD / SPME),

l'âgedelaplante(arbresadultesâgésde54ans),lamaturitédel'organeétudié(cônesimmatures

/cônesmatures),présencedesous-espèce(laricioetnigra)etd'espècesdemêmegenre.

I.3.2. Abiesnumidica

Les huiles essentielles des aiguilles, des branches et des cônes d'A. numidica de djebel

Tababort ont été obtenues par hydrodistillation et analysées par combinaison de la CPG,

CPG/SM et de la RMN du 13C. Le tableau 10 illustre les composés identifiés par GC-MS,

présentésdansl'ordredeleurélution,ainsiqueleursindicesderétentionsurlesdeuxcolonnes

capillaires employées.
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Tableau10 :CompositionchimiquedesHesdesdifférentespartiesd’AbiesnumidicaDeLannoyexCarrière(Pinaceae)dedjebelTababourt

N° Compound RIa RIa(lit) RIp
RIp

(lit)
Class

Content(%)
Identificationmode

NEO TEO CEO

01 Santene 878 884 979 984a MH 1.8 0.1 tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

02 Tricyclene 921 927 1015 1012 MH 1.8 0.2 tr GC-RI,GC-MS

03 -Thujene 924 932 1015 1026 MH 0.1 0.1 tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

04 -Pinene 932 936 1015 1025 MH 17.6 59.7 25.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

05 -Fenchene 941 941 1054 1061 MH - - tr GC-RI,GC-MS

06 Camphene 945 950 1065 1068 MH 10.9 1.0 0.4 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

07 Thuja-2,4(10)-diene 946 945 1126 1122 MH - 0.3 0.8 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

08 Heptan-1-ol 955 959b 1445 1452 Other - - 0.0 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

09 Sabinene 966 973 1122 1122 MH 0.1 0.4 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

10 -Pinene 971 978 1111 1110 MH 6.8 12,9 5.6 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

11 Myrcene 982 987 1160 1161 MH 0.3 0.6 0.9 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

12 -Phellandrene 998 1002 1165 1168 MH tr - - GC-RI,GC-MS

13 p-Cymene 1011 1015 1271 1270 MH 0.1 0.2 0.4 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

14 Limonene* 1021 1025 1203 1198 MH 2.1 10.0 40.7 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

15 -Phellandrene* 1021 1023 1210 1209 MH 4.5 0.4 0.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

16 p-Cymenene 1072 1075 1437 1437 MH - 0.1 0.4 GC-RI,GC-MS

17 Terpinolene 1079 1082 1282 1282 MH 0.2 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR
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18 Nonanal 1082 1083 1393 1391 other 0.1 0.1 - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

19 Linalool 1084 1086 1546 1543 MO 0.2 - - GC-RI,GC-MS

20 Fenchol 1098 1099c 1580 1582c MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

21 -Campholenal 1105 1106 1488 1496 MO 0.1 0.3 1.0 GC-RI,GC-MS

22 Nopinone 1106 1108d 1577 1577d MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

23
cisp-Mentha-2,8-dien-1-

ol
1115 1117 1660 1652 MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

24 Camphor 1119 1125 1515 1515 MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

25 trans-Pinocarveol 1122 1126 1652 1661 MO - 0.5 2.7 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

26 trans-Verbenol 1127 1136 1675 1680 MO - 0.1 0.7 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

27 Pinocarvone 1137 1137 1567 1575 MO - 0.3 1.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

28 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1144 1127 1724 1674 MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

29 Borneol 1157 1150 1697 1699 MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS

30 Terpinen-4-ol 1158 1164 1591 1601 MO 0.2 - 0.5 GC-RI,GC-MS

31 p-Cymen-8-ol 1160 1159e 1794 1848 MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS

32 Myrtenal 1168 1172 1626 1631 MO - 0.3 1.3 GC-RI,GC-MS

33 -Terpineol 1172 1176 1693 1694 MO 0.2 0.1 1.0 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

34 Myrtenol 1177 1178 1788 1790 MO - 0.1 0.8 GC-RI,13C-NMR

35 Verbenone 1179 1183 1705 1720 MO - 0.1 3.0 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

36 trans-Carveol 1196 1200 1832 1836 MO - 0.1 0.9 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

37 cis-Carveol 1207 1210 1862 1854 MO - - 0.3 RI,13C-NMR
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38 Carvone 1213 1214 1732 1733 MO - 0.1 - GC-RI,13C-NMR

39 Carvotanacetone 1218 1220 1684 1687 MO - - tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

40 Linalylacetate 1240 1236a 1555 1551 MO 0.2 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

41 Perillaldehyde 1247 1242f 1783 1779f MO - - tr GC-RI,13C-NMR

42 Phellandral 1249 1252g 1712 1715g MO - - tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

43 Bornyl acetate 1268 1268c 1577 1573c MO 0.2 - 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

44 Carvacrol 1278 1278 2221 2210 MO - - tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

45 -Terpinylacetate 1332 1335 1693 1694 MO 0.1 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

46 Citronellyl acetate 1334 1337 1659 1656 MO 0.1 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

47 -Cubebene 1347 1355 1454 1460 SH 0.4 0.1 - GC-RI,GC-MS

48 -Longipinene 1350 1360 1479 1469 SH 2.4 0.5 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

49 Longicyclene 1375 1382 1488 1489 SH 0.5 - - GC-RI,13C-NMR

50 -Bourbonene 1382 1386 1515 1523 SH - - 0.1 GC-RI,GC-MS

51 Longifolene 1404 1411 1563 1577 SH 1.6 - - GC-RI,13C-NMR

52 -Longipinene 1415 1403 n.i. n.i. SH - - 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

53 (E)-β-Caryophyllene 1417 1421 1592 1598 SH 6.5 1.0 - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

54 Himachala-2,4-diene 1421 1430h 1598 1611h SH 5.9 0.6 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

55 -Copaene 1426 1430 1586 1579 SH 0.1 - - GC-RI,GC-MS

56 -Himachalene 1445 1450 1636 1663 SH 1.1 - - GC-RI,13C-NMR

57 -Humulene 1449 1455 1664 1667 SH 2.2 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

58 (E)--Farnesene 1457 1446 1666 1664 SH 0.2 - - GC-RI,GC-MS
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59 -Muurolene 1463 1474 1682 1690 SH 0.8 0.4 0.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

60 -Himachalene 1469 1479 1702 1708 SH 0.6 - - GC-RI,13C-NMR

61 GermacreneD 1476 1479 1709 1708 SH - 0.2 1.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

62 -Humulene 1485 1483 1724 1716a SH 0.8 - 0.1 GC-RI,13C-NMR

63 -Muurolene 1490 1496 1721 1723 SH 0.2 - - GC-RI,GC-MS

64 -Selinene 1491 1490 n.i. 1728≠ SH - - 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

65 -Cadinene 1504 1507 1750 1763 SH 1.2 0.6 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

66 -Himachalene 1505 1500 1715 1723 SH 2.8 - - GC-RI,GC-MS

67 trans-Calamenene 1508 1517 1826 1823 SH 0.4 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

68 -Cadinene 1514 1520 1751 1756 SH 5.0 0.9 0.3 GC-RI,GC-MS

69 ar-Himachalene 1522 1528 1715 n.i. SH 0.4 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

70 -Calacorene 1527 1527 1908 1921 SH 0.1 - - GC-RI,GC-M

71 -Cadinene 1529 1534 1785 1769 SH 0.1 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

72 -Calacorene 1547 1541 1934 1940 SH 0.3 - - GC-RI,GC-M

73 Caryophyllene oxide 1568 1578 1975 1986 SO 0.8 0.4 - GC-RI,GC-MS

74 Longiborneol 1583 1597 2057 2157 SO 0.8 0.2 - GC-RI,13C-NMR

75 HumuleneepoxideII 1592 1602 2036 2047 SO 0.2 0.1 - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

76 τ-Cadinol 1624 1633 2162 2169a SO 1.2 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

77 -Muurolol 1631 1628i 2177 2179i SO - 0.2 - GC-RI,GC-MS,13C-NMR
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78 Himachalol 1632 1647j 2223 2135j SO 1.3 - - GC-RI,13C-NMR

79 -Cadinol 1636 1643 2223 2227 SO 0.4 - - GC-RI,MS,13C-NMR

80 Dehydroabietal 2030 2219j n.i. n.i. DO - 0.3 - GC-RI,13C-NMR

81 Abietadiene 2085 2071 2478 2450 DH - 0.2 - GC-RI,MS,13C-NMR

Ordred’élutionestdonnésurcolonneapolaire,exceptéceuxmarquésd'un*(colonnepolaire);

RIa,RIp:indicesderétentionsurcolonneapolaretpolar,respectivement;RIa(lit),RIp(lit),indicesderétentiondela literature;

MS, Spectrométrie de masse ; NMR, Resonance Magnétique Nucléaire; tr, traces ; n.i: non identifié ; M.H : Monoterpènes

hydrocarbonés;M.O.:MonoterpènesOxygénés;S.H.:Sesquiterpèneshydrocarbonés ;S.O.:SesquiterpèneOxygénés;D.H:Diterpènes Hydrocarbonés ; D.O. :

Diterpènes Oxygénés

Les valeurs de RIa/ RIa(lit) et RIp / RIp(lit) suivies des letters (a-j) sont obtenues à partir des références suivantes (Duquesnoy et al., 2007 ; Babushok et

al., 2011 ; Duquesnoyet al., 2006;Bousmahaet al., 2006; Blancet al., 2006 ;Botiet al., 2006; Gonnyet al., 2006; Duquesnoy

etal.,2010;Thaietal.,2019;Nametal.,2015)etlaréférence(≠)[Typedecolonne:Packed;phaseactive:Carbowax20M;Temperature(°C) : 165]) : Andersen and

Falcone (1969)
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L'analyse a permis d'identifier 38, 49 et 50 composés dans les HEs extraites,

respectivement, des cônes, des rameaux et des aiguilles, représentant 93,5 %, 93,8 % et de 86,0

% de la totalité de l'HE. Il est à noter que la composition des HEs de ces parties de la plante

présente des

variations,tantsurleplanqualitatifquequantitatif.Laclassificationdescomposésarévélélarichessedec

eshuilesenmonoterpèneshyrocarbonés

(74.9%pourlescônes,86%pourlesbrancheset46.3%pourlesaiguilles)etsesquiterpèneshyrocarbonés

(2.6%pourlescônes,33.6%pourles branches et 4.3 % pour les aiguilles) (Figure 36).

Figure36:RépartitiondesfamillesdemoléculesprésentesdanslesHEsdesdifférentesparties d’A.

numidica.

En général, les monoterpènes hydrocarbonés constituent les composés majeurs des trois

parties delaplante(Figure 37),en particulierl'-pinene(25.3% pourlescônes, 59.7% pourles

brancheset17.6%pourlesaiguilles),sonisomèrele-pinene(5.6%pourlescônes,12.9%pour les

branches et 6.8 % pour les aiguilles) et le limonene (40.7 % pour les cônes, 10 % pour les

branches et 2.1 % pour les aiguilles).
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Figure37:Diversité(%)descomposésmajeursdesHEsdesdifférentespartiesd’A.numidica

Ainsi,cesanalysesontmontrélaprédominancede composéshydrocarbonésavecuneteneur

combinée allant de 90.5 % pour les branches à 77.5 -79.9 % pour les cônes et les aiguilles,

respectivement. Les composés oxygénés (alcools, esters, aldéhydes, cétones, epoxyde) quant à

eux, ont été qualitativement et quantitativement peu identifiés dans les HEs des trois organes

(Figure 38).

Figure38:Diversité(%)desgroupementsfonctionnelsdescomposésoxygénésdestrois

partiesd’A.numidica
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lesaiguillesetlescônes,respectivement. Ensomme,seulementseptcomposantssontprésentsen

quantité supérieure à 5 % : α-pinène (concentration maximale dans les branches : 59,7 %),

limonène (concentration maximale dans les cônes : 40,7 %), β-pinène (concentration maximale

dans lesbranches :12,9%), camphène (concentration maximale dans lesaiguilles: 10,9 %),(E)- β-

Caryophyllène (concentration maximale dans les aiguilles : 6,5 %), himachala-2,4-diène

(concentration maximale dans les aiguilles : 5,9 %) et δ-cadinène (concentration maximale dans

les aiguilles : 5,0 %). Cependant, malgré le travail d’analyse réalisé, il reste encore un certain

nombre de composés non identifiés.

Les résultatsde cette étude sont similaires à ceuxobtenus par Ramdani et al., (2014)sur les

HEsextraitesdelaparieaérienned’A.numidicadesmontsBabors.Commeprécédemmentillustré

(Tableau10),l’HEdesaiguillesétaitprincipalementcomposéed’α-pinène(22,6%),delimonène (19,7

%), de β-pinène (12,3 %), de camphène (11,2 %) et de β-phellandrène (7,8 %). Cependant,

notreéchantillonnecontenaitqu’unefaiblequantitédelimonène(2,1%).Uneétudeantérieureréalisée

par Tlili-Ait Kaki et al., (2013) a révélé que l'HE extraite des aiguilles d'A. numidica

(recueilliesàSeraidi,Annaba)contenaitdel'acétatedebornyle(29,62%),ducamphène(23,97%) et de

l'α-pinène (13,17%) en tant que constituants majeurs. Récemment, Benouchenne et al., (2022)

ont étudié la composition chimique des huiles essentielles des aiguilles d'A. numidica (recueillies

à djebel Ouahch, Constantine) et ont montré que les principaux constituants volatils

étaientlecaryophyllène(17,31%),l'α-pinène(10,58%),le2,2,6,10-Tétraméthylbicyclo[5.4.0]

undéca-9,11-diène (8,65 %), l'acétate de linalyle (7,41 %), le β-silinène (7,28 %) et le sabinène

(6,88 %). Les résultats de ces deux dernières études ont plutôt montré l’existence de nouveaux

chémotypes différents de ceux des populations naturelles (Babor et Tababort) qui seraient

probablement une expression génétique de l’adaptation de l’espèce aux conditions

pédoclimatiques qui régnaient dans les régions où l’espèce est acclimatée. En outre, Bağci &

Babaç(2003)ontdémontréquelescomposésmajeurspeuventêtrelesmêmes,maisavecquelques

différencesquantitativesdansdiversessous-espècesd'AbiespoussantenTurquie.Ilestimportant de

souligner que l'acétate de bornyle est un composant courant dans diverses huiles de conifères

(Burdock, 2016). De plus, il a été identifié comme l'un des constituants majeurs des huiles

essentielles de plusieurs espèces d'Abies, dont A. alba (Yang et al., 2009), A. sachalinensis

(Laakso &Hiltunen, 1994), A. sibirica (Gerling et al., 2018), A. arnoldiana (Koedam et al.,

1980)etA.koreana(Baranetal.,2007;Ohetal.,2007).DansleurétudesurA.sibirica,Gerling

etal.,(2018)ontconstatéquel'acétatedebornyleétaitlecomposantleplusabondant,représentant

29,4%,suividucamphène(28,8%),del'α-pinène(10,8%)etdu5-3-carène(6,2%).Bienquece composé

ait été produit en quantités relativement plus faibles chez A. numidica, le profil
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(composition)desterpènessemblesimilaireàceluidesautresespèces d'Abies.Cephénomènede

constancequalitativedesprincipauxcomposantsàtraversplusieursespècesd'Abiesaétésouligné

parplusieurschercheurs.Plusspécifiquement,ilaétéobservéquecertainsmonoterpènes,telsque

lelimonène,l'α-pinène,lecamphène, leβ-phellandrèneetleβ-pinène,sontlescomposéslesplus

distinctifsauseindesespècesd'Abies(Schicchietal.,2017).Ilestimportantdesoulignerqueles

variationsdanslacompositionchimiqueetlespourcentagestotauxdecescomposantsdoiventêtre

considéréesdanslecontextedelachimiodiversité.Eneffet,mêmeauseind'unemêmeespèce,des

différencessignificativesdanslacompositiondeshuilesessentiellespeuventsurvenirenfonction de

divers facteurs tels que les conditions climatiques et du sol. Pour illustrer ce point, Gerling et

al.,(2018)ontconstatéunecohérencedanslerendementmoyenmensueldesHEsd'Abiessibirica,

maisdesvariationsqualitativesontéténotéestoutaulongdel'année.Neubeller(1990)aindiqué queleβ-

pinène,l'α-pinèneetlelimonèneétaientlesprincipauxcomposantsdeshuilesessentielles

d'A.albaetd'A.numidica.NonobstantlaproximitégénétiqueentreA.albaetA.numidica(Sanchez-

Robles et al., 2014), il n'est pas approprié à ce stade de considérer ces informations comme des

indicateurs chimiotaxonomiques pour suggérer des similitudes relatives. Par contre, dans

l'analyse des aiguilles d'A. alba réalisée par Zeneli et al. (2001), l'α-pinène, le camphène, le β-

pinène,lelimonèneetl'acétatedebornyleétaientlescomposantsprincipaux.Commedémontré pour A.

alba, le changement d'habitat a entraîné une variation significative des quantités des principaux

constituants de l'huile essentielle.
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Lesactivitésbiologiques

Activités antioxydantes

L'évaluation de l'activité antioxydante ou antiradicalaire repose sur la détermination de la

concentration à laquelle un extrait spécifique devient efficace. Le mécanisme de l'activité

antioxydante est diversifié et peut se manifester à travers différents processus. En raison de sa

complexité,samiseenœuvrenécessitelaréalisationdemultiplestests(Mataetal.,2007).De plus,

étant donné la variété de ces derniers, les résultats d'un unique test ne peuvent fournir qu'une

indication préliminaire de la propriété antioxydante des extraits testés. Il est impératif de

conduire plusieurs tests afin d'obtenir une comparaison plus précise des résultats, couvrant

ainsi un large éventail d'applications potentielles (Alam et al., 2013). Cette démarche permet

de confirmer de manière indiscutable la propriété antioxydante de l'extrait sous-évaluation

(Kanatt et al., 2007). Ainsi, l'effet protecteur antioxydant des huiles essentielles (HEs) issues

de différentes parties d'A. numidica et de P. nigra sp. mauretanica a été évalué in vitro en

utilisantdiversesméthodes.Ces méthodesontétéemployéespourévaluerlacapacitédesHEs à

capturer les radicaux libres, à réduire les composés oxydés et à inhiber la peroxydation des

lipides. L'activité antioxydante des HEs a été déterminée en mesurant leur aptitude à fournir

des électrons ou des atomes (Bibi Sadeer et al., 2020; Ivanova et al., 2020; Platzer et al.,

2021;Munteanu&Apetre,2021),contribuantainsiàstabiliserlesradicauxlibresetàprévenir les

dommages oxydatifs.

La capacité antioxydante a été mesurée par cinq méthodes complémentaires : le pouvoir

réducteurauferricyanuredepotassium,l’activitéantiradicalaireauDPPH,l’activitéscavenger

àl’égarddel’ABTS,letestauphosphomolybdateetletestdeblanchimentduβ-carotène/acide

linoléique

II.1.1. ActivitéscavengerduradicalDPPH●

L’activité antiradicalaire mesure la neutralisation du radical DPPH● par les constituants

des HEs; exprimée en IC50(concentration inhibitrice de 50 % de radicaux). Plus la valeur de

l’IC50est petite, plus l’HE en question est antioxydante. Les résultats relatifs à l’évaluation de

l’activitédepiégeageduradicalDPPH●parlesHEsdesdeuxespècessélectionnéesàpartirdes

différentsorganessontprésentésdansleTableau11etcomparésàl’-tocopherol(antioxydant

deréférence)etàcertainesmoléculespuresdesHEs(caryophylleneoxyde,b-caryophylleneet

carvacrol).

Activitésantioxydantes&antiacétylcholinestérases

152

Lesactivitésbiologiques

Activités antioxydantes

L'évaluation de l'activité antioxydante ou antiradicalaire repose sur la détermination de la

concentration à laquelle un extrait spécifique devient efficace. Le mécanisme de l'activité

antioxydante est diversifié et peut se manifester à travers différents processus. En raison de sa

complexité,samiseenœuvrenécessitelaréalisationdemultiplestests(Mataetal.,2007).De plus,

étant donné la variété de ces derniers, les résultats d'un unique test ne peuvent fournir qu'une

indication préliminaire de la propriété antioxydante des extraits testés. Il est impératif de

conduire plusieurs tests afin d'obtenir une comparaison plus précise des résultats, couvrant

ainsi un large éventail d'applications potentielles (Alam et al., 2013). Cette démarche permet

de confirmer de manière indiscutable la propriété antioxydante de l'extrait sous-évaluation

(Kanatt et al., 2007). Ainsi, l'effet protecteur antioxydant des huiles essentielles (HEs) issues

de différentes parties d'A. numidica et de P. nigra sp. mauretanica a été évalué in vitro en

utilisantdiversesméthodes.Ces méthodesontétéemployéespourévaluerlacapacitédesHEs à

capturer les radicaux libres, à réduire les composés oxydés et à inhiber la peroxydation des

lipides. L'activité antioxydante des HEs a été déterminée en mesurant leur aptitude à fournir

des électrons ou des atomes (Bibi Sadeer et al., 2020; Ivanova et al., 2020; Platzer et al.,

2021;Munteanu&Apetre,2021),contribuantainsiàstabiliserlesradicauxlibresetàprévenir les

dommages oxydatifs.

La capacité antioxydante a été mesurée par cinq méthodes complémentaires : le pouvoir

réducteurauferricyanuredepotassium,l’activitéantiradicalaireauDPPH,l’activitéscavenger

àl’égarddel’ABTS,letestauphosphomolybdateetletestdeblanchimentduβ-carotène/acide

linoléique

II.1.1. ActivitéscavengerduradicalDPPH●

L’activité antiradicalaire mesure la neutralisation du radical DPPH● par les constituants

des HEs; exprimée en IC50(concentration inhibitrice de 50 % de radicaux). Plus la valeur de

l’IC50est petite, plus l’HE en question est antioxydante. Les résultats relatifs à l’évaluation de

l’activitédepiégeageduradicalDPPH●parlesHEsdesdeuxespècessélectionnéesàpartirdes

différentsorganessontprésentésdansleTableau11etcomparésàl’-tocopherol(antioxydant

deréférence)etàcertainesmoléculespuresdesHEs(caryophylleneoxyde,b-caryophylleneet

carvacrol).

Activitésantioxydantes&antiacétylcholinestérases

152

Lesactivitésbiologiques

Activités antioxydantes

L'évaluation de l'activité antioxydante ou antiradicalaire repose sur la détermination de la

concentration à laquelle un extrait spécifique devient efficace. Le mécanisme de l'activité

antioxydante est diversifié et peut se manifester à travers différents processus. En raison de sa

complexité,samiseenœuvrenécessitelaréalisationdemultiplestests(Mataetal.,2007).De plus,

étant donné la variété de ces derniers, les résultats d'un unique test ne peuvent fournir qu'une

indication préliminaire de la propriété antioxydante des extraits testés. Il est impératif de

conduire plusieurs tests afin d'obtenir une comparaison plus précise des résultats, couvrant

ainsi un large éventail d'applications potentielles (Alam et al., 2013). Cette démarche permet

de confirmer de manière indiscutable la propriété antioxydante de l'extrait sous-évaluation

(Kanatt et al., 2007). Ainsi, l'effet protecteur antioxydant des huiles essentielles (HEs) issues

de différentes parties d'A. numidica et de P. nigra sp. mauretanica a été évalué in vitro en

utilisantdiversesméthodes.Ces méthodesontétéemployéespourévaluerlacapacitédesHEs à

capturer les radicaux libres, à réduire les composés oxydés et à inhiber la peroxydation des

lipides. L'activité antioxydante des HEs a été déterminée en mesurant leur aptitude à fournir

des électrons ou des atomes (Bibi Sadeer et al., 2020; Ivanova et al., 2020; Platzer et al.,

2021;Munteanu&Apetre,2021),contribuantainsiàstabiliserlesradicauxlibresetàprévenir les

dommages oxydatifs.

La capacité antioxydante a été mesurée par cinq méthodes complémentaires : le pouvoir

réducteurauferricyanuredepotassium,l’activitéantiradicalaireauDPPH,l’activitéscavenger

àl’égarddel’ABTS,letestauphosphomolybdateetletestdeblanchimentduβ-carotène/acide

linoléique

II.1.1. ActivitéscavengerduradicalDPPH●

L’activité antiradicalaire mesure la neutralisation du radical DPPH● par les constituants

des HEs; exprimée en IC50(concentration inhibitrice de 50 % de radicaux). Plus la valeur de

l’IC50est petite, plus l’HE en question est antioxydante. Les résultats relatifs à l’évaluation de

l’activitédepiégeageduradicalDPPH●parlesHEsdesdeuxespècessélectionnéesàpartirdes

différentsorganessontprésentésdansleTableau11etcomparésàl’-tocopherol(antioxydant

deréférence)etàcertainesmoléculespuresdesHEs(caryophylleneoxyde,b-caryophylleneet

carvacrol).



Activitésantioxydantes&antiacétylcholinestérases

153

Tableau11 :ActivitéinhibitriceduDPPH●desHEsdeP.nigraetd’A.numidica.

Organevégétal CI50(mg/ml)

Pinusnigra

Aiguilles 260.93 ± 37.35A

Branches 93.72 ± 6.85B

Cônes 94,53 ± 3. 86B

Abiesnumidica

Aiguilles 44.86 ± 0.14D

Branches 72.12 ± 1..32C

Cônes 5.39± 0.7E

Moléculesetstandard

-pinene 7.52 ± 0.21E

-caryophyllene 3.43 ± 0.12E

Thymol 0.02 ± 0.00F

Carvacrol 39.28 ± 1.24D

Carvone 6.73 ± 0.18E

Caryophyllene oxyde 6.51 ± 0.47E

-tocopherol 0.142 ± 0.003F

Lesmoyennesnepartageantaucunelettresontsignificativementdifférentes(ddl=12;F

= 141.74 ; P = 0.000).

Les HEs des deux plantes présentent un faible pouvoir antioxydant. En effet, à la

concentration de 100 mg/ml, les HEs des branches et des cones de P.nigra testées réduisent

plus de 50% le radical DPPH, les HEs des feuilles ont inhibé que 31.08 ± 0.11 % du radical

DPPH.Tandisquepourleshuilesessentiellesd’A.numidica,nousn’avonstrouvéqu’unefaible

inhibition à la concentration de 100 mg/mL (pour les branches). Pour les cônes, nous avons

enregistré une activité comparable ou similaire à celle du témoin positif, le -tocopherol et

autres molécules des HEs.

LesHEsobtenuesdedifférentespartiesdesdeP.nigraprésententdesvaleursdeCI50allant

de93.72mg/mLà260.93mg/L,alorsqu’àpartirdesorganesaériensd’A.numidica,lesCI50
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sontde44.86mg/Lpourlesaiguilles,de72.12mg/Lpourlesbranchesetde5.39mg/mLpour les cônes.

Auvudesrésultatsobtenus,lesconclusionssuivantesontétédéduites:

- Les huiles essentielles (HEs) des deux espèces ont la capacité de neutraliser le radical

DPPH●,etcettepropriétéprésentedesvariationsnotables(P<0,05)enfonctiondel'organeet

del'espèceconsidérés.Àl'exceptiondeshuilesextraitesdescônesd'A.numidica,lesautresHEs

examinées ont révélé une capacité limitée à piéger le radical DPPH●,

- Le composé de référence (α-tocophérol) et les molécules (pures) des huiles essentielles

utilisées comme témoins positifs ont démontré une activité antioxydante exceptionnellement

forte, à l'exception du carvacrol pour lequel la valeur de l'CI50observée est supérieure à celles

des huiles essentielles extraites des aiguilles et des cônes d'A.numidica.

- A. numidica présentent les HEs ayant la meilleure activité scavenger du radical DPPH●,

comparativement à celles de P. nigra, pour l’ensemble des organes végétales,

- L'activitéscavengerdeshuilesessentiellesetdesstandardssuitl'ordresuivant:

Thymol >α-tocophérol >-caryophyllene > HEs-cônes (A. numidica) > caryophyllène

oxyde > carvone >-pinene > HEs-feuilles (A. numidica) > HEs-branches (A. numidica) >

HEs-branches (P. nigra) > HEs-cônes (P. nigra) > HEs-feuilles (P. nigra).

Peu d’investigations sur la variation de l’activité antioxydante des HEs des Pinaceae en

fonction de l’organe végétal de l’espèce valorisée ont été décrites dans la littérature. Cela a

rendu nos comparaisons difficile et à limiter nos justifications pour les variations observées.

Selon Yener et al. (2014) et Politeo et al. (2011b), les HEs des feuilles de P. nigra et de

P.nigra ssp. dalmatica de Turquie et de Croatie ont montré une très faible activité de DPPH à

des concentrations < 1 mg/mL. Ces résultats rejoignent ceux trouvés dans la présente étude. Il

est vraisemblable qu'un certain nombre de limitations aient pu influencerles résultats, qu'elles

soient liées à des conditions expérimentales particulières dans les tests DPPH (Apetrei et al.,

2013) ou à d'autres paramètres exogènes. A titre d'exemple, Anderson et al. (1992), ont

soulignélavariationsaisonnière/compositionchimiquedel’activitéantioxydantedesHEsde

P. strobes. Ils ont noté une diminution significative de deux à quatre fois entre l’hiver et l’été.

Cesrésultatscorroborentavecnotreétude,oùdesactivitéssignificativesontétéobtenuesavec des

concentrations > 1 mg/mL.
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Par ailleurs, les activités obtenues avec les huiles essentielles d’A. numidica restent très

faibles par rapport à la molécules de référence. L’huile essentielle extraite à partir des cônes

présente une activité remarquable avec une CI508,32 fois moins que les feuilles et 13,37 fois

moins que les branches. Cette activité pourrait être expliquée par des variations qualitatives et

quantitativesduprofilchimiquedesorganesétudiées. Ilenressortquel’organevégétalleplus

antioxydantestlecônequicontientplusdeterpènesoxygénésquelesautresorganesexaminés suivi

par les HEs des feuilles (CI50 = 44.86 mg/mL) et de celles de branches (CI50 = 72, 12

mg/mL).

Le potentiel antioxydant des HEs dépend principalement de leur contenu chimique

(Bhavaniramya et al., 2019) et est directement lié aux terpènes oxygénés (Ferreira et al.,

2017), en particulier les terpénoïdes avec des groupes phénoliques tels que le méthylchavicol,

lethymoletl'eugénol(Politeoetal.,2011;Nehmeetal.,2021)etpourraientêtreresponsables d'une

forte activité antioxydante (Miladi et al., 2013). Il a également été rapporté que les

hydrocarbures monoterpéniques peuvent être considérés comme des antioxydants actifs, mais

avec une activité moindre que les monoterpènes oxygénés. En revanche, les hydrocarbures

sesquiterpéniques et leurs dérivés oxygénés présentent une très faible activité antioxydante

(Zengin et Baysal, 2014). Par ailleurs, d'autres composants tels que certains alcools, éthers,

cétones et aldéhydes jouent également un rôle clé dans les capacités antioxydantes des huiles

essentielles (Bhavaniramya et al., 2019). De plus, selon les conditions expérimentales et la

composition de l'HE, un effet antagoniste ou synergique peut se produire entre les composés

(Amorati et al., 2013). D'autres facteurs (solubilité des composés ou stéréo sélectivité des

radicaux) dans différents protocoles antioxydants peuvent modifier la capacité de l'huile à

réduire de nombreux radicaux (Grassmann, 2005; Postu et al., 2019).

II.1.2. Activitéantiradicalairedel'ABTS●+

Dans ce modèle, on a également mis en évidence le potentiel antioxydant aussi bien des

HEs extraites, que des molécules de référence, dans lequel on a observé, d’une part un effet

dose-dépendant et, d’autre part une variabilité intraspécifique de l’effet antioxydant. A l’issue

de cette expérimentation, il apparait là aussi de la même manière que pour l’activité

antiradicalaire du radical DPPH, l’effet scavenger à l’égard de l’ABTS est observé à des

concentrationsplusélevées.La meilleureactivitéestenregistréeavecleshuilesd’A.numidica

(lescônes;CI502.15±0.27mg/mL;lesfeuillesavecCI50=33.56±0.46mg/mL).Cesvaleurs

restenttoujoursinférieuresàcellesobtenuespourl’-tocopheroletàcertainesautresmolécules de

référence, utilisées comme un témoin positif (Tableau 12).



Activitésantioxydantes&antiacétylcholinestérases

156

Tableau12 :Activitéinhibitricedel’ABTS●+desHEsdeP.nigraetd’A.numidica.

Organevégétal CI50(mg/ml)

Pinusnigra

Aiguilles 91.12 ± 5.56A

Branches 40.43 ± 3.53D

Cônes 56.89 ± 2.28B

Abiesnumidica

Aiguilles 33.56 ± 0.52E

Branches 50.12 ± 0.12C

Cônes 2.15 ± 0.33GH

Moléculesetstandard

-pinene 25,51 ± 0,19F

-caryophyllene 4,24 ± 0,09G

Thymol 0,01 ± 0,00H

Carvacrol 0.02 ± 0.00H

Carvone 4,77 ± 0,23G

Caryophyllene oxyde 58,24 ± 0,80B

-tocopherol 0,04 ± 0,00H

Les moyennes ne partageantaucunelettre sontsignificativement différentes (ddl =12 ;F

= 688.16 ; P = 0.000).

Contrairement au DPPH, une diminution dans les valeurs des CI50est remarquée pour

chaque organe testé, mais l’activité antioxydante reste toujours faible. Néanmoins, ce test a

montré que l’huile des feuilles possède l'activité la plus faible (CI50= 91.12 ± 5,56 mg/mL).

Comme mentionné précédemment, en raison du manque d’études sur la variation de

l’activitéantioxydantedeshuilesessentielles(HEs)desPinaceaeenfonctiondel’organeetde

l’espècevégétale,l’importancedelarecherchescientifiquesurl’activitéantioxydantedansles

étudessurlacompositionchimiquedeshuilesessentiellesdesplantesaromatiquesenlienavec

l’évaluation de leurs activités biologiques est abondante. De nombreux travaux ont démontré

que l’activité d’une huile essentielle est liée aux composés majoritaires et aux éventuels effets

synergiquesentrelesconstituants(Oussouetal.,2009,Oussouetal.,2010;Saintetal.,2003;
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Kalemba & Kunicka, 2003). En général, les huiles essentielles riches en composés oxygénés

ontuneactivitéanti-radicalaireplusprononcéequecellesàterpèneshydrocarbonés(Benov&

Georgeiv, 1994). En effet, l’huile essentielle des cônes d’A. numidica qui a présenté une plus

grande activité antioxydante est riche en monoterpènes et sesquiterpènes oxygénés (15.7 %).

La manifestation de ces activités est bien cohérente et en accord avec l’hypothèse

précédemmenténoncée.Deplus,descomposéstelsquelethymol,lecarvacrol,l’eugénolsont

reconnuspourleurspuissantespropriétésantioxydantes.Cescomposés,grâceàleurspropriétés

redox, agissent comme des agents réducteurs, donateurs d’hydrogène et d’oxygène singulet

(Rice-Evans et al., 1995; Tepe et al., 2005; Tepe et al., 2007).

II.1.3. Testauphosphomolybdate

La quantification spectrophotométrique de la capacité antioxydante par la méthode du

phosphomolybdène a été considérée comme une bonne alternative pour la détermination de la

vitamine E dans une variété d'échantillons lipophiles (Prieto et al., 1999). En présence

d'antioxydants, le molybdène (VI) est réduit en molybdène (V) par transfert d'électron ou

d'atomed'hydrogène(BibiSadeeretal.,2020).C’estuntestquantitatifparcequelesrésultats sont

exprimés en équivalent d’acide ascorbique. Dans cette méthode particulière, les Figures 39 et

40 illustrent une régression linéaire positive pour toutes les HEs testées. Les résultats

montrent une meilleure activité antioxydante que les tests précédents.

Figure39:ActivitéantioxydantetotaledesHesdeA.numidica.
Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes (P < 0.05).
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Figure40:ActivitéantioxydantetotaledesHesdeP.nigra.

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes (P < 0.05).

Pour l’espèce A. numidica, les HEs des cônes ont présenté une activité supérieure à celle

desfeuillesetdesbranchesdanslagammedeconcentrationsde0,03125à0,125mg/mL,avec

unedifférencestatistiquementsignificative(P<0,05).À0.125mg/mL,lesHEsdesfeuilleset des

branches ont légèrement présenté une forte activité comparativement aux cônes. À des

concentrationsallantde0,125à0,50mg/mL,lesbranchesontprésentél'activitélaplusélevée, suivis

par les cônes et les feuilles, dans cet ordre, avec une différence statistiquement

significative(P<0,05).Enoutre,à0,5mg/mL,lesbranchesontprésentéuneactivitésupérieure

àcelledel'acideascorbiqueà0,25mg/mL,tandisquelescônesetlesfeuillesà0,5mg/mLont montré

une activité supérieure à celle de l'acide ascorbique à 0,2 mg/mL.

LesHEsdesdifférentespartiesdeP.nigraontexhibéuneactivitéréductricedesionsMo+6

proportionnelle à la concentration utilisée. L'HE des cônes a révélé une activité légèrement

supérieureàcelledesfeuillesetdesbranchesauxconcentrationsde0,03125et0,0625mg/mL, avec

une différence statistiquement non significative (P < 0,05) et, une activité faible aux

concentrationsallantde0.125à0.25mg/mL(avecunedifférencestatistiquementsignificative (P <

0,05)). En outre, les HEs des feuilles et des branches ont montré une forte capacité

antioxydanteproportionnelleàlaconcentrationutilisée,surtoutdansl’intervallede0.125à0.25

mg/mL. À 0.5 mg/mL, les HEs des branches se singularisent avec une très forte activité

antioxydante,avecunedifférencestatistiquementsignificative(P<0,05).Parrapportàl'acide

ascorbique, les deux HE ont présenté une activité élevée aux concentrations de 0,03125 et

0,0625 mg/mL, tandis que de faibles activités ont été enregistrées à 0,125,0,25 et 0,5 mg/mL.
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Figure40:ActivitéantioxydantetotaledesHesdeP.nigra.
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En conclusion, le test du phosphomolybdène a montré le meilleur pouvoir antioxydant

parmi tous les échantillons testés, comparé aux systèmes DPPH, ABTS, -carotèneet pouvoir

réducteur.Malheureusement,iln'existepasd'étudesrécentessurlepotentielantioxydantdeP. nigra

ssp. mauretanicaet d’A. numidica ciblant à la fois les feuilles, les branches et les cônes,

quipourraientêtrecomparéesànosrésultats.Ainsi,lemécanismed'actionantioxydantnepeut être

compris sans avoir recours à diverses hypothèses existantes comme, par exemple,

l'influenced'unevariétédeproduitsphytochimiquesactifs,ycompris:vitamines,caroténoïdes,

terpénoïdes, alcaloïdes, flavonoïdes, lignanes, phénols simples, acides phénoliques (Gupta &

Rajpurohit, 2011), la présence ou l'absence de composants hydrocarbonés (Villano et al.,

2007), les méthodes d'extraction/détection (Apetrei et al., 2013).

II.1.4. Pouvoirréducteurauferricyanuredepotassium

CetestpermetdemesurerlacapacitédesHEsàréduirelesionsmétalliquesfer

ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+)en présence d'antioxydants (Goze et al. 2009; Munteanu

&Apetre,2021).Lacapacitéderéductionestunmarqueurimportantdupotentielantioxydant d’un

composé. Elle affiche un profil similaire à celui des concentrations de substances

antioxydantes,dontl’intensitéestréguléeparleurnatureetleurconcentration.Unecapacitéde

réduction élevée indique une activité antioxydante efficace, qui peut être liée à la présence

d’antioxydantsdanslacomposition(telsquelesphénolsoulesdérivésoxygénés)(Prioretal. 2005).

Les figures 41 et 42 montrent que le pouvoir réducteur des HEs et de l'-tocophérol

augmente progressivement avec la concentration.

Figure41:ActivitéantioxydantetotaledesHESd’A.numidica
Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes (P < 0.05).



Activitésantioxydantes&antiacétylcholinestérases

160

Figure42:ActivitéantioxydantetotaledesHesdeP.nigra

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes (P < 0.05).

En ce qui concerne les HEs de P. nigra, à toutes les concentrations testées es feuilles

démontrent une activité supérieure à celle des deux autres organes, avec des différences

statistiquement significatives (P < 0,05). Comparativement à l'-tocophérol et à 0,25 mg/mL,

lesHEsdesbranches(à4et5mg/mL)etdesfeuilles(à4mg/mL)nemontrentpasdevariations

significatives (P < 0,05). Une activité élevée a été notée à 5 mg/mL avec des différences

significatives (P < 0,05) pour les feuilles. Nos résultats sont supérieurs à ceux rapportés par

Ulukanli et al. (2014), concernant le pouvoir réducteur des HEs de P. pinea et P. brutia à 20

mg, qui s'est avéré supérieur à celui de l'-tocophérol (10 mg). Pour les HEs des cônes (à 1 et

2 mg/mL),l’analysedevarianceàdeuxfacteursn’apasrévélédedifférencesignificative(P< 0,05)

par rapport à la capacité réductrice observée dans les deux autres organes aux mêmes

concentrations. Toutefois, une capacité réductrice modérée a été mise en évidence avec des

concentrations de 3 à 5 mg/mL.

Par ailleurs, toutes les HEs d’A. numidica ont montré une capacité réductrice, des ions

Mo6+, à des concentrations supérieures à 1 mg/mL, ce qui était nettement inférieur à la

concentration d'α-tocophérol de 0,25 mg/mL, à l'exception des branches à 5 mg/mL (voir

(Figure 41). Cette différence était statistiquement significative (P < 0,05), sauf pour les

concentrations de 0,25 et 0,5 mg/mL, où aucune des HE ne présentait d'activité antioxydante.

Les feuilles ont montré une activité plus élevée que les branches et les cônes à 1 et 2 mg/mL.

À 3 et à 5 mg/mL, les branches présentent l'activité la plus élevée, suivie de feuilles et cônes,

respectivement.
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Au terme de cette activité, les résultats du pouvoir réducteur enregistrés, pour toutes les

HEs testées, semblent être meilleurs que ceux de la décoloration des cations radicaux dérivés

de l’ABTS et de la décoloration des radicaux DPPH.

II.1.5. Evaluationdel’activitéantioxydanteparla méthodeβ-carotène/acide linoléique

C'est l'une des méthodes complémentaires utilisées pour le criblage de substances

antioxydantes.Elleest basée surleprincipequel'acide grasinsaturé,acidelinoléique,s'oxyde

spontanément avec les espèces réactives de l'oxygène (ROS) présentes dans l'eau riche en

oxygène. Cela est attribué à l’acide linoléique qui génère des hydro-peroxydes lors de son

incubation à 50°C (Kubola & Siviamornpun, 2008). Ces hydro-peroxydes attaquent les

insaturationsduβ-carotène,cequientraîneladisparitiondesacouleurdistinctive.Ledegréde

décoloration est mesuré par spectrophotométrie et utilisé comme une estimation de l'activité

antioxydante (Khadri et al., 2008).

La méthode -carotène/acide linoléique est pertinente pour l’étude des antioxydants

lipophiles (Andrade et al. 2013). Néanmoins, cette méthode a fait l’objet de nombreuses

critiques en raison de sa reproductibilité limitée et des problèmes de quantification (Prieto et

al.2012).Lesrésultatsdel’activitéantioxydanteparlaméthodedu-carotène/acidelinoléique

(Figure 43) montrent que toutes les HEs ont été, néanmoins, des inhibiteurs moins puissants

de l'oxydation du système β-carotène/acide linoléique que la molécule de référence, l’α-

tocophérol qui présentait une CI50de l’ordre 0,50 ± 0,015 mg/mL

Les résultats obtenus avec les huiles essentielles de P. nigra indiquent une activité

protectricemodéréeenversleβ-carotène.Lesvaleursd’CI50calculéespositionnentlesfeuilles en

tête (CI50= 1,44 ± 0,16 µg/mL), avec une efficacité notablement inférieure à celle de l’α-

tocophérol,maissensiblementsupérieureàcelledesaiguilles(CI50=1,59±0,01µg/mL)etdes cônes

(CI50= 2,64 ± 0,17 mg/mL).

En ce qui concerne les HES d’A. numidica, selon ce test, l'activité antioxydante la plus

élevée a été de nouveau associée à l’-tocopherol (CI50= 0.5 ± 0.15 mg/mL) suivie par l’HE

des feuilles (CI50= 1,421 ± 0,265 mg/mL) et de l’HE des branches (CI50= 3,624 ± 0,232

mg/mL). Cependant, l’HE des cônes est apparue moins active (CI50= 9,328 ± 0,333 mg/mL).

Comme illustré dans la Figure 43, ces données révèlent divers niveaux de protection contre

l’oxydationduβ-carotène,l’α-tocophérolsedistinguant comme l’antioxydantleplusefficace.

Encomparaison,l’ABTSetleDPPHontdémontréuneefficacitésupérieureparrapportautest
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du-carotène,avecdesactivitésplusélevéesobservéesàdesconcentrationsfaibles(1-5 mg/mL).
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4,00

2,00

0,00

HEsdesdifférentsorganesvégétaux
(Lesmoyennesnepartageantaucunelettresontsignificativementdifférentes: ddl

= 6; F = 662.13; P = 0.000)

Figure43:Blanchissementdela-carotèneparlesHEsdeP.nigraetd’A.numidica.

Au terme des tests de l’activité antioxydante des HEs étudiées lors de ce travail, la

variabilité, la variation, l’adéquation et l’efficacité de ces extractibles renforce le postulat de

multiplicité des tests antioxidants pour en tirer une conclusion sur la nature et l’intensité de

l’activité antioxydante révélée. Lee & Shibamoto (2002) ont souligné l'importance de mettre

au point des tests fiables pour mesurer avec précision l'activité antioxydante des antioxydants

naturels. Ils ont noté que le comportement antioxydant est souvent plus complexe dans les

systèmeshydrophilesquedanslessystèmeslipophiles.Parconséquent,lessystèmeslipophiles

peuventfourniruneévaluationplusprécisedel'activitéantioxydantedescomposésnonpolaires ou

moins polaires. La justification de la recherche scientifique de l’activité antioxydante issue

deressourcesvégétales,n’estplusàdémontrer,enraison,d’unepart,del’apportpositifdeces

moléculesnaturellessurlaconservationdesdenréesalimentaires,et,d’autrepart,deleursrôles

protecteurs vis-à-vis du stress oxydatifdû à l’excès de radicaux libres, et associé notamment à
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Évaluationdel'activitéanticholinestérase

Les HEs ont été évaluées, in vitro, pour leur capacité à inhiber les enzymes

acétylcholinestérase(AChE)etbutyrylcholinestérase(BChE)enutilisantlaméthoded'Ellman

(avec quelques modifications).

TouteslesHEsontinhibél'AChEdeplusde50%àlaconcentrationde45μg/mL(Tableau

13).

Tableau13 :Activitéinhibitrice(%)delacholinestérase(AChEetBChE)desHEsde P. nigra et

d’A. numidica.

Echantillon [AChECI50](μg/mL) AChEa BChEa

P. nigra (Aiguilles) 0.46 95.52 15.04

P. nigra (Branches) 29.55 92.28 20.60

P. nigra (Cônes) 26.36 82.88 33.43

A.numidica(Aiguilles) 4.09 77.88 26.47

A.numidica(Branches) 2.73 93.89 19.10

A.numidica(Cônes) 13.64 69.15 33.23

**IC50-concentration(μg/mL)nécessairepouratteindre50%d'inhibitiondel'enzyme,

**a-pourcentaged'inhibitionpourlaconcentrationmaximaletestée(45μg/mL).

L'inhibitionétaitde95.52%pourlesaiguilles,92.28%pourlesbrancheset82.88%pour les

cônes de P. nigra. Les concentrations d’HEs nécessaires pour réduire l'activité de l'AChE

de50%(CI50)étaientde0.46μg/mLpourlesaiguilles,29.55μg/mLpourlesbrancheset26.36

μg/mLpourlescônes.Lesaiguillesétaientcomparablesàlatacrine,unemoléculederéférence (CI50=

1.21 μg/mL), en termes d'inhibition de l'AChE, tandis que les branches et les cônes avaient

des IC50supérieurs.

En ce qui concerne l'inhibition de la BChE, les HEs étaient moins efficaces que pour

l'AChE et la tacrine, même à la concentration la plus élevée testée de 45 μg/mL. Les

pourcentages d'inhibition de la BChE étaient de 33.43 % pour les cônes, 15.04 % pour les

aiguilles et 20.60 % pour les branches.

Pour A. numidica, toutes les huiles essentielles testées ont fortement inhibé l’enzyme

AChE, avec des taux d’inhibition supérieurs à 50 % à 45 μg/mL (concentration maximale

utilisée):93,89%pourlesbranches,77,88%pourlesaiguilleset69,15%pourlescônes.Les

concentrationsnécessaires pour inhiber l’AChEde50% (CI50)étaient de 2,73μg/mLpour les
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branches, 4,09 μg/mL pour les aiguilles et 13,64 μg/mL pour les cônes, avec les branches se

rapprochant de l’efficacité de la tacrine (CI50 = 1,21 μg/mL). En revanche, ces huiles étaient

moinsefficacescontrelaBChEquecontrel’AChEetlatacrine,avecdesinhibitionsde33,23% pour

les cônes, 26,47 % pour les aiguilles et 19,10 % pour les branches à 45 µg/mL.

La forte activité anticholinestérase des HEs analysées peut être attribuée à leur profil

chimiquespécifique,etlesvariationsdecetteactivitépourraients’expliquerparlesdifférences de

concentration des composés actifs présents dans les huiles issues de diverses parties des

plantes étudiées.

Eneffet,uneétudesurlespinsdeCalabre(Italie)arévéléuneinhibitionnotabledel’AChE

etdelaBChEparlesHEs,surtoutcellesdesaiguillesdeP.heldreichiisubsp.leucodermis(CI50de 51,1

μg/mL pour l’AChE et 80,6 μg/mL pour la BChE). Les HEs de P. nigra subsp. nigra

ontaussimontréuneforteinhibitiondel’AChE(CI50de94,4μg/mL).Descomposants(parmi ceux

identifiés) tels que le terpinolène, le β-phellandrène, l’acétate de linalyle, le trans-

caryophyllène et le terpinen-4-ol ont été évalués, avec le trans-caryophyllène et le terpinen-4-

ol inhibant la BChE avec des IC50de 78,6 et 107,6 μg/mL, respectivement. Le β-phellandrène

a démontré une sélectivité pour l’AChE avec un CI50 de 120,2 μg/mL (Bonesi et al., 2010).

Par ailleurs, l’α-pinène et le β-pinène, majoritaires dans les HEs de P. nigra subsp. dalmatica,

ontétéassociésàuneforteinhibitiondel’AChE,cequipourraitjustifierl’efficacitéélevéedes HEs de

cette sous-espèce (Politeo et al., 2011). De même, Khouja et al. (2020) ont associé l’activité

anticholinestérasique des huiles essentielles de pin d’Alep à la présence d’α-pinène, deβ-

pinène,deβ-caryophyllèneetd’oxydedecaryophyllène,connuspourinhiberlesenzymes

cholinestérasiquesliéesàlamaladied’Alzheimeretquiontétélargementsignalésdansd’autres

travauxsurl’activitéanticholinesterase(Kivraketal.,2009;Feitosaetal.,2017;Karakaya et al.,

2019). Toutefois, l’étude n’a pas trouvé de corrélation directe entre la concentration de

cescomposésetl’inhibitiondescholinestérases,suggérantunesynergieentrelesterpènesdans les

HEs de P. halepensis étudiées.

Le bon potentiel inhibiteur de l'AChE des HEs d’A. numidica résulter de la présence l'α-

pinène,deβ-pinèneetdelimonène,reconnuspourleureffetinhibiteursurcetteenzyme(Perry,

2000;Burčul et al., 2020). Cependant, les HEs d’A. numidica de Djebel El-ouahch

(Constantine) ont montré une faible inhibition de l’AChE (CI50 = 153,92 ± 1,94µg/ml) à 200

µg/mL(Benouchenneetal.,2022).Parailleurs,Mokaddem-Darouietal.(2021)onttrouvé



Activitésantioxydantes&antiacétylcholinestérases

165

que l’extrait méthanolique des cônesd’A. numidica de la même région présenteune inhibition

modérée de la BChE et est inefficace contre l’AChE.

L’inhibition des cholinestérases par les HEs dépend des interactions complexes entre les

différentesclassesdecomposésterpéniques(Yeneretal.,2014;Benabdellahetal.,2018).Il a

également été signalé que certains composés isolés exercent des propriétés

acétylcholinestérasiques et butyrylcholinestérasiques considérables lorsqu'ils sont testés

individuellement (Bonesi et al., 2010 ; Aaza et al., 2011).
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Activités antibactériennes des Huiles Essentielles de P. nigra et d’A.

numidica

Des essais antibactériens ont été effectués en utilisant différentes dilutions des HEs d'A.

numidica et de P. nigra (1/2, 1/5, 1/10 V/V). L'ampicilline a servi d'antibiotique de référence.

LesrésultatsdesessaisantibactérienssontrésumésdansleTableau14pourP.nigraetle

Tableau15pourA.numidica.Lesconcentrationsminimalesinhibitrices(CMI)sontprésentées dans

les Tableaux 16 et 17

Les diamètres des zones d'inhibition (DZI) en millimètres ont été mesurés pour évaluer

l'efficacité des HEs et de l'ampicilline contre trois souches bactériennes : Dickeya dadantii,

DickeyasolanietPectobacteriumcarotovorumsubsp.carotovorum.Unezoned’inhibitionplus

grande indique une activité antibactérienne plus forte. Les essais ont été répétés deux fois en

triplicata, et les valeurs moyennes sont présentées dans les Tableaux 14 et 15.

La CMI de nos HEs a été évaluée par la méthode de microdilution en bouillon, utilisant

des microplaques stériles à 96 puits remplies de 95 µL de milieu de culture et de 5 µL de

suspensionbactérienne,avecunétalondeturbiditédeMcFarland0,5,letoutmélangéavec100 µL

d'huile essentielle à différentes concentrations.

Uneanalysestatistique(ANOVAàdeuxfacteurs)aétéréaliséepourexaminerl'influence

delaconcentrationdesHEsetdessouchesbactériennessurlazoned’inhibition.Leslettresen

exposantsuivantlesvaleursmoyennesindiquentdesdifférencesstatistiquesentrelesgroupes,

comme déterminé par le test de Student–Neuman–Keuls (P < 0.05).

Pinusnigrasp.mauretanica

Le Tableau 14 présente des données sur l'activité antibactérienne des HEs de P. nigra et

de l'ampicilline utilisée comme témoin contre différentes souches bactériennes. On remarque

nettement que l'efficacité varie en fonction de l'organe (aiguilles, branches, cônes) et de la

souchebactériennetestée.Pourlasouche Dickeyadadantii,onobservequelesDZIvarientde 7,31

mm à 13,77 mm en fonction de la dilution et de l'organe de la plante. La souche Dickeya

solanimontreégalementdesdifférencesnotables,avecdesDZIallantde7,86mmà12,22mm. Enfin,

la souche Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum présente des DZI allant de 6,79

mm à 14,46 mm. Relativement, les HEs extraites des branches à la concentration la plus

élevée(dilution1/2)montrentlesplusgrandesactivitésantibactériennes(entre12,22et13,77).
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Cependantlaplusgrandevaleur (14.46±3.37)estenregistréechezlescônesàunedilutionde 1/2.

L'ampicilline,letémoinpositif,amontréuneactivitéinhibitricecohérentecontretoutesles

souchestestéesetelleaégalementprésentélesniveauxd'inhibitionlesplusélevés(entre30,79 et

33,06). L'activité des HEs est dépendante de la concentration, ce qui signifie que plus la

concentration est élevée, plus l'effet antibactérien est important.

Selon les références ci-après, la sensibilité des souches est en général (+). La sensibilité

auxdifférenteshuilesaétéclasséeenfonctiondudiamètredeshalosd'inhibition:nonsensible (-) pour

les diamètres inférieurs à 8 mm ; sensible (+) pour les diamètres de 9 à 14 mm ; très sensible

(++) pour les diamètres de 15 à 19 mm et extrêmement sensible (+++) pour les diamètres

supérieurs à 20 mm (Duraffourd et al., 1990 ; Ponce et al., 2003).
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Tableau14 :Activitésantibactériennes(diamètredeszonesd’inhibition)desHEsdeP.nigraetdel'ampicilline(antibiotiquederéférence).

Organe /

Antibiotique

A
iguilles

B
ranches

C
ones

Antibiotique

Diamètredelazoned’inhibition

Dilution

(v/v)

Souche

1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10

Dickeyadadantii
10,161cde

± 1,5

8,91def

± 0,78

7,50ef

± 0,4

13,77ab

± 1,48

11,33bcd

± 1,4

7,48ef

± 0,08

8,52def

± 1,12

7,36ef

± 0,5

7,31ef

± 0,8

31,15

± 1,5

Dickeyasolani
9,41cdef

± 1,53

9,45cdef

± 1,25

7,81ef

± 0,63

12,22abc

± 2,93

8,71def

± 1,00

7,75ef

± 0,33

9,82cdef±

0,36

8,72ef

± 0,75

7,86ef

± 0,68

30,79

± 1,3

Pectobacterium

carotovorumsubsp

carotovorum

7,04f

±0,48

8,3ef

± 1,12

7,2def

± 0,6

12,25abc

± 1,32

8,23ef±

1,31

7,26f

± 0,7

14,46a±

3,37

6,79f

± 0,72

7.89ef

± 0,77

33,06

± 1,9

Diamètre de la zone d'inhibition (DZI) : les valeurs comprennent le diamètre du disque (6 mm). L'ampicilline a été utilisée comme témoin

positif.Lesvaleursontétéexpriméesenmoyenne,oùtouteslesexpériencesontétérépétéesdeuxfoisentriplicata.Lesvaleursmoyennesdansles colonnes

suivies de lettres en exposant différents montrent une différence statistique selon le test de Student-Neuman-Keuls (p < 0,05).
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Les CMI des HEs de P. nigra varient en fonction des parties de la plante et des souches

bactériennes testées (Tableau 15). Pour les aiguilles et les branches, aucune efficacité

significativen'aétéobservéecontrePectobacteriumcarotovorumsubsp.carotovorum,Dickeya

dadantiietDickeyasolani,avecdesCMIsupérieuresà2mg/mL.Toutefois,lesHEssemblent plus

efficaces contre Dickeya solani, montrant une CMI égale ou inférieure à 2 mg/mL. Cette

tendance se répète pour les cônes, où les HEs n'ont pas montré d'efficacitésignificative contre

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum et Dickeya dadantii, mais ont affiché une

inhibition notable contre Dickeya solani, avec une CMI égale ou inférieure à 2 mg/mL.

Tableau15 :Concentrationminimaleinhibitrice(CMI)deshuilesessentielles P.nigracontre les

souches bactériennes testées.

Organe Souchesbactériennes
MIC

(mg/mL)

Aiguilles

Pectobacteriumcarotovorumsubsp.carotovorumCFBP

5387
>2

DickeyadadantiiCFBP3855 >2

DickeyasolaniCFBP8199 >2

Branches

Pectobacteriumcarotovorumsubsp.carotovorumCFBP

5387
>2

DickeyadadantiiCFBP3855 >2

DickeyasolaniCFBP8199 ≤ 2

Cones

Pectobacteriumcarotovorumsubsp.carotovorumCFBP

5387
>2

DickeyadadantiiCFBP3855 >2

DickeyasolaniCFBP8199 ≤ 2

La recherche sur l'activité antibactérienne contre les Pectobacteriaceae, une famille de

bactériesresponsablesdemaladiesdepourrituredesplantes,revêtunegrandeimportance.Peu

d’études se sont penchées sur les éventuelles propriétés antibactériennes des HEs contre les

Pectobacteriaceae. Cependant, il convient de noter qu'il existe un certain nombre d'études qui

se sont concentrées sur les propriétés antibactériennes vis-à-vis de certaines bactéries de la

famille des Enterobacteriaceae. Pour illustrer ce point, l'étude menée par Elaissi et al. (2012)

aévaluél'activitéantibactériennede15HEsd'Eucalyptuscontredessouchesderéférence
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d'Enterobacteriaceae, notamment Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus

faecalisetStaphylococcusaureus.Leschercheursontutilisélaméthodedediffusionsurdisque

etontconstatéqueplusieursHEsd'Eucalyptusprésentaientuneactivitéantibactériennecontre ces

souches (Elaissi et al., 2012).

Il est essentiel de souligner que les recherches spécifiquement axées sur l'activité

antibactérienne des HEs contre Dickeya dadantii, Dickeya solani et Pectobacterium

carotovorum subsp. carotovorum sont encore plus rares. De plus, peu d’études ont ciblé P.

nigra sp. mauretanica, en raison de sa distribution géographique limitée en tant qu'espèce

endémique.

Les résultats de l'étude révèlent plusieurs tendances significatives. Tout d'abord, l'activité

antibactériennedesHEsestclairementdépendantedelaconcentration,avecuneaugmentation

del'efficacitéàmesurequelaconcentrationaugmente.Lasensibilitédessouchesbactériennes aux

différentes HEs est en général positive, comme indiqué par les DZI.

Il est important de noter que l'efficacité des HEs varie en fonction de l'organe d'origine

(aiguilles, branches, cônes) ainsi que de la souche bactérienne testée. Les HEs provenant des

branchesprésententuneactivitéantibactérienneplusmarquéeàladilutionlaplusélevée(1/2), ce qui

suggère la présence de composés particulièrement efficaces dans les branches.

La composition chimique des HEs de P. nigra varie considérablement en fonction de la

partie de la plante (aiguilles, branches, cônes). Les composés tels que l'α-pinène, le (E)- β -

caryophyllène et le β-pinène montrent des variations notables, ce qui peut avoir un impact sur

les propriétés et les applications des HEs extraites de différentes parties de la plante.

En ce qui concerne l'α-pinène, les résultats indiquent qu'il est prédominant dans les cônes

(58,1%)etlesbranches(55,7%),tandisqu'ilestprésentenquantitémoindredanslesaiguilles (9,4 %).

Hormis les proportions relatives en α-pinène, certaines études menées sur les effets

antimicrobiensetantipaludiquesd'α-etβ-pinèneontrévélédesrésultatsintéressants.Encequi

concerne l'activité antimicrobienne, il a été démontré que le (+)-β-pinène possède une activité

environ 2 à 12 fois plus élevée que le (+)-α-pinène contre diverses souches bactériennes,

notamment Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, et la levure Candida

albicans(VanZyletal.,2006).Cetteactivitéantimicrobienneaétéattribuéeàlacapacitéd'α- etβ-

pinènedeperturberl'intégritécellulairedecesmicro-organismes,cequilesrendefficaces
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contre un large éventail de bactéries à la fois Gram positif et Gram négatif, ainsi que Candida

albicans.

Deplus,l'effetantimicrobiendesénantiomèresd'α-etβ-pinèneaétéétudiéparSilvaetal. (2012).

Ces énantiomères ont montré des valeurs de CMI allant de 117 à 6250 µg/mL contre divers

micro-organismes, notamment Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Rhizopus

oryzae, et Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline (MRSA) (Silva et al., 2012). Les

énantiomèrespositifsontmontréunecapacitéélevéeàéliminer100%deCandidaalbicansen 60

minutes, tandis que MRSA nécessitait 6 heures pour être totalement éliminé.

D'autresdérivésdeα-pinèneontégalementétéévalués,montrantquele(+)-α-pinèneavait une

action modérée contre certaines bactéries, tandis que d'autres dérivés (tels que les β- lactames,

les esters aminés et les alcools aminés) présentaient des propriétés antimicrobiennes

significatives (Dhar et al, 2014 ). Il est intéressant de noter que les énantiomères négatifs d'α-

pinène ne présentaient aucune activité antimicrobienne.

En ce qui concerne les cônes, les résultats sont plus variables. La dilution 1/2 montre une

forte activité contre la souche Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum, tandis que la

dilution 1/5 présente la plus faible activité contre toutes les huiles essentielles. Cette variation

souligne l'importance de la concentration dans l'efficacité des HEs extraites des cônes.

L'analyse des CMI présentées dans le Tableau 16 révèle des distinctions qualitatives et

quantitatives marquées entre les HEs extraites des trois parties de P. nigra. Ces observations

mettentenlumièrelepotentielsignificatifdesHEsentantqu'agentsantibactériens,notamment celles

provenant des branches et des cônes. Les HEs de P. nigra semblent avoir une efficacité

limitée contre les souches de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum et Dickeya

dadantii,enparticulierlorsqu'ellessontextraitesdesaiguillesetdesbranches.Cependant,elles

semblent plus efficaces contre Dickeya solani, en particulier à partir des cônes, avec une CMI

égaleouinférieureà2mg/mL.Cesrésultatsindiquentunevariabilitédansl'activitéinhibitrice en

fonction des parties de la plante et des souches bactériennes.

Abies numidica

LeTableau16présentedesdonnéessurl'activitéantibactériennedesHEsd'A.numidica

etdel'ampicilline,utiliséecommetémoin,contredifférentessouches bactériennes.

Lesaiguilles,lesbranchesetlescônesd’A.numidicaonttousmontréuneactivitéantibactérienneco

ntrelessouchesbactériennestestées.Lesrésultatsdesessaisantibactériens

Activitéantimicrobiennedeshuilesessentielles

176

contre un large éventail de bactéries à la fois Gram positif et Gram négatif, ainsi que Candida

albicans.

Deplus,l'effetantimicrobiendesénantiomèresd'α-etβ-pinèneaétéétudiéparSilvaetal. (2012).

Ces énantiomères ont montré des valeurs de CMI allant de 117 à 6250 µg/mL contre divers

micro-organismes, notamment Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Rhizopus

oryzae, et Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline (MRSA) (Silva et al., 2012). Les

énantiomèrespositifsontmontréunecapacitéélevéeàéliminer100%deCandidaalbicansen 60

minutes, tandis que MRSA nécessitait 6 heures pour être totalement éliminé.

D'autresdérivésdeα-pinèneontégalementétéévalués,montrantquele(+)-α-pinèneavait une

action modérée contre certaines bactéries, tandis que d'autres dérivés (tels que les β- lactames,

les esters aminés et les alcools aminés) présentaient des propriétés antimicrobiennes

significatives (Dhar et al, 2014 ). Il est intéressant de noter que les énantiomères négatifs d'α-

pinène ne présentaient aucune activité antimicrobienne.

En ce qui concerne les cônes, les résultats sont plus variables. La dilution 1/2 montre une

forte activité contre la souche Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum, tandis que la

dilution 1/5 présente la plus faible activité contre toutes les huiles essentielles. Cette variation

souligne l'importance de la concentration dans l'efficacité des HEs extraites des cônes.

L'analyse des CMI présentées dans le Tableau 16 révèle des distinctions qualitatives et

quantitatives marquées entre les HEs extraites des trois parties de P. nigra. Ces observations
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Lesaiguilles,lesbranchesetlescônesd’A.numidicaonttousmontréuneactivitéantibactérienneco

ntrelessouchesbactériennestestées.Lesrésultatsdesessaisantibactériens
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contre un large éventail de bactéries à la fois Gram positif et Gram négatif, ainsi que Candida
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ontmontréquel'efficacitédesHEsd'A.numidicavariaitenfonctiondel'organedelaplanteet de la

souche bactérienne. Pour la souche Dickeya dadantii, on observe que les DZI varient de 6,35

mm à 12,55 mm en fonction de la dilution et de l'organe de la plante. La souche Dickeya

solanimontreégalementdesdifférencesnotables,avecdesDZIallantde7,25mmà15,99mm. Enfin,

la souche Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum présente des DZI allant de 6,57

mm à 13,19 mm

Pour Dickeya dadantii, l'activité antibactérienne la plus forte a été observée avec les

aiguilles (12,55 ± 4,92) et cônes (12,39 ± 1,56) à des concentrations de 1/2. Dickeya solani a

montré la plus grande sensibilité aux branches à une concentration de 1/2 (15,99 ± 5,76).

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum a présenté une sensibilité significative aux

cônesàuneconcentrationde1/2(13,19±0,51).L'ampicilline,utiliséecommecontrôlepositif, a

démontré une constante capacité inhibitrice (entre 30,79 et 33,06) envers toutes les souches

examinées et a également affiché le degré d'inhibition le plus élevé. L'activité des HEs est

dépendante de la concentration, ce qui signifie que plus la concentration est élevée, l'effet

antibactérien est plus important.

Selon les références ci-après, la sensibilité des souches est en général (+). La sensibilité

auxdifférenteshuilesaétéclasséeenfonctiondudiamètredeshalosd'inhibition:nonsensible (-) pour

les diamètres inférieurs à 8 mm ; sensible (+) pour les diamètres de 9 à 14 mm ; très sensible

(++) pour les diamètres de 15 à 19 mm et extrêmement sensible (+++) pour les diamètres

supérieurs à 20 mm (Duraffourd et al., 1990 ; Ponce et al., 2003).
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Tableau16 :Activitésantibactériennes(diamètredeszonesd’inhibition)desHEsd’A.numidicaetdel'ampicilline(antibiotiquederéférence).

Organe /

Antibiotique

A
iguilles

B
ranches

C
ones

Antibiotique

Diamètredelazoned’inhibition

Dilution

(v/v)

Souche

1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10

Dickeya

dadantii

12,55abc

± 4,92

8,69cdef

± 2,60

6,65f

± 0,48

8,99cdef

± 2,04

7,003f

± 0,71

6,35f

± 0.69

12,39abcd

± 1,56

8,47def

± 0,7

7,53ef

± 0,59

31,15

± 1,5

Dickeyasolani
7,39f

± 0,23

8,35ef

± 1,18

7,89ef

± 0,81

15,99a

± 5,76

7,63ef

± 0,38

6,68f

± 0,1

11,46bcde

± 1,76

8,17ef

± 0,46

7,25f

± 0,49

30,79

± 1,3

Pectobacterium

carotovorum

subsp

carotovorum

9,99bcdef

± 1,09

6,73f

± 0,59

6,57f

± 0,48

8,55cdef

± 0,94

8,54def

± 1,46

7.32f

± 0.32

13,19ab

± 0,51

8,24ef

± 0,84

6,78f

± 0,62

33,06

± 1,9

Diamètredelazoned'inhibition(DZI):lesvaleurscomprennentlediamètredudisque(6mm).L'ampicillineaétéutiliséecommetémoinpositif.

Lesvaleursontétéexpriméesenmoyenne,oùtouteslesexpériencesontétérépétéesdeuxfoisentriplicata.Lesvaleursmoyennesdansles colonnes suivies

de lettres en exposant différents montrent une différence statistique selon le test de Student-Neuman-Keuls (p < 0,05).
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LeTableau17présentelesCMIdeshuilesHEs d’A.numidicacontredifférentessouches

bactériennes. Pour les aiguilles, aucune efficacité significative n'a été observée contre

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum et Dickeya dadantii, avec des CMI

supérieures à 2 mg/mL. Les branches montrent une tendance similaire, avec une faible

inhibitiondelacroissancebactériennecontrecesmêmessouches.Encequiconcernelescônes, les

HEs ne sont pas efficaces contre Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum et Dickeya

dadantii, indiquant une absence d'inhibition significative. Cependant, il est important de noter

que contre Dickeya solani, les cônes montrent une inhibition significative, avec une CMI

égale ou inférieure à 1 mg/mL.

Tableau17 :Concentrationminimaleinhibitrice(CMI)deshuilesessentiellesd’A.numidica

contrelessouchesbactériennestestées.

Organes Souchesbactériennes MIC(mg/mL)

Aiguilles

Pectobacteriumcarotovorumsubsp.carotovorumCFBP

5387
>2

DickeyadadantiiCFBP3855 >2

DickeyasolaniCFBP8199 >2

Branches

Pectobacteriumcarotovorumsubsp.carotovorumCFBP

5387
>2

DickeyadadantiiCFBP3855 >2

DickeyasolaniCFBP8199 ≤2

Cones

Pectobacteriumcarotovorumsubsp.carotovorumCFBP

5387
>2

DickeyadadantiiCFBP3855 >2

DickeyasolaniCFBP8199 ≤ 1

Les données du tableau précédent indiquent une activité antibactérienne dépendante de la

concentration pour presque toutes les HEs. Les niveaux d'activité antibactérienne varient en

relation avec l'organe de la plante (aiguilles, branches, cônes) et la souche bactérienne

considérée. De manière notable, les HEs extraites des branches à une concentration de ½ ont

démontré relativement une plus grande efficacité contre Dickeya solani.
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CesHEs,caractériséesparunecompositiondominéeparl'α-pinèneàhauteur de59.7%et le β-

pinène à 12.9%, ainsi que la présence notable du limonène à 10.0%, pourraient être à l’origine

de cette activité.

Il convient de noter que certaines études ont mis en lumière que l'efficacité des HEs peut

être liée à la nature de leurs énantiomères, qu'ils soient positifs ou négatifs. À titre d'exemple,

les activités antimicrobiennes des isomères et énantiomères du pinène ont été évaluées contre

diverses cellules bactériennes et fongiques, dont Candida albicans, Candida neoformans et

Rhizopus oryzae. Les tests de diffusion en agar ont révélé que seuls les énantiomères positifs

des isomères α et β du pinène présentaient une activité antimicrobienne, tandis que les

énantiomères négatifs ne manifestaient aucune efficacité antimicrobienne, même à des

concentrations élevées atteignant 20 mg/mL (Silva et al., 2012). Ce point a été souligné plus

en détails dans la section précédente relative à Pinus nigra sp. mauretanica.

L'étude menée par Abbaci et al. (2023), a révélé que les HEs extraites des branches ont

manifesté une activité particulièrement prononcée à une concentration de ½, en particulier à

l'encontre de la souche Dickeya solani. Cette recherche a porté sur les parties aériennes

d'Eucalyptus gunnii, à partir desquelles les HEs ont été obtenues par hydro-distillation.

Les HEs extraites d'Eucalyptus gunnii ont démontré une activité antibactérienne

notablement plus marquée à l'égard des souches de Dickeya solani que par rapport aux autres

souches étudiées, à savoir Dickeya dadantii et Pectobacterium carotovorum subsp.

carotovorum.

Ces résultatssont en concordancesavec notreétudeet mettant en lumière la sensibilité de

Dickeya solani aux extraits des HEs provenant de taxons différents et aux profils chimiques

différents. Les constituants principaux des HEs d'Eucalyptus gunnii ont été identifiés comme

étant le 1,8-cinéol, l'acétate de α-terpinyle, l'o-cymène et l'α-terpinéol.

Les profils chimiques au sein de l’A. numidica varient considérablement d'une partie à

l'autredelaplante.Àtitred'exemple,lesbranchescontiennentuneproportionsignificatived'α-

pinène, atteignant 59,7 %. Cependant, il est intéressant de noter que ce sont les cônes qui se

sont révélés plus réactifs face à l'ensemble des bactéries.

Des études antérieures ont montré que les terpènes oxygénés, des composés dérivés des

terpènes et contenant des atomes d'oxygène, présentent une activité antibactérienne plus

efficacequelesterpèneshydrocarbonés(Allenspach&Valder,2020).D'autresrecherchesont
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démontré que les HEs riches en terpènes oxygénés tels que le carvacrol, le p-cymène, le -

terpinène et le thymol exercent une forte activité antimicrobienne (Yousefzadi et al., 2013).

En effet, malgré la valeur maximale enregistrée pour les branches (15,99 ± 5,76) contre

Dickeya solani, l’HE des cônes s'est révélée plus active contre l'ensemble des bactéries. Cette

huile est riche en monoterpènes et sesquiterpènes oxygénés.

En analysant les CMI (Tableau 17), les HEs d’A. numidica semblent avoir une efficacité

relativementlimitéecontrelessouchesdePectobacteriumcarotovorumsubsp.carotovorumet

Dickeyadadantii,enparticulieràpartirdesaiguillesetdesbranches.Cependant,ellessemblent plus

efficaces contre Dickeya solani, en particulier lorsqu'elles sont extraites des cônes, avec une

CMI égale ou inférieure à 1 mg/mL. Ces résultats indiquent une variabilité dans l'activité

inhibitrice en fonction des parties de la plante et des souches bactériennes testées. Cela peut

s’expliquerenpremierlieuparlesvariationsdesprofilschimiquesentrelesdifférentesparties de l’A.

numidica. Par exemple, les cônes présentent une composition différente des branches

avecunerichessenotableenlimonène,quiconstitue40.7%delacompositiontotaledel’huile,

relativement supérieur à l’α-pinène (25.3%) et le β-pinène (5.6%).

En conclusion, nous avons adopté une approche consistant à tester trois parties distinctes

dechaqueplantepourmieuxcomprendrelespropriétésuniquesdecesparties.Ilestimportant de noter

que peu d'études se sont concentrées sur trois organes différents, à savoir les feuilles, les

rameaux et les cônes.

De plus, en raison du manque d'études sur les activités antibactériennes des HEs contre

Dickeya dadantii, Dickeya solani et Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, nous

disposions d'un nombre limité de références pour étayer notre argumentation. Les espèces

endémiques comme P. nigra et A. numidica, ayant une distribution géographique limitée, ont

rarement été étudiées en ce qui concerne leurs activités biologiques, ce qui explique la rareté

des données disponibles.

Pour résumer, les deux études ont mis en évidence le potentiel des HEs en tant qu'agents

antibactériens, tout en soulignant l'importance significative de l'organe de la plante et de la

concentrationsurleurefficacité.Ilestimpératifdepoursuivredesrecherchesapprofondiespour

mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de ces variations d'activité au sein des deux

espèces.Lesfuturesétudescontribuerontàéclairerdavantagelesfacteursmoléculaireset
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chimiques influençant les propriétés antibactériennes des HEs extraites des différentes parties

des plantes.

Il est important de souligner que l'objectif de notre étude n'était pas de comparer

directementlesdeuxplantes,maisplutôtd'analyserlesvariationsderéactivitédesdifférentes

parties à l'intérieur de chaque espèce.

EncomparantlesrésultatsdesdeuxétudessurlesHEsdeP.nigrasp.mauretanicaetd’A.

numidica, plusieurs similitudes et différences émergent.

Concernant les similitudes, les deux études mettent en évidence la variabilité de l'activité

antibactérienne des HEs en fonction de l'organe de la plante. Dans les deux cas, les aiguilles,

les branches et les cônes montrent des activités antibactériennes variables. Les HEs d'A.

numidica et de P. nigra ont des activités antibactériennes dépendantes de la concentration,

montrant une augmentation de l'effet antibactérien à mesure que la concentration des HEs

augmente. L'ampicilline, utilisée comme témoin positif, a montré une activité inhibitrice

constante et la plus élevée dans l'étude.

LesHEsextraitesdesbranchesetdescônes,àlaconcentrationlaplusélevée(dilution1/2),

présentent les niveaux les plus élevés d'activité antibactérienne dans les deux espèces. En

revanche, les HEs extraites des feuilles semblent être les moins efficaces.

Concernantles différences, les HEs de P. nigra montrent une plus grande variabilitédans

leurs activités antibactériennes, avec des diamètres de zones d'inhibition (DZI) variant en

fonction de la souche bactérienne testée, de la dilution et de l'organe d'origine.

Les HEs d'A. numidica semblent être plus efficaces contre la souche Dickeya solani, en

particulier lorsqu'elles sont extraites des cônes, avec une CMI égale ou inférieure à 1 mg/mL.

Enrevanche,lesHEsdeP.nigramontrentuneCMIsupérieureà2mg/mLcontrecettesouche.

Avant d’émettre une conclusion à notre étude, il est essentiel de rappeler que les activités

biologiques ou chimiques d'une plante résultent souvent de la combinaison de plusieurs

composés plutôt que d'un seul. Plusieurs auteurs ont discuté de l'activité antibactérienne des

HEsenmettantenavantleurdiversitémoléculaire,permettantainsidesinteractionscomplexes entre

les différents composés présents dans la plante.
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ActivitésantifongiquesdesHuilesEssentiellesdeP.nigraetA.numidica

L’investigation de l’activité biologique des HEs vis-à-vis de l’inhibition de la croissance

fongiquedetrois(03)espècesdechampignonsphytopathogènesdedifférentesespècescultivées, est

faite dans des conditions in vitro en ayant recours à la technique d’incorporation de l’huile

dans le milieu de culture décrite par Grover & Moore, 1962 et modifiée par Cakir

etal.2004.L’évaluationdel’inhibitionaétéfaiteenmesurantlediamètremoyendescolonies

fongiques,après7joursd’incubationà25°Cetàl’obscurité,autraversdufondextérieurdes

boîtessuivantdeuxdirectionsperpendiculairesetconstantes.

Les résultats (Tableaux 18 et 19) de l’efficacité de chaque huile essentielle ont été

déterminésàpartirdutauxd’inhibitioncalculéparrapportaudiamètremoyendestémoins(les

témoins consistent en des colonies en croissance sur des milieux ne contenant pas d’huile

essentielle).

Tableau18 :ActivitéantifongiquesdesHESdesdifférentsorganesdeP.nigra.

Espèces
Aiguilles Branches Cônes Actidione

Inhibition(%)

Botrytiscinerea
20,24EF

± 1.19

17,26F

± 1.79

19,05EF

± 3.57

100A

± 0.00

Muccorsp.
19,69EF

± 4.68

14,09F

± 4.31

17,46F

± 5.37

100A

± 0.00

Alternariasp.
27,73DE

± 5.32

29.22D

± 1.5

50,40C

± 1.82

82.34B

± 3.28

***Lesvaleurssontdesmoyennes±écarts-types(n=3);

*** Les moyennes avec des lettres différentes sont significativement différentes selon le test de

LSD de Fisher (P ≤ 0,05).
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Tableau19:ActivitéantifongiquesdesHESdesdifférentsorganesd’A.numidica.

Espèces

Aiguilles

(4µL/mL)

Branches

(4µL/mL)

Cônes

(4µL/mL)
Actidione

Inhibition(%)

Botrytiscinerea
42,66G

± 8.04

31,75H

± 10.18

61,51DE

± 2.25

100A

± 0.00

Muccorsp.
56,15EF

± 1.91

52,78F

± 4.81

55,36EF

± 3.31

100A

± 0.00

Alternariasp.
70,24C

± 1.19

65,48CD

± 1.19

67,46CD

± 0.69

82.34B

± 3.28

***Lesvaleurssontdesmoyennes±écarts-types(n=3);

*** Les moyennes avec des lettres différentes sont significativement différentes selon le test

de LSD de Fisher (P ≤ 0,05).

Lesrésultatsexpérimentauxmontrentuneactivitéantifongiquesignificative(P<0,05)des HEs

extraites de deux espèces de Pinaceae. L'efficacité antifongique varie en fonction de l'espèce

fongique cible et de l'organe végétal source des HEs.

Les HEs d'A. numidica exhibent une capacité d'inhibition supérieure face à celles de P.

nigra, avec une action inhibitrice particulièrement notable des HEs issues des aiguilles et des

cônes contre Botrytis cinerea et Mucor sp., tandis que les HEs des branches sont plus actives

contre Alternaria sp.

Cette activité inhibitrice est amplifiée, en particulier, chez A. numidica, où une réduction

significative de la croissance fongique est observée comparativement au témoin.

Alternariasp.serévèleparticulièrementsensibleauxHEsdesdeuxPinaceaeétudiées,avec

destauxd'inhibitionallantde31,75%à70,24%,soulignantuneefficaciténotablementaccrue par

rapport à P. nigra. Les HEs issues des cônes de P. nigra, en particulier, ont entraîné une

diminution de 50 % de la croissance d'Alternaria sp., tandis que les HEs provenant d'autres

parties de la plante ont montré une efficacité moindre, avec des taux d'inhibition ne dépassant

généralement pas 30 %.

CesobservationssuggèrentunesensibilitédifférentielledeschampignonstestésauxHEs, en

fonction de la concentration utilisée et de la source botanique, mettant en évidence le potentiel

des HEs, en particulier celles d'A. numidica, comme agents antifongiques ciblés.



Activitéantimicrobiennedeshuilesessentielles

185

L'hétérogénéité observée dans l'efficacité antifongique des HEs peut être attribuée non

seulement à la matrice végétale d'origine et à la souche fongique ciblée, mais également à la

composition chimique des HEs.

Les HEs analysées dans cette étude se caractérisent par une teneur élevée en composés

terpéniques, dont l'activité antifongique est susceptible d'être modulée par les groupes

fonctionnels chimiques qu'elles contiennent. De plus, le chémotype spécifique de l'organe

source pourrait jouer un rôle déterminant dans le profil d'activité antifongique des HEs. Cette

corrélation suggère que la composition chimique intrinsèque des HEs est un facteur clé

influençant leur potentiel antifongique.

La corrélation entre la composition chimiotypique des HEs et leur efficacité antifongique

estmiseenexergueparlesrésultatsdecetteétude.Ilconvientdesignalerquelesvariationsdes profils

chimiques, spécifiques à chaque organe végétal, influencent directement l'activité biocide des

HEs. Les données acquises révèlent que la variation enregistrée dans l'efficacité antifongique

est concomitante avec la diversité des molécules constituant les chimiotypes de

chaqueorgane.Cetterelationsoulignel'importancedelacompositionqualitativeetquantitative des

composés chimiques dans la modulation de l'activité antifongique des HEs.

Plusieurs études ont rapporté des différences dans l'efficacité antifongique des HEs des

différentsorganesdelamêmeplante.Khedhrietal.,(2022)ontmisenexerguelavariationde la

réduction de la croissance de cinq espèces de champignons phytopathogènes par les huiles

desorganesaériensdeP.pinaster.LesHEsdescônesassurentuneinhibitionjusqu'à40%des

espècesfongiquestestées.Enrevanche,lepourcentaged'inhibitiondecroissanceleplusfaible de

toutes les espèces fongiques étudiées a été obtenu avec les huiles de branches qui présentaient

une faible quantité de monoterpènes hydrocarburés.

Les étudesmenées par Amri et al.(2011 ; 2012 ; 2013)surdifférentesespècesde pin ont

mis en évidence lepouvoir antifongique descomposés terpéniques eten particulierles classes

demonoetsesquiterpènes.Lesmêmesconclusionsontétéfaitespar Hananaetal.(2014),en

étudiantl'activitéantifongiquedesHEsdetroisespècesdugenrePinusintroduitesenTunisie.

Dans toutes ces études, il convient de signaler le rôle des terpènes hydrocarbonés et leurs

dérivés oxygénés dans la réduction et/ou l'inhibition complète de la croissance fongique. Les

monoterpènes hydrocarbonés qui sont des composés apolaires doués d'un grand pouvoir

pénétrantontdonclapossibilitédetraverserlesmembranescellulairesenétablissantdespores,
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altérant ainsi l'intégrité et la fluidité membranaire par l'insertion des monoterpènes entre les

acides gras de la bicouche lipidique membranaire, perturbant par conséquent les fonctions

cellulaires (Sharma & Tripathi, 2008). Il semblerait que les terpènes exercent un

dysfonctionnementdespompesàprotonsATPasepouvantconduireàlamortcellulaire(Cakir

etal.,2004;Lucinietal.,2006;Cristanietal.,2007).Parailleurs,Changaetal.(2008)ont

montréquel'activitéantifongiquedessesquiterpènesestsupérieureàcelledesmonoterpènes; or, les

teneurs en sesquiterpènes de nos huiles essentielles sont inférieures aux monoterpènes,

excepté les huiles des aiguilles de P. nigra, expliquant ainsi le fait qu'on n'ait pas obtenu une

inhibitiontotaledecroissancedeschampignons.Onconclutalorsquel'activitéantifongiquede ces

huiles essentielles est due à la présence à la fois de sesquiterpènes et de monoterpènes et à la

synergie entre ces composants.
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Évaluationdel'activitéinsecticidedeshuilesessentiellessur

Callosobruchusmaculatus(F)

Évaluationdel'effetparcontactdeshuilesessentiellessurC.maculatus

Les résultats obtenus révèlent que les HEs testées ont montré une activité insecticide

variableenfonctiondel'espèce,del'organeétudiéetdeladosed'huileappliquéesurlesadultes de C.

maculatus (Figure 44 et annexe I). Pour P. nigra, les taux de mortalité varient de 33 à 47 %

pour les aiguilles, de 34 à 48 % pour les branches et de 35 à 47% pour les cônes. À la

doselaplusélevée,lesHEsontprovoquéunefortemortalité,dépassant50%delapopulation testée.

Les HEs se sont révélées toxiques pour les adultes de C. maculatus après quatre jours

d'exposition, mais à des doses différentes. L'HE la plus efficace était celle des aiguilles, qui à

la dose la plus faible (2 μL/mL), a entraîné une mortalité de 48.75 % des adultes de C.

maculatus, tandis que pour les branches et les cônes, ce taux a été atteint à une concentration

beaucoup plus élevée (8 μL/mL). En somme, l'efficacité insecticide des HEs varie en fonction

delapartiedelaplanteutiliséeetdelaconcentrationdel'huile,soulignantl'importancedeces facteurs

dans l'utilisation des HEs comme insecticides.

Pour toutes les huiles testées, l'efficacité augmente avec la dose pulvérisée sur le substrat

alimentaireduravageur.Ladifférenced'effetdechaquehuileestbasée surlacomparaisondes

DL50/TL50(Tableau20)quimontrentqueparmilesHEstestées,l'HEdesaiguillesestlaplus efficace

par effet contact à l'égard des adultes de la bruche de niébé.

Le modèle Probit-log nous permet de calculer la mortalité en termes de doses létales,

accompagnéesdeleurslimitesdeconfiance.LapenteetleKhi2(χ2)sontdesindicateursdela toxicité

de l'huile essentielle (HE). Le Khi2, qui n'est pas significatif à 5 %, sert à tester

l'adéquationdumodèle.Lesrésultatsobtenusmontrentquel'HEextraitedesaiguillesprésente une

dose létale 50 (DL50) de 1.058 μL/mL, ce qui la rend 5 à 6 fois plus efficace que celle extraite

des cônes (5.759 μL/mL) et des branches (6.235 μL/mL). De plus, son temps létal 50 (TL50)

est deux fois plus court que celui des deux autres organes de P. nigra. Ces deux paramètres

indiquent que l'huile essentielle extraite des aiguilles a une toxicité élevée par contact vis-à-

vis de C. maculatus.

Les graphiques (Figure 45: a, b, c et d) montrant la variation des mortalités en fonction

de la dose des HEs appliquée, tirées de trois parties d'A. numidica, indiquent une réduction

significative de la longévité des adultes de C. maculatus. À la dose la plus faible (2 μL/mL),

touteslesHEsontréduitlalongévitéàdestauxallantde40.50à43.03%.Auquatrièmejour
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de traitement à la dose la plus élevée (16 μL/mL), les taux de mortalité cumulés (Annexe I)

montrent que toutes les HEs testées ont une forte activité adulticide, avec plus de 50 % des

individus péris suite à la pulvérisation des graines de niébé avec 4 μL/mL d'une solution

acétonique de l'HE considérée.

Les doses létales (DL) nécessaires pour tuer les adultes de C. maculatus différaient entre

l'huile essentielle des cônes et les deux autres parties d'A. numidica. La DL50de 3,88 μL mL-1

et la DL95de 252.558 μL mL-1 de l'HE des cônes étaient plus létales que celles des HEs

d'aiguilles et de branches avec une DL50 de 4.585 μL mL-1 (DL95=) et 4.889585 μL mL-1

(DL95=), respectivement. La pente de la courbe dose-mortalité pour l'HE des cônes était plus

faible (0.907 ± 0.214) que pour les HEs des aiguilles (1.108 ± 0.217) et des branches (1.211 ±

0.219). Les valeurs élevées du chi-carré (χ2) et les faibles valeurs de P (< 0,05) indiquent

l'adéquation des données au modèle PROBIT pour l'estimation des courbes temps-mortalité

(Tableau 20).
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Figure44:VariationdelamortalitéchezlesadultesdeC.maculatusparcontact,enfonctiondeladosed’huilesessentiellesdeP.nigra

appliquée,suruneduréede4jours.
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Tableau20 :Toxicitécomparée(effetcontact)desHEsextraitesdesdifférentespartiesdeP.nigraetd'A.numidica.

ParamètresdumodèleProbit

Partiedela

plante

DL50(µL/mL)

(min-max)

DL95(µL/mL)

(min-max)
χ2 P Interception Pente±Ecarttype

TL50(Heure)

(min-max)

P. nigra

Aiguilles
1.058

(0.211 – 1.933)

62.615

(25.712 – 778.910
3.268 0.05 4.977 0.928 ± 0.234

53.738

(49.946 – 57.783

Branches
6.235

(4.683 – 8.521)

156.253

(62.648 – 1086.932
2.710 0.05 4.065 1.175 ± 0.218

104.364

(94.480 – 118.607)

Cônes
5.759

(4.006 – 8.343)

280.365

(83.629 – 5645.378)
0.662 0.05 4.258 0.974 ± 0.214

106.068

(95.117 – 122.304)

A. numidica

Aiguilles
4.585

(3.194 – 6.164)

139.805

(55.119 – 1087.180)
0.171 0.05 4.267 1.108 ± 0.217

95.841

(87.398 – 107.604)

Branches
4.889

(3.582 – 6.431)

111.508

(49.196 – 598.221)
0.041 0.05 4.165 1.211 ± 0.219

97.759

(89.237 – 110.095)

Cônes
3.880

(2.240 – 5.539)

252.558

(72.491 – 7212.604)
0.295 0.05 4.465 0.907 ± 0.214

91.725

(83.746 – 102.721)
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Les taux de mortalité observés et l'efficacité insecticide des huiles essentielles dans notre

étude confirment les résultats d'autres chercheurs pour différentes huiles et pour le même ou

d'autres insectes (ravageurs) de denrées stockées. Il est bien documenté que certaines plantes,

sous forme d'huiles essentielles, ont un effet insecticide par contact sur C. maculatus.

L'efficacité de ces huiles peut varier en fonction de la partie de la plante utilisée, ce qui est

généralementattribuéàleurcompositionchimique.Lestroishuilesessentiellesquenousavons

étudiées sont particulièrement riches en composés terpéniques. Leur activité biocide pourrait

être liée, et potentiellement influencée, par les groupes fonctionnels chimiques présents dans

l'huile, ainsi que par le chémotype de la plante d'où elles proviennent (Séri-Kouassi, 2004 ;

Ngamo et al., 2007 ; Nyamador, 2009). Ainsi, l'huile essentielle de Chenopodium

ambrosioides a démontré une toxicité élevée par contact à une dose de 6.4 % (Tapondjou et

al.,2003),causantunemortalitétotaledesixdéprédateursdesgrainsstockés(Callosobruchus

maculatus, C. chinensis, Acanthoscelides obtecus, Sitophilus granarius, S. zeamais et

Prostephanus truncatus).

Plus tard, en 2005, Tapondjou et ses collaborateurs ont confirmé l'efficacité insecticide

des HEs d'Eucalyptus saligna et de Cupressus sempervirens contre S. zeamais et Tribolium

confusum. Ces huiles, lorsqu'elles sont appliquées sur des disques de papier filtre ou sur des

grainsdemaïs,ontprovoquéunemortalitésignificativedesinsectestestés.L'huiled'eucalyptus

s'estavéréeplustoxiquequecelledecupressuspourlesdeuxespècesd'insectes,avecuneDL50de0,36

mL/cm2pourS.zeamaisetde0,48mL/cm2pourT.confusumsurpapierfiltre.Deplus, l'huile

d'Eucalyptus s'est avérée plus toxique pour S. zeamais sur le maïs, avec une DL50de 38,05 mL

pour 40 g de grain. Ces deux huiles ont considérablement réduit la production de la

descendance (F1) et la perte de poids des grains.

L'étudedeNdomoetal.(2009)arévéléqueleshuilesessentiellesdeCallistemonviminalis

(Myrtaceae) ont une forte action insecticide par contact contre A. obtecus. Dès le premier jour

d'exposition, des doses élevées appliquées sur les graines (0,40 μL/g) et sur le papier filtre

(0,251 μL/cm2) ont entraîné une mortalité de 72,6 % et 80 %, respectivement. Ces taux de

mortalité ont augmenté pour atteindre 97,5 % et 100 %, respectivement, au quatrième jour

d'exposition. Les valeurs de DL50de l'HE des feuilles de C. viminalis contre les adultes d'A.

obtectusontétécalculéesà0,103μL/cm2surpapierfiltreet0,152μL/gsurgrainesaprèsdeux jours

d'exposition.
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De même, Hedjal-Chehheb et al. (2013) ont rapporté qu'une dose de 50 μL d'HE de

conifères, provenant d'Algérie et de Tunisie, affectait très significativement la longévité, la

fécondité et l'émergence de C. maculatus. Il a été montré par Kassemi (2014), dans une étude

faitesurlatoxicitédesHEsdePseudocytisusintegrifoliusetNepetanepetellaàl'égarddecinq

ravageurs des denrées stockées (Callosobruchus maculatus, Acanthoscelides obtectus,

Sitophilus granarius, Rhyzopertha dominica et Tribolium castaneum) afin d'évaluer quelques

paramètres biologiques tels que la mortalité, la fécondité et l'émergence des adultes. Les

essences de N. nepetella exercent une toxicité plus ou moins importante vis-à-vis des cinq

insectesétudiés.CesHEsontdiminuélapontedesfemellesetl'émergencedesadultesdetous les

ravageurs. De plus, un effet larvicide a été observé sur T. castanum, et un effet adulticide sur

les quatre autres insectes. Ces effets étant liés à la dose d’HEs appliquée et à la durée

d'exposition.

L'étudedeTaleb-Toudert(2015)aexaminélespropriétésinsecticidesdedix(10)plantes

aromatiques sous forme de HEs à l'encontre de la bruche de niébé. Ces huiles ont montré leur

efficacitédanslecontrôledecertainsstadesdedéveloppementde C.maculatus.Letraitement

parcontactdesbruchesamontréquelesHEsd'Eucalyptusglobulus,E.radiata,Laurusnobilis et

Salvia officinalis se sont révélées particulièrement efficaces, réduisant significativement la

durée de vie des bruches entre 1 et 21 heures (effet adulticide le plus important). De plus, les

HEs de L. nobilis et S. officinalis ont totalement empêché la ponte, tandis que celles d'E.

globulus et E. radiata, à une concentration de 4 μL, ont inhibé l'éclosion des œufs de C.

maculatus.

Des études récentes ont mis en évidence l'efficacité des huiles essentielles (HEs) de

plusieurs plantes contre l'adulte de C. maculatus. Les HEs de Juniperus oxycedrus et

Pelargonium graveolens, contenant principalement de l'α-pinène et du citronellol/geraniol

respectivement, ont démontré une forte toxicité. Cependant, l'huile d'Artemisia herba-alba,

riche en chrysanthenone et champhor, était moins active (Kherroubi et al., 2021).

Par ailleurs, les HEs de Xylopia aethiopica, riches en monoterpènes et sesquiterpènes

hydrocarburés, ont provoqué une forte mortalité chez le coléoptère-bruchidea (C. maculatus).

Les résultats ont indiqué une dose létale 50 (LD50) de 9,2 ± 0,7 g x kg–1 et un temps létal 50

(LT 50) de 69,6 ± 0,4 heures (Thiam et al., 2021).

Enfin, Baghouzet al., (2022) ont rapporté une forte activité biocide des HEs d'Origanum

campactumetdeRosmarinusofficinalis.Ceshuiles,contenantprincipalementducarvacrol
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(70,88%)etdu1,8-cinéole(62,35%)respectivement,ontmontréuneforteactivitébiocidepar

contact.

Àce stade de la discussion,certainsauteursontmontré que lesterpènesétaientà l'origine de

l'efficacité des huiles essentielles tandis que d'autres attribuent cette activité aux composés

majoritaires.Dansnotreétude,leshuilesessentiellesquiontétélesplustoxiques vis-à-visdes

adultesdeC.maculatussonttoutesmajoritairementcontenantl'-pinène.Onpeutdoncpenser que ce

composé monoterpénique soit responsable de l'activité biologique de ces huiles essentielles. À

l'opposé de ce constat, l'analyse de la composition chimique des HEs étudiées révèle un taux

appréciable en composés oxygénés. Il semble effectivement que les huiles essentielles les plus

efficaces sont celles qui contiennent une proportion élevée de dérivés

terpéniquesoxygénésàfonctionalcool,cequicontrasteavecnosextraits.Certainschercheurs

avancent que l'efficacité rapide des huiles essentielles contre les insectes est due à leur effet

neurotoxique. Elles inhiberaient certaines enzymes comme l'AChE, l'octopamine ou le

cytochrome P450 des mono-oxygénases. Ces huiles seraient capables de pénétrer rapidement

dansl'insecteetdeperturbersesfonctionsphysiologiques(Leeetal.,2002;Coatsetal.,1991

; Abdelgaleil et al., 2009; Abd-Elhady, 2012). En outre, plusieurs autres facteurs peuvent

influencerl'efficacitébiocidedeshuilesessentielles,notammentladuréed'exposition,ladose, ainsi

que les interactions de synergie et d'antagonisme entre les composants d'une huile. Par

conséquent,unecompréhensionplusapprofondiedecesfacteursestessentiellepouroptimiser

l'utilisation des huiles essentielles comme biopesticides.

Evaluation de l’effet des huiles essentielles par inhalation (fumigation) sur C.

maculatus

Les résultats obtenus pour cet essai (Tableau 21 et Annexe II) montrent que toutes les

huiles manifestent une activité insecticide par fumigation forte dès la première dose. Cette

activité s'est stabilisée à des doses de 4 et 8 μL/mL pour les aiguilles des deux espèces, mais a

diminué pour les cônes de P. nigra. À la dose la plus élevée (16 μL/mL), la mortalité variait

selon l'espèce (Figures 46 et 47). A. numidica a enregistré des taux de mortalité plus élevés,

allant de 45 à 55 % pour différentes parties de la plante. En revanche, pour P. nigra, seuls les

cônes ont atteint un taux de 42,5 % à la dose la plus élevée pendant les 4 jours d’exposition

(Figure46).ParmilesHEstestées,cellesdebranchesetdecônesd’A.numidicaontmontréla plus

haute toxicité par inhalation au quatrième jour d’exposition à la dose la plus élevée (16

µL/mL),avecdestauxdemortalitécorrigésdépassantles50%.Lesautreshuilesn'ontpas
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atteint ce taux dans les mêmes conditions. Cette différence pourrait être due à la durée de

rémanence et à la volatilité de ces huiles, qui présentent une fraction volatile significative.

La procédure Probit a été utilisée pour le calcul de la droite de régression par la méthode

du maximum de vraisemblance. L’examen des doses et des temps létaux (Tableaux 21) à

travers l’équation de la droite de regression (y= ax +b ; la pente et l’interception) et les

paramètresdel’adéquationdumodèleprobit(leKhi2(χ2)etleseuildesignificationP)nousont permis

de distinguer deux groupes d’HEs en fonction de leur toxicité :

♦ Lepremiergroupecomprend leshuilesdedifférentespartiesdeP.nigra,avecdesDL50allant

de 14.741 µL/mL (aiguilles) à 28.767 µL/mL (branches), et les aiguilles d’A. numidica avec

une DL50de 14.817 µL/mL.

♦ Le deuxième groupe, caractérisé par des DL50et des TL50plus faibles, comprend les

branches (DL50= 9.983 μL/mL, TL50=132.313 h) et les cônes d'A. numidica (DL50= 7.47

μL/mL, TL50= 128.949 h).
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Figure46:VariationdelamortalitéetdupourcentagedemortalitécorrigéeparfumigationdesdifférentespartiesdeP.nigra.
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Figure47:Variationdelamortalitéetdupourcentagedemortalitécorrigéeparfumigationdesdifférentespartiesd'A.numidica.
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Tableau21 :Toxicitécomparée(inhalation)desHEsextraitesdesdifférentespartiesdeP.nigraetd’A.numidica.

ParamètresdumodèleProbit

Partiedela

plante

DL50(µL/mL)

(min-max)

DL95(µL/mL)

(min-max)
χ2 p Interception Pente±Ecarttype

TL50(Heure)

(min-max)

P. nigra

Aiguilles
14.741

(9.272 – 46.498)

1546

(222.522 – 719068.938)
1.642 0.05 4.048 0.81± 0.217

154.101

(128.694 – 200.682)

Branches
28.767

(15.326 – 181.742)

2631.784

(313.505 – 26661801.5)
0.613 0.05 3.776 0.838 ± 0.227

287.509

(198.025 – 558.229)

Cônes
15.410

(9.022 – 81.602)

3632.907

(310.856 - 80871128)
0.531 0.05 4.175 0.693 ± 0.215

161.427

(132.536– 216.884)

A.numidica

Aiguilles
14.817

(8.793 – 71.022)

3280.771

(296.946 – 46412608)
1.849 0.05 4.178 0.701 ± 0.215

147.710

(124.049 – 190.443)

Branches
9.983

(7.09 – 17.964)

479.220

(122.705 – 14662.830)
0.320 0.05 4.022 0.978 ±0.217

132.313

(114.650 – 161.563)

Cônes

7.470

(5.569 – 10.935)

227.593

(79.673 – 2330.172)
0.977 0.05 4.0318 1.108 ±0.217

128.949

(111.924 – 156.977)
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Outre l'effet adulticide observé, nous avons noté une agitation marquée des bruches au

contact des vapeurs des huiles essentielles testées. En résumé, l'activité inhalatrice des

différentes huiles essentielles dépend de l'espèce végétale utilisée. Cette variation semble être

influencée par la durée d'exposition, la rémanence de l'huile essentielle et son indice de

volatilité. Paderini & Lucheroni (2003) ont d'ailleurs souligné la faible volatilité des huiles

essentielles de conifères.

Au terme de cet essai, il ressort que les HEs utilisées en fumigation sont susceptibles de

contrôler les populations de C. maculatus dans un environnement de stockage expérimental.

Plusieurs études ont démontré les propriétés insecticides des huiles essentielles par effet

inhalatoirecontrelesravageursdesdenréesstockées.Cependant,ladiversitéetl’hétérogénéité des

protocoles expérimentaux rendent difficile l’identification précise des paramètres

responsables de l’efficacité des huiles essentielles.

L'étude de Hedjal-Chehheb et al. (2013) a examiné la toxicité des huiles essentielles de

certainsrésineuxetplantesaromatiquesdelafamilledesMyrtaceae,originairesd'Algérieetde

Tunisie.Lesrésultatsontmontréque,àfaiblesdoses,TetraclinisarticulataetPinushalepensis (deux

conifères) n'ont pas montré de toxicité notable contre les bruches adultes, indépendammentde

laduréed'exposition.Cependant,àdesdosesplusélevées,T.articulataa causé 75 %de

mortalité.Concernantles Myrtaceae, seules leshuiles essentielles d'Eucalyptus cinerea ont

entraîné une mortalité de 100 % après 24 heures d'exposition à une dose de 25

μL/mL.Lesauteurssuggèrentquelavolatilitélentedesessencesdeconifèrespourraitexpliquer la

différence d'efficacité inhalatoire inhérente à ces deux familles de plantes.

Kassemi(2014)aégalementconstatéquel’huiledeNepalanepetellaestplusefficaceque

celledePseudocytisusintegrifolius.Cetteefficacitésemanifesteparunetoxicitésurlesadultes et une

réduction significative, voire une inhibition totale, de la progéniture de la nouvelle génération.

Les résultats ont révélé que la mortalité augmente avec la durée d’exposition et la

concentration de l’huile. Cependant, l’efficacité des huiles essentielles par inhalation est

relativement faible comparée à celle du traitement par contact. Nous avons observé la même

tendancedansnosexpériencesavecleshuilesdeP.nigraetd’A.numidica.Deplus,lestravaux de

Taleb-Toudert (2015) stipulent que les HEs d'Eucalyptus globulus et de Salvia officinalis

sont toxiques par inhalation pour C. maculatus. Les mortalités enregistrées étaient de 71 et de

75 % après 24 heures de traitement à 8 μL/mL d'HE, respectivement. Les auteurs ont signalé

aussiqueleshuit(8)HEstestées,hormiscelledePistacialentiscus,ontprovoqué100%de
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mortalitéà96heuresdetraitement.Ilconvientcependantdesoulignerqu'aucontrairedenotre étude,

la précédente étude renforce l'hypothèse de la lenteur de la volatilité des huiles de conifères

étudiées dans le présent travail et par conséquent leur faible pouvoir inhalatoire enregistré.

Desétudesrécentes,notammentcelledeKirimaetOmara(2022),ontégalementsouligné

l'efficacitéinhalatoiredes huiles essentielles desaiguilles de Pinus caribaea var. hondurensis.

Ils ont observé une mortalité de 100 % à 10 μL/ml chez les bruches du haricot après 2 heures

d'exposition, et la même concentration a entraîné une mortalité de 100 % chez les charançons

du maïs après 5 heures d'exposition. Ces résultats contrastent avec ceux de notre étude, étant

donné que la composition chimique de P. caribaea est similaire (mais chémotype différent) à

celle de P. nigra, caractérisée par une abondance de mono et sesquiterpènes hydrocarbonés

(77.2 et 4.7%) et les composés majoritaires sont le limonene (38.6%), l’α-pinene (27.6%), le

borneol (6.7%) et le myrcene (3.5%). La variabilité des constituants chimiques détermine la

spécificité des huiles essentielles. L’activité biologique des huiles essentielles est également

liéeauxgroupementschimiquesfonctionnelsprésentsdansl’huileetauchémotypedelaplante

concernée, comme l’ont souligné Séri-Kouassi (2004), Ngamo et al. (2007) et Nyamador

(2009).

L'étude de Thiam et al. (2021) a mis en évidence les propriétés insecticides inhalatoires

des huiles essentielles et de la poudre de Xylopia aethiopica. L'analyse chimique a révélé que

lescomposésprincipauxétaientleβ-pinène,le1,8-cinéoleetl'α-pinène.Leurefficacitébiocide par

inhalation, mesurée par la DL50et le TL50, était de 0.2 μL/cm-3 et de 16.4 ± 1.2 h. Ces résultats

contrastent avec ceux de notre étude. Il est important de noter que, contrairement à

notreétude,lesexpériencesdecesauteursontétémenéessurdesgrainsdeniébé,cequipourrait

expliquer une pénétration plus profonde et une rémanence plus longue des terpénoïdes. Nous

supposonsquelavolatiliténepeutpasêtrelaseuleexplicationdelaperted'activitébiologique que

nous avons observée dans des conditions sans substrat alimentaire. En raison de leur

composition chimique, les huiles essentielles pourraient se dégrader naturellement à des

vitessesvariablesaufildutemps.Cettedégradationpourraitêtreaccentuéeparcertainsfacteurs

environnementaux, tels que la température et la lumière, comme l'a souligné Isman (2000).

BienquelatoxicitédesHEsétudiéessoitvariablevis-à-visdesadultesdeC.maculatus,il

convient de souligner, contrairement à ce qui est rapporté dans certains travaux, que leur

efficacitéparfumigationdépenddediversfacteurs,notammentleurdegrédevolatilité,leur



Activitéinsecticidedeshuilesessentielles

203

persistance,les interactions entre lescomposants (synergie etantagonisme), ainsi que la durée

d'exposition.

Évaluation de l'effet répulsif des huiles essentielles sur les adultes de C.

maculatus

L'exposition des adultes de C. maculatus à des doses croissantes d’HEs provoque une

répulsionvariableselonlesplantes(Tableau22etannexeIII).TouteslesHEsutiliséesontun effet

répulsif qui augmente avec la dose (dose-dépendant). L'évaluation du coefficient de répulsion

des HEs sur les adultes de C. maculatus indique que toutes les essences testées sont

modérément répulsives. Nous observons que la répulsion varie en fonction de la partie de la

plante utilisée et des doses appliquées, la plus grande répulsion étant obtenue avec la dose la

plus élevée (16 μL/mL). À l'exception des huiles d'aiguilles et de branches de P. nigra, toutes

les autres huiles ont provoqué une répulsion de plus de 50 % à la dose de 4 μL/mL.

L'analyse de variance à deux facteurs pour A. numidica a montré une différence

significative en fonction de la dose (F= 6.15 ; P = 0.002 ; DDL= 3), mais pas en fonction de

l'organe (F=1.71; P=0.195; DDL= 2) ni de l'interaction entre l'organe etla dose(F=0.51; P

=0.796 ; DDL= 6). De la même manière, pour P. nigra, l'analyse a révélé une différence

significative en fonction de la dose (F= 2.60 ; P =0.067 ; DDL= 3), mais pas en fonction de

l'organe (F=0.78; P=0.466; DDL= 2) ni de l'interaction entre l'organe etla dose(F=0.30; P

=0.932;DDL=6).

Ence qui concernela répulsion moyenne, lesdifférentes huiles d'A. numidica etlescônes de

P. nigra ont montré des taux de répulsion moyens allant de 51,25 % à 60 % (Tableau 22).

L'huilelaplusrépulsiveestcelledescônes(60%)etdesbranchesd'A.numidica(58%)suivie de celle

des cônes de P. nigra (56 %).
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Tableau22:PourcentagederépulsionenfonctiondeladoseetrépulsivitémoyennedesHEs de P.

nigra et d'A. numidica.

Doses(µL/ml)etPourcentagedeRépulsion/Classederépulsion

Partiede
la plante

2 4 8 16 PRmoyen

Classe de
répulsion

(EchelledeMc
Donald)

P. nigra

Aiguilles

15c±
2.51

(classe
II)

42.5abc

±1.7
(classe

III)

45abc±
1.73

(classe
III)

67.5ab±
0.95

(classe
IV)

42 ± 1.72
Classe III

(Modérément
répulsive)

Branches

27.5c±
1.5

(classe
II)

40abc±
0.81

(classe
III)

60ab±
0.5

(classe
IV)

70a±
0.81

(classe
IV)

49.37 ±
0.095

ClasseIII

(Modérément
répulsive)

Cônes

40abc±
1.15

(classe
III)

55ab±
0.95

(classe
III)

65ab±
1.25

(classe
IV)

65ab±
0.95

(classe
IV)

56.25 ±
0.15

ClasseIII

(Modérément
répulsive)

A.Numidica

Aiguilles

45ab±
2.63

(classe
III)

50ab±
1.73

(classe
III)

55ab±
1.3

(classe
III)

55ab±
2.06

(classe
III)

51.25 ±
1.78

ClasseIII

(Modérément
répulsive)

Branches

40b±
0.81

(classe
III)

55ab±
0.95

(classe
III)

65ab±
0.95

(classe
IV)

75ab±
0.5

(classe
IV)

58.75 ±
0.99

ClasseIII

(Modérément
répulsive)

Cônes
40ab±

0.5
55ab±
0.95

65ab±
0.95

80a± 0.5
60 ± 1.02

ClasseIII

(Modérément
répulsive)

***L’analyse de la variance à 2 facteurs (partie de la plante et dose) suivie de comparaison de

moyennesparletestdeFisher(P˂0.05)aétéeffectuéeséparémentpourchacunedes2espèces.

****Lesmoyennesnepartageantaucunelettresontsignificativementdifférentes.



Activitéinsecticidedeshuilesessentielles

205

À l'issue de ce test, les effets répulsifs des HEs contre les ravageurs des denrées stockées

dépendent de plusieurs facteurs, entre autres l'insecte modèle (le niveau de sensibilité, l'âge…

etc), la composition chimique des HEs (les composés majoritaires, les interactions entre

composants, l'altération ou la dégradation de l'huile, le degré de volatilité), et d'autres liés aux

conditions opératoires (la durée d'exposition, la dose de l'huile, la température et la

photopériode). En effet, de nombreux travaux publiés dans la littérature ont mis en évidence

l'effet répulsif des HEs et autres extraits végétaux vis-à-vis des insectes des denrées stockées.

Tapondjou et al., (2003) ont démontré que les HEs d'Eucalyptus saligna et de

Chenopodiumambrosoidessontrépulsivesàl'égarddeC.maculatus.L'efficacitédeceshuiles

augmente avec la dose. Selon le classement de McDonald et al. (1970), l'huile d'E. saligna

appartientainsiàlaclassederépulsionIV(89%)alorsquecelledeC.ambrosioidesappartient

àlaclasseV(71%).Cetteforterépulsionseraitliéeàlacompositionchimiquedesdeuxhuiles où les

composés les plus importants pour E. saligna sont l'-pinène (39,4 %), le p-cymène

(31,1%),le1,8-cinéole(9,8%)etle-terpinène(9,5%)tandisque,lesprincipauxconstituants

identifiésdansl'huileessentielledesfeuillesdeC.ambrosioidessontlep-cymène(50,0%),le

-terpinène(37,6%)etl'ascaridole(3,5%).

Boukraaetal.,(2020)ontégalementsoulignél'effetrépulsifdeshuilesd'Artemisiaherba- alba,

Rosmarinus officinalis et Juniperus pheonicea sur Tribolium castaneum. Ils ont constaté que

la répulsion augmentait avec la concentration en huile. Les huiles d'A. herba-alba et de J.

pheonicea étaient les plus répulsives à la plus forte concentration utilisée (2 μL) pendant 30

minutes, avec des taux de répulsion de 100 % et 90 % respectivement. Cependant, leur

combinaison n'a entraîné que 76 % de répulsion dans les mêmes conditions. Les huiles de R.

officinalisétaientlesmoinsefficaces,avecseulement41%derépulsion.Ces résultatstendent à

confirmer l'hypothèse que l'efficacité des huiles essentielles dépend de la nature de leurs

principaux composants.

Guptaetal.(2023)ontrécemmentdémontrél'effetrépulsifdesHEsdeplusieursplantes, dont

Acorus calamus, Hedychium spicatum, Lavandula angustifolia, Juniperus recurva, Juniperus

communis, Cedrus deodara et Pinus wallichiana à l'égard de deux coléoptères

Bruchineae.LesrésultatsindiquentqueA.calamusestlaplusrépulsivecontreC.maculatuset

C. chinensis (CR50= 53,98 et 118,91 μL/L, respectivement) après 24 h, suivie de H. spicatum

(CR50= 293,77 et 226. 85 μL/L, respectivement) et de J. recurva (CR50= 309.75 et 383.51

μL/L,respectivement)comparativementauxautresHEschezC.maculatus(CR50=955.15-
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736.82 μL/L) et C. chinensis (617.11 - 47.27 µL/L). Ces résultats peuvent être attribués à la

concentration d'huile utilisée, au temps de traitement, à la composition chimique des HEs et à

la sensibilité de l'insecte.

Par ailleurs, Chauhan et al. (2022) ont constaté que les HEs d'Artemisia maritima

repoussent92-96%desadultesdeC.maculatusetC.chinensisaprèsuneheure.Cetterépulsion est

attribuée à la présence de 1,8 cinéol (41.14 %) et de l'acétate de bornyl (18.10 %) dans ces

huiles, qui sont connus pour leur effet insecticide (Papachristos et al., 2004). La durée

d'exposition et la sensibilité des coléoptères aux HEs semblent également contribuer à cette

forte répulsion. En somme, l'efficacité insectifuge reconnue de certaines plantes aromatiques,

suffisamment relayée dans la littérature, corrobore les résultats de la présente étude. Elle

explique également les variations observées dans l'efficacité insecticide des huiles essentielles

des deux Pinaceae utilisées pour contrôler expérimentalement les dégâts occasionnés par les

adultes de C. maculatus.
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Évaluationdel'effetherbicidedeshuilesessentiellesdeP.nigraetd'A.

numidica

Les effets phytotoxiques des HEs des deux Pinaceae étudiées ont été évalués sur le stade

graine (pré-germination) et le stade post-germination (plantule) pour deux types de graines

d'adventices de culture et deux semences. L'efficacité herbicide des HEs a été déterminée par

la mesure du taux de germination et de certains indicateurs physiologiques et biochimiques

associés au stress oxydatif induit par les essences utilisées.

Stadepré-germination (graine)

Notre étude sur l’interaction allélochimique entre HEs et les adventices/semences

(Tableau 23) a révélé que les substances sémiochimiques issues des différentes parties de P.

nigraetd’A.numidicainhibentlagerminationetlacroissancedespartiesaériennesdesgraines

germées. Cette inhibition est modulée par la concentration d’huile essentielle utilisée et la

sensibilité de la plante cible. Plus précisément, l’effet inhibiteur d’A. numidica est plus

prononcé(intense)queceluideP.nigra,enparticuliersurlesdeuxadventicestestés.Leshuiles

extraites des branches des deux espèces, contrairement à celles des cônes et des aiguilles, ont

montré une forte capacité à inhiber la germination des adventices. Cette activité inhibitrice est

proportionnelle à la dose, avec une intensité accrue à des doses plus élevées.

En outre, nous avons observé une sensibilité marquée de S. arvensis à l'action des HEs

étudiées,tandisqueP.canariensisamontréuneréactionplusprononcéeauxdosesplusélevées des

HEs.

Encequiconcernelebléduretleradiscultivé,ilsontétémoinsaffectésparlestraitements

appliqués. Il est important de noter que ces résultats suggèrent une relation dose-réponse dans

l'effet inhibiteur des HEs sur la germination et la croissance des adventices. Cela signifie que

l'intensité de l'inhibition augmente avec l'augmentation de la dose d’HE appliquée.

L'analysedevarianceàdeuxfacteurspourA.numidicaamontréunedifférencehautement

significativeenfonctiondeladose(F=6.15;P=0.002;DDL=3),enfonctiondel'adventice

/ semence (F = 1.71 ; P = 0.195 ; DDL = 2) et de l'interaction entre l'adventice / semence et la

dose (F = 0.51 ; P = 0.796 ; DDL = 6). De la même manière, pour P. nigra, l'analyse a révélé

unedifférencehautementsignificativeenfonctiondeladose(F=2.60;P=0.067;DDL=3), en

fonction de l'adventice / semence (F = 0.78 ; P = 0.466 ; DDL = 2) et de l'interaction entre

l'adventice / semence et la dose (F = 0.30 ; P = 0.932 ; DDL = 6).

Activitéherbicidedeshuilesessentielles

210

Évaluationdel'effetherbicidedeshuilesessentiellesdeP.nigraetd'A.

numidica

Les effets phytotoxiques des HEs des deux Pinaceae étudiées ont été évalués sur le stade

graine (pré-germination) et le stade post-germination (plantule) pour deux types de graines

d'adventices de culture et deux semences. L'efficacité herbicide des HEs a été déterminée par

la mesure du taux de germination et de certains indicateurs physiologiques et biochimiques

associés au stress oxydatif induit par les essences utilisées.

Stadepré-germination (graine)

Notre étude sur l’interaction allélochimique entre HEs et les adventices/semences

(Tableau 23) a révélé que les substances sémiochimiques issues des différentes parties de P.

nigraetd’A.numidicainhibentlagerminationetlacroissancedespartiesaériennesdesgraines

germées. Cette inhibition est modulée par la concentration d’huile essentielle utilisée et la

sensibilité de la plante cible. Plus précisément, l’effet inhibiteur d’A. numidica est plus

prononcé(intense)queceluideP.nigra,enparticuliersurlesdeuxadventicestestés.Leshuiles

extraites des branches des deux espèces, contrairement à celles des cônes et des aiguilles, ont

montré une forte capacité à inhiber la germination des adventices. Cette activité inhibitrice est

proportionnelle à la dose, avec une intensité accrue à des doses plus élevées.

En outre, nous avons observé une sensibilité marquée de S. arvensis à l'action des HEs

étudiées,tandisqueP.canariensisamontréuneréactionplusprononcéeauxdosesplusélevées des

HEs.

Encequiconcernelebléduretleradiscultivé,ilsontétémoinsaffectésparlestraitements

appliqués. Il est important de noter que ces résultats suggèrent une relation dose-réponse dans

l'effet inhibiteur des HEs sur la germination et la croissance des adventices. Cela signifie que

l'intensité de l'inhibition augmente avec l'augmentation de la dose d’HE appliquée.

L'analysedevarianceàdeuxfacteurspourA.numidicaamontréunedifférencehautement

significativeenfonctiondeladose(F=6.15;P=0.002;DDL=3),enfonctiondel'adventice

/ semence (F = 1.71 ; P = 0.195 ; DDL = 2) et de l'interaction entre l'adventice / semence et la

dose (F = 0.51 ; P = 0.796 ; DDL = 6). De la même manière, pour P. nigra, l'analyse a révélé

unedifférencehautementsignificativeenfonctiondeladose(F=2.60;P=0.067;DDL=3), en

fonction de l'adventice / semence (F = 0.78 ; P = 0.466 ; DDL = 2) et de l'interaction entre

l'adventice / semence et la dose (F = 0.30 ; P = 0.932 ; DDL = 6).

Activitéherbicidedeshuilesessentielles

210

Évaluationdel'effetherbicidedeshuilesessentiellesdeP.nigraetd'A.

numidica

Les effets phytotoxiques des HEs des deux Pinaceae étudiées ont été évalués sur le stade

graine (pré-germination) et le stade post-germination (plantule) pour deux types de graines

d'adventices de culture et deux semences. L'efficacité herbicide des HEs a été déterminée par

la mesure du taux de germination et de certains indicateurs physiologiques et biochimiques

associés au stress oxydatif induit par les essences utilisées.

Stadepré-germination (graine)

Notre étude sur l’interaction allélochimique entre HEs et les adventices/semences

(Tableau 23) a révélé que les substances sémiochimiques issues des différentes parties de P.

nigraetd’A.numidicainhibentlagerminationetlacroissancedespartiesaériennesdesgraines

germées. Cette inhibition est modulée par la concentration d’huile essentielle utilisée et la

sensibilité de la plante cible. Plus précisément, l’effet inhibiteur d’A. numidica est plus

prononcé(intense)queceluideP.nigra,enparticuliersurlesdeuxadventicestestés.Leshuiles

extraites des branches des deux espèces, contrairement à celles des cônes et des aiguilles, ont

montré une forte capacité à inhiber la germination des adventices. Cette activité inhibitrice est

proportionnelle à la dose, avec une intensité accrue à des doses plus élevées.

En outre, nous avons observé une sensibilité marquée de S. arvensis à l'action des HEs

étudiées,tandisqueP.canariensisamontréuneréactionplusprononcéeauxdosesplusélevées des

HEs.

Encequiconcernelebléduretleradiscultivé,ilsontétémoinsaffectésparlestraitements

appliqués. Il est important de noter que ces résultats suggèrent une relation dose-réponse dans

l'effet inhibiteur des HEs sur la germination et la croissance des adventices. Cela signifie que

l'intensité de l'inhibition augmente avec l'augmentation de la dose d’HE appliquée.

L'analysedevarianceàdeuxfacteurspourA.numidicaamontréunedifférencehautement

significativeenfonctiondeladose(F=6.15;P=0.002;DDL=3),enfonctiondel'adventice

/ semence (F = 1.71 ; P = 0.195 ; DDL = 2) et de l'interaction entre l'adventice / semence et la

dose (F = 0.51 ; P = 0.796 ; DDL = 6). De la même manière, pour P. nigra, l'analyse a révélé

unedifférencehautementsignificativeenfonctiondeladose(F=2.60;P=0.067;DDL=3), en

fonction de l'adventice / semence (F = 0.78 ; P = 0.466 ; DDL = 2) et de l'interaction entre

l'adventice / semence et la dose (F = 0.30 ; P = 0.932 ; DDL = 6).



Activitéherbicidedeshuilesessentielles

211

Enconclusion,notreétudeadémontréquelessémiochimiquesdérivéesdeP.nigraetd'A.

numidica ont un potentiel inhibiteur sur la germination et la croissance des adventices.

Cependant,l'effetestmoduléparlaconcentrationd'huileessentielleutiliséeetlasensibilitéde

laplantecible.Cesrésultatsouvrentlavoieàdenouvellesrecherchespourexplorerl'utilisation

potentielledecesHEscommebioherbicidesnaturelsdanslagestiondesadventices.Cependant, il est

important de noter que bien que ces résultats soient prometteurs, des recherches

supplémentaires sont nécessaires pour évaluer l'efficacité de ces HEs dans des conditions de

terrain réelles. De plus, des études toxicologiques et environnementales sont nécessaires pour

évaluer l'impact potentiel de l'utilisation de ces HEs sur l'environnement et la santé humaine.

Ensomme,cetteétudeafournidespreuvespréliminairesdel'efficacitépotentielledesHEs

dérivées de P. nigra et d'A. numidica comme agents de lutte biologique contre les adventices.

Ces résultats pourraient avoir des implications significatives pour le développement de

stratégies de gestion des adventices plus durables et respectueuses de l'environnement.
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Tableau23 :EffetdesHEsdeP.nigraetd'A.numidicasurlacapacitégerminative(%)desdifférentesadventicesetsemences étudiées.

Graine
Dose

(µL/mL)

Germination(%)

Aiguilles Branches Cônes Aiguilles Branches Cônes

Sinapisarvensis

0 98,01 ± 2,21 97,33 ± 1,15 98,67 ± 1,15 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0

1
80,20ABC±

19,05

79,90C±

0,46
80,00D±1,00

83,67B±

1,53
80,33D±0,58 81,33B±1,15

2 61,63CD±6,34
60,67D±

0,58
60,90E±0,46 62,67D±1,15 60,67F±2,31 61D±2,65

3 34,80E±4,08
30,20G±

1,64
30,27H±0,64

38,67G±

1,15
33,47H±1,36 34,60G±0,53

Phallaris

canariensis

0 98,67 ± 1,53 99,33 ± 1,15 98,33 ± 1,15 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0

1 85,87AB±5,91
78,00C±

2,00
85,00CD±1,73

87,50B±

0,87
80,00D±2,00 86,33B±1,53

2 55,60D±4,20
47,35E±

1,53
52,27F±1,62

57,33E±

1,15
48,67G±1,15 53E±2,65

3 42,43DE±6,81 40,05F± 2,44 41,23G±1,25 45,00F± 1,50 43,33G±1,53 44,67E±0,76

Triticumdurum

0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0

1 100A±0
98,67A±

1,15
97,33A±1,15

98,33A±

1,53
97,33A±1,15 97,67A±0,58
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2 98,00A±2,00
95,33A±

1,15
95,67AB±0,58

97,33A±

0,58
94,67AB±2,52 96,00A±1,00

3 96,67AB±1,15
90,00B±

2,00
91,33BC±1,15 94,33A±1,15 90,33BC±2,52 92,33A±2,52

Rhaphanussativus

0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0

1 99,33A±1,15
98,67A±

2,31
98,67A±1,15

95,67A±

0,58
95,67AB±0,58 95,67A±0,58

2 88,67AB±1,15
80,67B±

1,15
86D±2

88,00B±

4,00
85,33CD±1,53 86,33B±1,53

3 77,00BC±1,73
61,33D±

1,15
67,67E±2,52 75,67C±2,08 69,00E±2,65 71,33C±3,06

***Lesvaleurssontdesmoyennes±écarts-types(n=3);Lesmoyennesdansunemêmecolonneavecdeslettresdifférentessont significativement

différentes selon le test de LSD de Fisher (P ≤ 0,05).
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Au cours de nos investigations expérimentales, nous avons observé que l'application des

HEs à la dose minimale entraînait une inhibition partielle de la germination. Cette inhibition

s'accompagnaitd'unretarddansleprocessusdelevéedegerminationainsiqued'uneentraveà

l'élongationdel'hypocotyleetdelaradicule,deuxcomposantesessentiellesdudéveloppement initial

de la plante. De plus, une diminution notable de la vitesse de germination a été enregistrée, en

particulier pour les deux adventices étudiés.

Parailleurs,nousavonsconstatéqueS.arvensisetP.canariensisgermaientpluslentement que

T. durum et R. sativus. En outre, il a été constaté que S. arvensis et P. canariensis présentaient

une germination plus lente et une sensibilité élevée aux traitements par les différentes HEs

comparativement à T. durum et R. sativus.

La littérature scientifique est riche en analyses détaillées et approfondies qui mettent en

exerguelephénomèneallélopathiquemanifestéparcertainesespècesvégétales,illustrantainsi leur

potentiel phytotoxique à l'égard des plantes adventices. Dans cette optique, Amri et al.

(2011)ontexaminél'efficacitéphytotoxiquedesHEsextraitesdesaiguillesdePinuspatulasur quatre

adventices (S. arvensis, L. rigidum, P. canariensis et Trifolium campestre) en zones cultivées

en Tunisie. L'huile essentielle a fortement inhibé la germination et la croissance des

semisenfonctiondeladoseetl'effetétantsignificativementplusefficacesurlesdicotylédones (S.

arvensis et T. campestre) que sur les monocotylédones (L. rigidum et P. canariensis). En

effet, à desconcentrations plusfaibles (de1à 3 μL/mL pour les dicots etde 1 à4 μL/mL pou r

lesmonocots),lagerminationetlacroissancedesplantulesdesadventicesontétépartiellement

réduites.Cependant,àdesconcentrationsélevées(4μL/mLpourlesdicotset5μL/mLpourles

monocots),lagerminationetlacroissancedesplantulesdetouteslesadventicestestéesontété

totalement inhibées.

DansuneétudeultérieureportantsurlespropriétésallélochimiquesdesHEsdesaiguilles de

Pinus halepensis, menée par Amri et ses collègues en 2013, une activité herbicide

significative(statistiquement)aétéobservée.CesHEsontététestéessurtroismauvaisesherbes

couramment rencontrées dans les cultures céréalières en Tunisie, à savoir S. arvensis, Lolium

rigidumetR.raphanistrum.Àuneconcentrationde2μL/mL,cesHEsontinhibélagermination des

graines de ces adventices.

Dans une étude antérieure, Amri et ses collaborateurs (2012) ont exploré les propriétés

herbicidesdel'huiledesaiguillesdeP.pinea(arbresâgésde50ans)surlesmêmesadventices.

Ilsontconstatéquecettehuileinhibaittotalementlagerminationdesgrainesàdes
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concentrations élevées. Cependant, à des doses plus faibles, l'huile exerçait un effet différent :

elleretardaitetréduisaitlagermination,touteninhibantlacroissancedespoussesdetoutesles

adventices testées. Cela contraste avec l'effet de l'herbicide commercial 2,4 D (ou acide 2,4-

dichlorophénoxyacétique) utilisé, qui a un mode d'action différent. Hanana et al. (2014) ont

égalementsoulignélespotentiellespropriétésherbicidesdeshuilesessentiellesdesaiguillesde

troisespècesde pin (arbresâgés de 20 ans) : P. brutia, P. coulteri et P. caribaea. L'évaluation

de l'activité herbicide de ces huiles vis-à-vis des espèces testées (S. arvensis, P. canariensis et

T. turgidum) a révélé un effet inhibiteur significatif (en termes d'analyse statistique) sur leur

germination et leur croissance. L'analyse de l'activité biologique de ces huiles a montré une

forte action phytotoxique contre les adventices testées, bien que de moindre impact sur le blé

durcultivé.Ilconvientdenoterquelesespècestestéesontmanifestédesniveauxdesensibilité

variables. S. arvensis étant la plus sensible aux différentes HEs, tandis que l'HE de P. coulteri

s'est avérée la plus efficiente.

Aussi, dans des travaux récents, Amri et ses collaborateurs ont investigué les propriétés

herbicides des HEs issues de diverses espèces du genre Pinus. Ils ont examiné l'efficacité de

l'HE des aiguilles de P. nigra subsp. laricio en tant que bioherbicide contre S. arvensis, T.

campestre et P. canariensis. Les résultats ont révélé une inhibition dose-dépendante de la

germination et de la croissance des semis, avec un effet particulièrement prononcé sur S.

arvensisquesurT.campestreetP.canariensis.Àdesconcentrationsplusfaibles(1à3μL/mL

pourS.arvensiset1à4μL/mLpourT.campestreetP.canariensis),uneréductionpartiellede la

germination et de la croissance des semis a été observée. Cependant, à des concentrations plus

élevées (4 μL/mL pour S. arvensis et 5 μL/mL pour T. campestre et P. canariensis), la

germination et la croissance des semis ont été totalement inhibées (Amri et al., 2017). Par

ailleurs, l'huile essentielle des aiguilles de P. radiata a également été évaluée pour son action

contre les mêmes adventices. Cette HE a manifesté une inhibition de la germination et de la

croissance des semis statistiquement significative, de manière dose-dépendante, avec une

efficacité accrue contre les dicotylédones (S. arvensis et T. campestre) par rapport aux

monocotylédones (P. canariensis).Àdes concentrations plus faibles (de1 à 3 μL/mL pour les

dicots et de 1 à 4 μL/mL pour P. canariensis), une inhibition partielle a été constatée.

Néanmoins, des concentrations élevées (4 μL/mL pour les dicots et 6 μL/mL pour P.

canariensis)ontentraînéuneinhibitiontotaledelagerminationetdelacroissancedesplantules de

toutes les adventices testées (Amri et al., 2021). Ainsi, les HEs des cônes de P. brutia, P.

nigra subsp. laricio et P. pinea ont été évaluées pour leur capacité antigerminative contre P.

canariensis,S.arvensisetT.durum(Amrietal.,2022).Lesrésultatsmontrentdeseffets
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inhibiteurs significatifs (suite à une analyse de variance) sur la germination des graines des

différentes espèces deplantestestées.La réduction de la germination dépend du type d'HE, de

la concentration utilisée et de la réponse de l'espèce testée. À une concentration de 3 μL/mL,

lestroishuilesutiliséesontprovoquéuneinhibitioncomplètedelagerminationdesgrainesdes

adventicestestées.Cependant,letauxd'inhibitiondelagerminationdesgrainesleplusélevéa été

observé avec l'HE de P. pinea, avec une inhibition complète de la germination des graines de

S. arvensis à 2 μL/mL. Pour la germination des graines de P. canariensis, les trois huiles

essentiellestestéesontprovoquéuneréductionàuneconcentrationde2μL/mL.Cependant,les huiles

essentielles de P. brutia et de P. nigra ont eu les effets d'inhibition les plus élevés de la

germinationdesgrainessansgerminationdesgrainesdeP.canariensisàdesconcentrationsde

3μL/mL,saufpourP.pineaoùlepourcentagedegerminationétaitde3,33%.Triticumdurum,

quiestuneespècemonocotylédonecultivée,estlaplusrésistanteàtoutesleshuilestestées.En fait, à

des concentrations élevées (3 μL mL-1), la germination de T. durum n'a été réduite que de 40 à

50 % pour toutes les HEs utilisées. Alors qu'à la même concentration, une inhibition

complètedelagerminationaéténotéepourlesdeuxautresadventices.Deplus,Khedhrietal.

(2022)ontétudiélavariationdeseffetsphytotoxiquesdesHEsdesaiguilles,debranchesetde cônes de

P. pinaster sur les mêmes adventices et semence que précédemment. Les résultats

enregistrésontmontréquelagerminationetlacroissancedessemisontétéfortementinhibées par le

traitement à l'HE en fonction de la dose, et toutes les adventices testées ont montré différents

degrés de sensibilité. À la dose de 2 μL/mL, l'HE des cônes et des aiguilles a complètement

inhibé la germination et la croissance des semis de S. arvensis. Alors que P.

canariensissembleêtrelégèrementrésistantàlamêmedoseauxtroishuilesessentiellestestées.

Cependant, un faible effet phytotoxique a été obtenu avec l'huile de branches par rapport aux

huiles d'aiguilles et de cônes. En ce qui concerne S. arvensis, l'huile extraite des cônes est la

plus puissante, supprimant l'allongement des pousses de 40 % et 64 % à 1 et 2 μL/mL

respectivement. À 3 μL/mL, l'effet inhibiteur a été renforcé de manière significative (suite à

une ANOVA), atteignant 100 % par rapport au contrôle. De même, pour l'élongation des

racines, l'effet suppressif a été renforcé à 42 % par 1 μL/mL d'huile, et à 70 % à la dose de 2

μL/mL. Cependant, l'huile de cônes a presque complètement anéanti les plantules (100 %).

D'autre part, l'effet phytotoxique était plus important sur les adventices que sur le blé dur

cultivé,sagerminationestlégèrementaffectéeàladosede3μL/mL,enregistrantuneinhibition, qui

est loin d'être totale, environ 50 % après l'application de l'HE de cônes et 70 % pour les

aiguilles.
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D'autres familles de plantes aromatiques, reconnues pour leur potentiel allélopathique

contrelesadventicesenagriculture,sontabondammentétudiéesdanslalittératurescientifique. La

famille des Myrtaceae, en particulier le genre Eucalyptus, est notamment bien documentée à

cet égard. En effet, l'efficacité phytotoxique des HEs extraites des feuilles d'Eucalyptus

citriodora a été expérimentalement évaluée pour réduire la germination de quatre espèces

adventices,àsavoirSinapisarvensis,Sonchusoleraceus,XanthiumstrumariumetAvenafatua

(Benchaa et al., 2018). Contrairement à tout ce qui a été déjà rapporté, les résultats ont révélé

un effet allélopathique inversement proportionnel à la dose d'HE appliquée. À une

concentration de 0,01 %, une réduction significative de la germination a été observée pour

toutes les espèces, à l'exception de X. strumarium. À 0,02 %, la germination des graines de S.

arvensis, S. oleraceus, A. fatua et X. strumarium a été considérablement inhibée, avec des

réductionsde93,6%,90,91%,81,17%et61,66%parrapportaucontrôle,respectivement.La

concentration la plus élevée, 0,03 %, a totalement inhibé la germination des graines de S.

arvensis et a manifesté un effet d'inhibition important sur les autres graines. De même, les

graines germées dans les boîtes de Petri traitées ont présenté une réduction significative (suite

àuneANOVA)delalongueurdesracinesetdespoussesauxconcentrationsde0,02%et0,03% par

rapport au contrôle.

Des études plus récentes ont mis en exergue les propriétés herbicides d'autres espèces

végétales du genre Eucalyptus. Khammassi et al. (2023) ont exploré le potentiel

allélochimiques des HEs d'E. maculata à l'égard de deux graines adventices (P. canariensis et

S. arvensis) et de la culture du blé dur (T. durum). Les résultats indiquent que les HEs

d'Eucalyptusmaculataontaffectélagerminationdetouteslesplantestestéesdemanièredose-

dépendante.Eneffet,à0,5μL/mL,uneréductionsignificativedelagerminationdeS.arvensis

aétéobservée.Cependant,cettedosen'aeuaucuneffetsurlebléetP.canariensis.À3μL/mL,

lesHEsontpartiellementinhibélagerminationdetouteslesespècestestées.Outrel'inhibition de la

germination, l'effet phytotoxique des huiles s'est également traduit par une réduction

proportionnelle de la croissance desparties aériennes pour toutes les plantes, en fonction de la

concentration utilisée. Des effets similaires ont été observés pour la croissance des parties

racinaires, avec une inhibition significative de la croissance des pousses radiculaires de S.

arvensis à la dose de 0,5 μL/mL.

Parailleurs,lesHEsextraitesdesfeuillesdetroisespècesintroduitesenTunisie,dugenre

Eucalyptus (E. oleosa, E. pimpiniana, E. polyanthemos) ont été utilisées, dans des conditions

delaboratoirecommebioherbicide,d'unepart,pourcontrôlerlaproliférationdeS.arvensiset
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d'autre part, sur deux graines cultivées (semences de Lepidium sativum et Raphanus sativus)

pourapprouverl'usagedeceshuilescommeagentdelutteenagriculturedurable(Koukietal., 2023).

Les résultats ont indiqué une inhibition significative (suite à une analyse statistique) de la

germination des graines des plantes testées de manière dose-dépendante et selon le type

d'huile essentielle testée. En résumé, les huiles essentielles de deux espèces (E. pimpiniana et

E.oleosa)ontcomplètementinhibélagerminationdeS.arvensisetdeR.sativusà1μL/mL.À l'inverse,

les huiles essentielles d'E. polyanthemos ont inhibé la germination des graines des mêmes

espèces de 75 et 55 %, respectivement. Cependant, l'huile essentielle d'E. oleosa a été la plus

active en ce qui concerne la germination des graines, entraînant une inhibition incomplète de

S. arvensis à 0,5 μL/mL. Pour L. sativum, seule l'huile essentielle d'E. oleosa a

réduitlagerminationdesgrainesde20à30%à0,75et1μL/mL,respectivement.Enrevanche, les

huiles essentielles d'E. pimpiniana et d'E. polyanthemos n'ont eu aucun effet sur la

germination des graines de L. sativum à toutes les concentrations testées.

D'autres espèces d'Eucalyptus (E. falcata, E. sideroxylon et E. citriodora) introduites ont

fait l'objet d'investigation allélopathique sous forme d'HEs vis-à-vis de S. arvensis, P.

canariensis et T. durum (Amri et al., 2023). Les résultats obtenus stipulent que le potentiel

phytotoxique des huiles testées avait une efficacité différente sur la germination des graines et

la croissance des plantules et variait en fonction des herbes testées et de la variabilité de leur

composition chimique. Leur efficacité était meilleure que celle du glyphosate (herbicide

commercial).

L'ensemble de ces études souligne l'importance de considérer plusieurs facteurs dans le

pouvoirallélopathiquedeshuilesessentielles(HEs).Ilestimportantdeprendreencomptenon

seulementladoseappliquée,lasensibilitéspécifiquedelaplante(adventiceousemence)ainsi

quesasélectivité(entermedemonooudicotylédone),maiségalementlacompositionchimique

etlesinteractionspossibles(synergie,antagonismeetaddition)entrelesdifférentscomposants

présents dans l'HE.

Les observations faites dans la présente étude sont en accord avec la majorité des travaux

cités auparavant qui ont signalé que les huiles essentielles (les HEs riches en terpènes

hydrocarburés) empêchent la germination et la croissance des plantes (Amri et al., 2013;

Hanana et al., 2014). De même, la présence quantitative, à la fois de sesquiterpènes et de

monoterpènes,etlasynergieentrecescomposantspourraitêtreàl'originedelaréductiondela

germination chez les adventices de cultures (Hanana et al., 2014). D'autres chercheurs

suggèrentl'implicationdirecteducomposémajoritairedel'HEcommel'asoulignéIbáñezet
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Blázquez (2018). Ainsi, aux mêmes doses et aux mêmes adventices, l'huile essentielle d'E.

globulus contenant du 1,8-cinéole (76,43 %) n'a aucun effet phytotoxique sur la germination

des graines et la croissance des semis de P. oleracea, tandis que l'huile essentielle d'E.

camaldulensis contenant du spathulénol (41,46 %) comme composé principal a été capable

d'inhiber complètement la germination des graines de cette adventice cosmopolite.

Pour expliquer le mode d'action des HEs étudiées sur l'inhibition de la germination et

comme indiqué dans la littérature, différents mécanismes physiologiques et biochimiques

peuventêtreexpliquésparlefaitquecesmonoterpènesaffectentlesprocessusphysiologiques, tels

que la viabilité cellulaire, l'activité enzymatique et la réduction des organites suite à la rupture

de la membrane (Mahdavikia et al., 2017; Fagodia et al., 2017).

Stadepost-germination (plantule)

Cinq jours après pulvérisation des feuilles de S. arvensis, P. canariensis, T. durum et R.

sativus avec les différentes doses d'HE utilisées, nous avons observé certains symptômes

associés aux dommages du stress oxydatif induit par les différents traitements utilisés. Nous

avonsobservéunechlorosesuiviedel'étiolementetduflétrissementdesfeuilleschezcertaines

plantules, particulièrement chez les deux adventices et à fortes doses.

Nous avons mesuré certains paramètres biochimiques et physiologiques, indicateurs de

l'état sanitaire des plantes testées, afin de mieux situer l'ampleur du stress oxydatif généré par

l'applicationdesHEs.Enconséquence,desmesuresontétéprisespourévaluerlateneureneau,

l’intégrité membranaire, la capacité photosynthètique (chlorophylle totale), la peroxydation

lipidique (MDA), la production des ERO (H2O2) et la proline.

VI.2.1. EffetdesHEssurl’intégritémembranairedesfeuillesdesplantulestraitées

Étant donné que les feuilles étaient en contact direct avec les HE, entraînant une

perturbationdelaperméabilitédesmembranescellulaires.Ceparamètrephysiologiquedefuite

d'électrolytes à l'extérieur de la cellule peut être estimé par la mesure de l'augmentation de la

conductivité électrique du milieu extracellulaire par rapport au témoin.

Le Tableau 24 récapitule les principaux résultats obtenus pour ce paramètre avec les

différentes huiles utilisées.
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Tableau24 :EffetsdutraitementenHEssurlafuiterelativeenélectrolytesdesfeuillesdesadventicesetdesgrainescultivées.

Adv/Grn S.arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
A.numidica

Organe

Dose
(µL/mL) A
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s
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es
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1
20,12 ±
1,22klm

28,86±
0,20j

24,89 ±
0,16jkl

19,34 ±
0,90lmn

28,49±
0,03j

26,94 ±
0,10jk

12,03±
0,03p

12,64±
0,04n

12,2±
0,04o

12,49±
0,08n

13,72±
0,31mn

13,48±
0,06mn

2
36,45 ±
0,58ghi

44,59±
1,29def

40,91 ±
0,16efg

38,90 ±
0,14fgh

46,54±
0,09cde

42,25 ±

0,17defg

21,52±
0,03lm

29,96±
0,21ij

26,51 ±
0,02jkl

23,87lm

± 0,34
26,96 ±
0,21jk

25,59 ±
0,39jkl

3
43,05±

0,84defg

55,11±
0,10ab

48,83 ±
1,11bcd

44,15±
1,35def

58,30 ±
0,14a

52,16 ±
0,11abc

34,89±
0,12ghi

42,24 ±

0,04defg

38,77±
1,12fgh

41,35 ±
0,18efg

46,31 ±
0,15cde

44,89±
0,14def

P. nigra
Adv/Grn S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum

Organe

Dose
(µL/mL) A
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s
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1
18,84±
0,02U

21,05 ±
0,15Q

20,07 ±
0,16S

13,3±
0,06Y

16,49 ±
0,04W

13,65 ±
0,04X

11,2±
0,02A

10,08±
0,02AC

10,85 ±
0,06AB

12,55 ±
0,02Z

12,37 ±
0,02Z

13,16 ±
0,02Y

2
26,76±
0,02M

33,8 ±
0,03K

30,06 ±
0,24L

22,1
±
0,03O

23,27±
0,06N

23,22 ±
0,09N

19,9
±
0,07S

17,60 ±
0,05V

19,50±
0,04T

21,35 ±
0,03P

20,72±
0,07R

21,19 ±
0,04PQ

3
38,04±
0,02H

46,43±
0,04A

42,14±
0,04B

37,1±
0,03J

42,04±
0,04B

40,83 ±
0,15E

39,9±
0,03F

37,57±
0,07I

38,04 ±
0,08H

41,64 ±
0,04C

38,45 ±
0,05G

41,05±
0,08D

***Les valeurs obtenues pour les différents témoins varient entre 8 % et 8.65 % pour les différentes huiles ; Les valeurs sont des moyennes ±

écarts-types(n=3);LesmoyennesdansunemêmecolonneavecdeslettresdifférentessontsignificativementdifférentesselonletestdeLSDde Fisher (P ≤

0,05).
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Les symptômes de flétrissement et de dessiccation observés chez les adventices suite à

l'applicationdestroishuilesessentielles(HEs)pourraientêtreattribuésàuneaugmentationde

laperméabilitémembranaire,commeentémoignel'exsudationd'électrolytes.Cettecorrélation

suggère que les dommages subis par les membranes cellulaires sont dose-dépendants : une

concentration plus élevée d'HE entraîne une fuite d'électrolytes plus marquée, reflétant une

détériorationaccéléréedel'intégritémembranaire.Cetteperturbationconduitinévitablementà une

défaillance des fonctions cellulaires essentielles.

LesdonnéesexpérimentalesindiquentquelesHEsdeA.numidica,particulièrementcelles

extraites des branches, induisent une libération notable d'électrolytes, affectant ainsi l'intégrité

desmembranescellulaires,surtoutchezS.arvensiset,dansunemoindremesure,chezT.durum et R.

Sativus. Une fuite d'électrolytes croissante a été mesurée dans les feuilles soumises aux

différentes HEs, avec une amplification marquée à des doses élevées pour toutes les espèces

évaluées, bien que les deux espèces cultivées aient montré une certaine résistance. Sur le plan

statistique, il a été constaté que les HEs perturbent significativement (P ≤ 0.05) la membrane

plasmiquedesadventices,entraînantuneconductivitéaccruedanslemilieuextracellulaire.Cet effet

est plus marqué chez les dicotylédones (S. arvensis) que chez les monocotylédones (P.

canariensis),etce,pourtouteslesconcentrationstestées.Unetendancesimilaireaétéobservée lors

de la comparaison entre le blé dur (T. durum) et le radis (R. sativus), avec une sensibilité

différentielle à l'effet des HEs.

Pour mieux situer la variation de la fuite relative d'électrolytes engendrée par le stress

oxydatifsuiteauxdifférentstraitementsdesHEsdupinnoiretdusapin,nousavonsjugéutile

detraiterstatiquementparuneanalysedevariancemultifactoriellelesdonnéesenregistrées.À cet

effet, une analyse de variance à 3 facteurs (partie de plante où l’HE est extraite, dose

appliquée et graine/semence) a été menée sur les différents traitements effectués.

Afindecaractériserlavariationdelafuited'électrolytesinduiteparlestressoxydatifaprès

l'application des HEs de pin noir et de sapin de Numidie, une analyse de variance

multifactorielle (ANOVA) a été appliquée aux données recueillies, prenant en compte trois

facteurs principaux : la partie de la plante à partir de laquelle les HEs ont été extraites, la dose

d'HEsadministrée,etletypedegraineoudesemencetraitée.Cetteméthoded'analyseapermis

d'évaluer l'impact combiné et individuel de ces facteurs sur la perméabilité membranaire suite

aux différents traitements par les HEs.
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Pour le sapin, L'analyse de variancea montré une différencehautement significative pour

l'interaction partie de la plante où l'HE est extraite * dose (F = 6.15 ; P = 0.000 ; DDL= 4) et,

aucunedifferencesignificativeentrepartiedelaplanteoùl'HEestextraite*Adventice/semence

(F=1.4;P=0.228;DDL=6)nidel'interactionentreAdventice/semenceetladose(F=1.09; P = 0.376;

DDL= 6) ni de l'interaction entre les trois facteurs (F = 1.03; P =0.427; DDL= 12). En

revanche, pour le pin noir, l'analyse a révélé une différence hautement significative pour

toutes les interactions : partie de la plante où l'HE est extraite * dose (F = 67.16 ; P = 0.000 ;

DDL=4),partiedelaplanteoùl'HEestextraite*Adventice/semence(F=2568.22;P=0.000; DDL=

6), Adventice/semence*dose (F = 2367.24 ; P = 0.000 ; DDL= 6) et partie de la plante où l'HE

est extraite * dose * Adventice/semence (F= 399.37 ; P = 0.000; DDL= 12).

Lesperturbationsphysiologiquesestiméesparlesmesuresdesconductivitésélectriquesau

niveau des membranes cellulaires suite à l'application des HEs des deux espèces de Pinaceae

étudiées sont attribuables au stress oxydatif induit par ces HEs, comme le rapportent plusieurs

études(Singhetal.,2006;Kauretal.,2010;Benchaaetal.,2019;Khammassietal.,2023; Amri et

al., 2023). Parmi les conséquences notables, on observe une exsudation significative

d'électrolytes.L'intégritéde la membrane cellulaire est cruciale pour le maintien des fonctions

vitales,notammentenagissantcommeunebarrièreetenrégulantlaperméabilitésélectiveaux

nutriments, ce qui est fondamental pour la préservation de l'homéostasie électrolytique.

Poonpaiboonpipat et al. (2013) ont démontré que les HEs peuvent altérer la perméabilité

membranaire des adventices,notamment par l'intermédiairede la diffusionde monoterpènes à

travers la paroi et les membranes cellulaires. Cette altération entraîne une fuite de potassium,

cequipeutinhiberlarespirationcellulairedépendanteduglucose.Enoutre,l'augmentationde la

perméabilité membranaire provoque également une perte accrue de solutés, ce qui perturbe les

fonctions membranaires essentielles, comme l'ont souligné Movileanu et al. (2000). Ces

modificationsdelaperméabilitépeuventcompromettrel'équilibreioniqueeténergétiquedela

cellule,entraînantpotentiellementdeseffetsdélétèressurlaviabilitécellulaireetlacroissance des

plantes.

VI.2.2. EffetdesHEssurlaperoxydationlipidiquedesfeuillesdesplantulestraitées

Les composés allélochimiques étudiés ont été identifiés comme des inducteurs de stress

oxydatif au sein des plantes cibles, entraînant une perturbation généralisée des processus

physiologiques et biochimiques. La membrane cellulaire, principalement constituée de

phospholipidesetdeprotéines,joueunrôleessentieldanslemaintiendelastructurecellulaire

etdesonintégrité.Danslecadredecetteétude,nousavonsquantifiéletauxde
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malondialdéhyde(MDA),unbiomarqueurdustressoxydatiflipidique,afind'évaluerl'étatdes

lipidesmembranaires,enparticulierlesphospholipidesetleursacidesgraspolyinsaturés.Cette

mesure du MDA fournit des informations cruciales sur les dommages oxydatifs subis par les

membranes cellulaires, reflétant ainsi l'impact des composés allélochimiques sur la viabilité

cellulaire.

LesrésultatsdequantificationdesniveauxduMDAenfonctiondeladosed'huileutilisée sur les

plantes étudiées sont présentés dans le Tableau 25 ci-dessous.

LesniveauxplusélevésdeMDAsemblentinfluencésparplusieursfacteurs,notammentla partie

de la plante où l'HE a été extraite, la dose appliquée et le type de plante testée. De plus,

lacompositionchimiquedeceshuilespourraitexpliquerlesvariationsobservéesàlafoisentre les

différentes parties de la même plante et entre les deux plantes étudiées.

L'analyse statistique par le billet e la variance multifacteurs nous a aidé à mieux voir la

contribution de chaque élément de l’expérience et/ou de leur interaction dans la variation des

taux du MDA enregistré. Celle- ci a révélé, pour P. nigra, une différence hautement

significative pour les interactions binaires entre : partie de la plante où l’'E est extraite * dose

(F=28.21;P=0.000;DDL=4),partiedelaplanteoùl’huileestextraite*Adventice/semence (F=

143.28 ; P =0.000; DDL= 6) et Adventice/semence et la dose (F = 4783.77; P = 0.000; DDL=

6) et l’interaction globale entre les trois facteurs (F = 16.22; P = 0.427; DDL= 12). De même,

pour A. numidica, une différence hautement significative pour toutes les interactions :

partiedelaplanteoùl’'Eestextraite*dose(F=29.71;P=0.000;DDL=4),partiedelaplante

oùl’'Eestextraite*Adventice/semence(F=59.53;P=0.000;DDL=6)etAdventice/semence

etladose(F=2137.44;P=0.000;DDL=6)etl’interactionglobaleentrelestroisfacteurs(F

=11.71;P=0.427;DDL=12).
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Tableau25 :Teneurs(nmol/gMF)etévolutionduMDAdanslesfeuillesdesplantestraitéesparlesdifférentesHEsétudiées.

Adv/Grn S.arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
A. numidica

Organe

Dose
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1
16,23 ±
0.003M

20,13 ±
0.04K

18,14 ±
0.04L

11,45 ±
0.03R

16,24 ±
0.04M

12,61 ±
0.04PQ

9,27 ±
0,05U

11,90 ±
0,16Q

10,94 ±
0,07S

10,50 ±
0,02T

12,75 ±
0,03P

11,93 ±
0,13Q

2
23,07 ±
0,02J

30,09 ±
0,03G

28,06 ±
0,05H

26,0 ±
0,04I

35,36 ±
0,04E

31,16 ±
0,25F

10,88 ±
0,12S

12,45 ±
0,03PQ

11,57 ±
0,06R

11,95 ±
0,07Q

14,95 ±
0,11N

14,00 ±
0,09O

3
40,13 ±
0.23C

45,08
± 0.03A

42,11±
0.03B

36,4 ±
0,53D

44,70 ±
0,05A

42,04 ±
0.03B

11,95 ±
0,06Q

14,93 ±
0,10N

13,90 ±
0,09O

12.93 ±
0,12P

16.74 ±
0,05M

16.08 ±
0,03M

P. nigra
Adv/Grn S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
Organe

Dose
(µL/mL) A

ig
ui

lle
s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

1 14,05 ±
0,13O

19,27 ±
0,06K

16,22 ±
0,02L

10,3 ±
0,02W

15,07 ±
0,04M

12,13±
0,03QRS

9,14 ±
0,22X

11,04 ±
0,19U

10,81±
0,03VW

10,35 ±
0,03W

12,46±
0,03Q

11,65 ±
0,03ST

2 22,10 ±
0,26J

28,12 ±
0,19G

26,23 ±
0,30H

24,9 ±
0,11I

33,52 ±
0,02E

30,05 ±
1.46F

10,78 ±
0,03VW

12,25 ±
0,04QR

11,39 ±
0,03T

11,80 ±
0,04RST

14,31 ±
0,06NO

13,97 ±
0,13OP

3 38,94±
0,23C

44,09 ±
0,03A

40,22 ±
0,36B

36,1 ±
0,22D

44,08 ±
0,03A

40,52 ±
0,67B

11,44T±
0,05

14,42 ±
0,03NO

13,52 ±
0,04P

12,55±
0,06Q

16,36±
0,06L

14,77±
0,04MN

**Les valeurs obtenues pour les différentstémoins varient entre 8,2 nmol/g et 10 nmol/g defeuilles pour les différentes huiles; Les valeurs sont

desmoyennes±écarts-types(n=3);Lesmoyennesdansunemêmecolonneavecdeslettresdifférentessontsignificativementdifférentesselonle test de LSD

de Fisher (P ≤ 0,05).
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Laperoxydationlipidiqueestunprocessusparlequelleslipidessubissentunedégradation

oxydative,etlemalondialdéhyde(MDA)estun marqueurclédecephénomène,généralement

mesuréparletestdessubstancesréactivesàl'acidethiobarbiturique(TBARS)(Marnett,1999).

Étant donnéque les acides graset autreslipides sont des constituants structurels essentiels des

membranes cellulaires, il est plausible de postuler que leur dégradation oxydative pourrait

libérer des lipides dans le cytoplasme des cellules affectées, où ils pourraient subir une

oxydationsupplémentaire(Scrivantietal.,2003).Cettelibérationdelipidesetlaperoxydation

quienrésulte,accompagnéesd'unefuiteaccrued'électrolytes,contribuentàlaperted'intégrité

membranaire,cequiestreconnucommeunfacteurdéterminantdansl'inductiondedommages

cellulaires (Singh et al., 2006). Par conséquent, la membrane cellulaire joue un rôle

prépondérantdanslamédiationdeseffetsdescomposésbioactifs,agissantcommeunindicateur

sensible des perturbations induites par ces agents. La détermination du mode d'action des

composésbioactifspassedoncinévitablementparl'analysedel'étatdesmembranescellulaires,

notamment à travers l'évaluation des niveaux de MDA. Cette approche permet de déceler les

altérationsmembranaires précocesqui peuventsignaler desdysfonctionnements cellulaires et,

par extension, des effets phytotoxiques des composés allélochimiques sur les plantes cibles.

L'augmentation des taux de MDA constatée chez les différentes espèces signifie la

présenced'unstressoxydatifsuiteautraitement parlesHEs,se manifestantparladégradation

descomposantsclésdesmembranescellulaires,telsqueleslipidesetlesacidesgrasinsaturés. Cette

détérioration membranaire est particulièrement marquée chez S. arvensis, suivie de P.

canariensis, tandis que le blé dur et le radis cultivé affichent une résilience relative, suggérant

unemeilleurecapacitéàfairefaceaustressinduit.L'analysedesdonnéesrévèleunecorrélation entre

la perte d'intégrité membranaire et l'augmentation des taux de MDA, les espèces

présentantlesperturbations membranairesles plussévères affichantégalement lesniveaux les

plusélevésdeMDA.Danscetteoptique,diverstravauxontproposéqueleshuilesessentielles

(HEs)richesenmonoterpènessontsusceptiblesd'engendrerunstressoxydatifsetraduisantpar

uneproductionaccruedemalondialdéhyde(Hananaetal.,2014;Amrietal.,2017;Benchaa

etal.,2019;Benkaabetal.,2019;Amrietal.,2023).Cettehypothèseestcorroboréeparles

résultatsobtenusdanslaprésenteétudeaveclesHEsdeP.nigraetd'A.numidica.Parailleurs, d'autres

recherches ont mis en évidence le rôle prépondérant des dérivés oxygénés des HEs et

l'influence directe du composé majoritaire dans l'induction du stress oxydatif (Zhang et al.,

2014). Synowiec et al. (2017) ont également souligné l'importance des composés majoritaires

dans l'activité biologique des HEs, tout en reconnaissant les effets synergiques potentiels des

composésmineurs.CesinteractionscomplexesentrelesdifférentsconstituantsdesHEs
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peuvent donc jouer un rôle déterminant dans la réponse au stress oxydatif et dans les

mécanismes de toxicité vis-à-vis des plantes cibles.

VI.2.3. EffetdesHEssurlaproductionduH2O2danslesfeuillesdesplantulestraitées

Le stress oxydatif a été reconnu après les traitements aux HEs par le biais du produit de

peroxydationlipidique,lemalondialdéhyde(MDA),duperoxyded'hydrogèneetdelaproline.

La génération des espèces réactives de l'oxygène (ERO) était l'un des principaux

mécanismesd'actiondesphytotoxines,quipeuventinduireuneproductionincontrôléedeH2O2 dans

les tissus végétaux, entraînant des perturbations cellulaires (Singh et al., 2006, 2009 ; Mutlu

et al., 2011).

Les résultats obtenus (Tableau 26) soulignent une forte corrélation entre l'accumulation

deH2O2,lafuited'électrolytesetletauxdemalondialdéhyde(MDA).L'augmentationdestaux de

production de H2O2observée chez les différentes espèces indique la présence d'un stress

oxydatif induit par les traitements avec les différentes HEs. Ce stress se traduit au niveau

cellulaire par la dégradation des principaux constituants membranaires (lipides et acides gras

insaturés).Cetteproductionsembleplusfortechezlesdicotylédones(S.arvensis)quechezles

monocotylédones (P. canariensis), tandis que les deux semences cultivées semblent mieux

résister au stress.

Initialement, la teneur en peroxyde d'oxygène (H2O2) dans les plantes adventices était

faible (déterminée en condition témoin), mais suite à l'application des HEs, une nette

augmentation des niveaux a été observée, indépendamment de la plante testée et de l'HE

utilisée. À la dose la plus élevée, la production de H2O2a doublé voire triplé pour certaines

plantes étudiées.

L'analyse de la variance multifactorielle (3 facteurs) a apporté des éléments clés sur la

contribution de chaque composant et de leurs interactions dans la variation de production du

H2O2enregistrée.PourP.nigra,ellearévélédesdifférenceshautementsignificativespourles

interactionsbinairesentrelapartiedelaplanteoùl'HEestextraiteetladose(F=1394.97;P

= 0.000 ; DDL = 4), la partie de la plante où l'HE est extraite et le type de plante

(adventice/semence) (F = 1189.71 ; P = 0.000 ; DDL = 6), le type de plante et la dose (F =

28246.20 ; P = 0.000 ; DDL = 6) ainsi que l'interaction globale entre ces trois facteurs (F =

1726.07 ; P = 0.000 ; DDL= 12). Pour les HEs de A. numidica, l'ANOVA a révélé des

différenceshautementsignificativespourlesinteractionsbinairesentrelapartiedelaplanteoù

l'HEestextraiteetladose(F=985.57;P=0.000;DDL=4),lapartiedelaplanteoùl'HE est



Activitéherbicidedeshuilesessentielles

227

extraiteetletypedeplante(adventice/semence) (F=826.30;P=0.000;DDL=6),letypede plante et

ladose (F = 12761.30 ; P= 0.000 ; DDL = 6) ainsique l'interaction globaleentre ces trois

facteurs (F = 673.71 ; P = 0.000 ; DDL= 12).
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Tableau26 :Teneurs(nmol/gMF)etévolutiondeH2O2danslesfeuillesdesplantestraitéesparlesdifférentesHEsétudiées.

Adv/Grn S.arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
A.numidica

Organe
Dose
(µL/mL)

Aiguilles Branches Cônes Aiguilles Branches Cônes Aiguilles Branches Cônes Aiguilles Branches Cônes

1
4,03±

0.003MN
4,52±
0.04L

4,25±
0.02M

3,52±
0.03P

4,73±
0.04KL

4,15±
0.03MNO

2,02±
0,04S

3,61±
0,03P

2,91±
0,02Q

2,62±
0,02R

4,52±
0,02L

3,52±
0,04P

2
4,21±
0,04MN

6,09±
0,03H

4,65±
0,02KL

5,24±
0,02I

15,20±
0,19E

13,01±
0,18F

2,12±
0,01S

3,95±
0,03O

3,61±
0,03P

2,82±
0,04QR

4,82±
0,04JK

3,93±
0,04O

3
11,61±
0.05G

20,16±
0.04B

17,13
±0.03D

15,33±
0,04E

22,30±
0,09A

18,14±
0,14C

2,62±
0,03R

4,20±
0,04MN

4,02±
0,03NO

2,96±
0,03QR

5,02±
0,01J

4,81±
0,01JK

P. nigra
Adv/Grn S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum

Organe

Dose
Aiguilles Branches Cônes Aiguilles Branches Cônes Aiguilles Branches Cônes Aiguilles Branches Cônes

1
3,10±
0,20OP

4,23±
0,03J

3,21±
0,02O

2,32±
0,02S

3,43±
0,03N

2,63±
0,04R

1,52±
0,04V

3,13±
0,05OP

2,86±
0,04P

2,10±
0,04T

4,05±
0,02K

3,16±
0,03OP

2
4,08±
0,04K

5,03±
0,07G

4,30±
0,02H

4,22±
0,04J

13,08±
0,11D

12,7±
0,02E

1,84±
0,07U

3,39±
0,03N

3,54M

±0,04
2,39±
0,03S

4,32±
0,06GH

3,83±
0,06L

3
11,02±
0,04F

18,05±
0,11A

15,3±
0,04B

14,18±
0,04C

18,14±
0,07A

15,4±
0,05B

2,12±
0,04T

3,60±
0,02M

3,98J±
0,01

2,92±
0,04Q

4,79±
0,04H

4,47±
0,05I

**Lesvaleursobtenuespourlesdifférentstémoinsvariententre0,05nmol/get0.1nmol/gdematièrefraîchepourlesdifférenteshuiles;Les valeurs sont

des moyennes ± écarts-types (n=3) ; Les moyennes dans une même colonne avec des lettres différentes sont significativement différentes

selon le test de LSD de Fisher (P ≤ 0,05).
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Comme précédemment, avec la fuite relative d'électrolytes et les niveaux du MDA, la

production de H2O2 semble être liée à la composition chimique des HEs étudiées.

Plusieurstravauxscientifiquesontmisenexerguelerôlephytotoxiquedel'applicationdes HEs

sur les adventices de culture (Singh et al., 2006, 2009 ; Mutlu et al., 2011, Ben kaab et

al.,2019).Cesmoléculesgénèrentunstressoxydatifinduitparuneproductionincontrôléedes

espèces réactives à l'oxygène, au niveau des photosystèmes I et II et de la chaîne de transport

d'électrons dans les chloroplastes (Smirnoff & Arnaud, 2019).

Mutlu et al. (2011) ont montré que l'accumulation de H2O2est fortement corrélée à celle

deMDAetàlafuited'électrolytes.Enfait,l'excèsdeH2O2peutréagiraveclesphospholipides de la

bicouche membranaire, augmentant la peroxydation des lipides et le stress oxydatif. Ce que

nous avons constaté dans nos expériences avec les HEs étudiées.

Smirnoff&Arnaud(2019)suggèrentqu'unfaibleniveaudeH2O2peutêtrepiégéparles

multiples défenses antioxydantes des plantes ; cependant, sa production incontrôlée peut

endommager les composants cellulaires. Ceci expliquerait probablement nos observations

concernant les taux de H2O2 dans les semences cultivées.

VI.2.4. Effet des HEs sur l’accumulation de proline au niveau des feuilles des plantules

traitées

Chezlesplantes,laprolinefonctionnecommeunmédiateurdel'ajustementosmotique,de

l'intégrité et de la protection de la membrane plasmique. Son accumulation pourrait être liée à

l'augmentation de l'hydrolyse des protéines causée par le stress (Singh et al., 2020).

L'acideaminéprotéinogènequ'estlaprolinejouelerôled'osmolyte,depiégeurderadicaux, de

puits d'électrons, de stabilisateur de macromolécules et de composant de la paroi cellulaire

(Lei et al., 2019). Elle est l'une des stratégies des plantes pour éviter, détoxifier et réparer les

dommagescausésparlesespècesréactivesdel'oxygène(Weiretal.,2004;Yangetal.,2008).

Les différentes HEs testées ont induit une accumulation significative de proline dans les

feuilles de toutes les adventices. L'augmentation de la teneur en proline était dépendante de la

concentration.Àlafaibledose,pourlesHEsdesdeuxPinaceae,l'augmentationparrapportau

contrôleétaitde1.56à4foispourlesaiguilles,de1.79à5.77foispourlesbranchesetde1,78

à5.33foispourlescônes.Quantaubléduretauradis,latendanceestbeaucoupplusmeilleure à la faible

dose appliquée et en revanche les taux ont été ramenés aux mêmes niveaux que les adventices

à la plus forte dose et pour toutes les HEs appliquées (Tableau 27).
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Une analyse de variance à trois facteurs a été menée pour décomposer la contribution de

chaque variable et de leurs interactions dans la variation de la proline accumulée dans les

feuilles des plantes étudiées. Cette analyse a révélé des différences statistiquement

significatives pour les deux plantes examinées, en tenant compte des interactions binaires et

globales entre les variables pour les deux espèces de Pinaceae :

1. Pour P. nigra, les différences sont hautement significatives : la partie de la plante où

l'HE est extraite et la dose (F = 24.81 ; P = 0.000 ; DDL = 4), la partie de la plante et

l'adventice/semence (F = 31.25 ; P = 0.000 ; DDL = 6), le type de plante (adventice/semence)

et la dose (F =377.75;P= 0.000; DDL =6)et l'interaction globale entreces troisfacteurs (F

=17.95;P=0.000;DDL=12).

PourA.numidica,lesdifférencessonthautementsignificativespour:lapartiedelaplante où

l’HE est extraite et la dose (F = 10.43; P = 0.000; DDL = 4) et le type de plante

(adventice/semence)etladose(F=28.43;P=0.000;DDL=6).Enrevanche,pourlapartiede la plante

où l’huile est extraite* l’adventice/semence (F = 2.87; P = 0.015; DDL = 6), les différences

sont statistiquement significatives, et aucune différence significative pour l'interaction globale

entre ces trois facteurs (F = 1.81; P = 0.062; DDL= 12).
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Tableau27:EffetsdesdifférentesHEsétudiéessurl'accumulationdelaprolinedanslesfeuillesdesplantestestées.

Adv/Grn S.arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
A. Numidica

Organe
Dose

(µL/mL) A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
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ui
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s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

1
80,10±
0,56S 102,50±

0,62R
85,00±

0,5U
123,53±

0,5Q
153,8±
0,17NO

136,6±
7,54PQ

138,97±
5,07OP

162,6±
0,02MN

154,5±
0,36NO

152,3±
0,3NOP

182,47±
0,25IJK

163,13±
0,12MN

2 150,83±
0,4NOP

182,33±
0,31IJK

173,43±
0,32KLM

191,43±
0,21GHIJ

202,17±
0,67FG

198,2±
3,55FGH

158,17±
0,25MN

191,17±
0,31GHIJ

186,2±
0,02HIJ

194,43±
0,25EFG

231,33±
0,31D

197,87±
0,35FGHI

3 181,37±
0,86JKL

220,27±
0,23DE

195,47±
1,10FGHIJ

224,57±
0,35D

265,8±
5,52A

247,3±
2,77BC

163,63±
0,31MN

233,33±
0,47CD

207,7±
0,3EF

228,97±
1,12FG

260,57±
0,15AB

232,43±
0,29CD

P. nigra
Adv/Grn S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum

Organe

Dose
(µL/mL) A

ig
ui

lle
s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

1 74,9±
0,3V

89,7±
0,56T

83,53±
0,35S

103,77±
0,15S

135,33±
0,31P

116,9±
0,2R

123,4±
0,36Q

158,3±
0,46N

153,27±
0,25O

134,43±
0,21P

165,33±
0,42L

155,73±
7,01NO

2 136,43±
0,25P

167,5±
0,26KL

155,5±
0,3NO

155,47±
0,25NO

190,27±
0,95GH

168,97±
0,31K

155,37±
0,15NO

181,43±
1,68J

164,8±
0,2L

161,03±
2,12M

205,9±
6,11E

188,87±
3,01HI

3 168,37±
1,65K

194,57±
0,21F

180,97±
1,46J

187,03±
0,15I

228,23±
0,4B

208,9±
0,2D

192,47±
0,04FG

230,07±
0,44AB

216,37±
0,32C

194,23±
0,21F

232,53±
0,25A

206,53±
0,25DE

**Lesvaleursobtenuespourlesdifférentstémoinsvariententre15.25 µg/get45µ/gdematièresèchepourlesdifférenteshuiles;Lesvaleurssont des

moyennes ± écarts-types (n=3) ; Les moyennes dans une même colonne avec des lettres différentes sont significativement différentes selon le test

de LSD de Fisher (P ≤ 0,05).
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La proline est un soluté compatible et une molécule largement étudiée dans les plantes

soumises à un stress abiotique (Verslues and Sharma, 2010; Barupal et al., 2019). Il a été

documenté que les huiles essentielles et leurs composants individuels, tels que le a-pinène,

augmentent les niveaux de proline, qui agit comme un récepteur d'électrons et prévient les

dommagesauxmembranes(Amrietal.,2012;Sunoharaetal.,2015)Celaindiqueégalement que,

dans notre étude, les adventices et les semences peuvent éviter plus efficacement les

dommages causés par les monoterpènes provenant des HEs étudiées. En outre, l'augmentation

delateneurenprolinepeutêtreliéeàlaréponseàl'augmentationdelaconcentrationenespèces

réactives de l'oxygène et peut également constituer une barrière physique contre les

monoterpènes (Amri et al., 2012).

VI.2.5. EffetdesHEssurlateneurenchlorophylletotaledesplantulestraitées

L'observationdechloroseetdenécrosedanslefeuillagedesplantulespost-traitementavec les

différentes HEs témoigne d'une altération de l'intégrité membranaire des tissus de ces

végétaux. Cette détérioration est indicative d'une interférence des HEs avec les voies du

métabolisme photosynthétique.

L'analyse quantitative de la chlorophylle totale (Tableau 28) a révélé une diminution

significativedelacapacitéphotosynthétiquedesplantessuiteàleurpulvérisationaveclesHEs

étudiées, avec une relation dose-dépendante. Cinq jours après l'application des HEs à faible

dose (dose minimale), on a constaté une réduction supérieure à 30 % de la teneur en

chlorophyllechezS.arvensisetchezlesdeuxautresespècesdeplantescultivées.P.canariensis a

affiché une vulnérabilité marquée, subissant une réduction de 50 % de la chlorophylle totale

dès la première dose, encomparaison avec les plantes non traitées. Lorsque les concentrations

des HEs étaient élevées, les HEs extraites des aiguilles des deux espèces de Pinaceae ont

considérablementinhibélasynthèsedechlorophyllechezlesplantulesadventices,alorsqueles cônes

et les branches présentaient une moindre efficacité sur la capacité photosynthétique des

plantes traitées. Le blé dur et le radis ont montré une résistance relative (tolérance partielle),

avecunebaissegraduelledelachlorophyllequines'intensifiaitpasdemanièreproportionnelle à

l'augmentation des doses des HEs appliquées.

L'analyse de la variance multifactorielle (3 facteurs) a apporté des éléments clés sur la

contribution de chaque composant et de leurs interactions dans la variation de la synthèse

chlorophyllienne.PourP.nigra,ellearévélédesdifférenceshautementsignificativespourles

interactions binaires entre la partie de la plante où l'huile est extraite et la dose (F = 15.6; P =

0.000;DDL=4),lapartiedelaplanteoùl'huileestextraiteetletypedeplante
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(adventice/semence)(F=171.00;P=0.000;DDL=6),ainsiqueletypedeplanteetladose(F

=308.21;P=0.000;DDL=6)ainsiquel'interactionglobaleentrecestroisfacteurs(F=66.85; P =

0.000 ; DDL= 12). Par contre, pour les HEs de A. numidica, l'ANOVA a révélé des

différenceshautementsignificativespourlesinteractionsbinairesentrelapartiedelaplanteoù l'huile

est extraite et la dose (F = 8.90; P=0.000 ; DDL = 4), le type de plante et la dose (F= 7.88 ; P=

0.000; DDL= 6) et une différence significative entre la partie de la plante où l'huile

estextraiteetletypedeplante(adventice/semence)(F=3.06;P=0.010;DDL=6)et,aucune différence

significative entre les trois facteurs (F = 1.61; P = 0.108; DDL= 12).
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Tableau28 :EffetdesHEssurlateneurenchlorophylletotale(μg/gdefeuilles)desplantesétudiées.

Adv/Grn S.arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
A. numidica

Organe
Dose

(µL/mL) A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

1
8,07 ±
0,02i

8,84 ±
0,02e

8,42 ±
0,03g

4,68 ±
0,02q

6,68±
0,02lmn

6,34 ±
0,05lmno

8,82±
0,04e

10,80 ±
0,04a

10,13±
0,03b

8,02±
0,02i

9,65 ±
0,67c 9,20 ± 0,52d

2
6,23±

0,03mno
7,01 ±
0,55k

6,64±
0,02lmn

4,04 ±
0,02s

5,53±
0,04no

5,11 ±
0,03o

6,60±
0,03lmn

8,64±
0,02f

8,07±
0,02i

6,45±

0,03lmno

8,25 ±
0,55h 7,78 ± 0,21jk

3
4,32 ±
0,04r

6,23 ±
0,03mno

4,78 ±
0,04q

2,83 ±
0,05t

5,13 ±
0,03o

5,02±
0,11p

5,52 ±
0,04no

7,49 ±
0,04jk

6,28 ±
0,05mno

5,86 ±
0,07no

7,97 ±
0,01i 6,62± 0,03lmn

P. nigra
Adv/Grn S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
Organe

Dose
(µL/ml) A

ig
ui

lle
s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

1 6,16 ±
0,10J

7,14 ±
0,08G

6,63 ±
0,04I

5,04 ±
0,02OP

6,60 ±
0,02I

6,28 ±
0,03J

8,12 ±
0,02E

10,43 ±
0,04A

7,67 ±
0,03F

7,78 ±
0,04F

9,24 ±
0,04B 8,90 ±0,04C

2 4,09 ±
0,20T

5,30 ±
0,04M

4,28 ±
0,32RS

4,87±
0,15Q

5,28±
0,03NM

4,98 ±
0,15OPQ

6,22±
0,02J

8,59 ±
0,08D

6,72 ±
0,02HI

5,40±
0,05LM

8,91±
0,04C 6,80±0,03H

3 2,85±
0,05UV

3,13 ±
0,16U

2,97±
0,22V

4,14±
0,02S

5,64 ±
0,04K

5,11±
0,03NO

4,34R±
0,02

6,72±
0,02HI

5,47±
0,02L

4,82 ±
0,03Q

6,67±
0,02HI 4,92 ±0,03PQ

**Lesvaleursobtenuespourlesdifférentstémoinsvariententre10.85µg/gdefeuilleset12.65µg/gdefeuillespourlesdifférenteshuiles;Les valeurs sont

des moyennes ± écarts-types (n=3) ; Les moyennes dans une même colonne avec des lettres différentes sont significativement différentes selon

le test de LSD de Fisher (P ≤ 0,05).
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La variation observée souligne que l'application des HEs réduit la teneur en chlorophylle

de manièredose-dépendante, affectant ainsi lafonction photosynthétiquedes plantesétudiées.

La sensibilité à cette réduction montre une spécificité interspécifique face aux effets

phytotoxiques des HEs utilisées notamment chez les adventices. Quant au blé dur et au radis

cultivé, il semble que ces deux espèces possédaient des mécanismes de résilience qui

atténuaientl'impactdesconcentrationsélevéesdecessubstances.Deplus,nousavonsnotéun lien

fort entre la fuite relative d'électrolytes, les niveaux de proline, de MDA, de H2O2et la

réduction de la synthèse chlorophyllienne chez les plantes traitées. Contrairement aux

précédents effets phytotoxiques mesurés, nous avons remarqué que les HEs présentant une

fractionélevéeensesquiterpènesprovoquaientplusderéductiondesynthèsechlorophyllienne,

suggérantquelescomposantsspécifiquesdesHEsjouentunrôledéterminantdansleurcapacité à

interférer avec la photosynthèse des plantes.

Dans ce contexte, plusieurs études ont montré le potentiel herbicide des HEs et leurs

composés purs dans l'inhibition de la photosynthèse suite à l'inhibition de la synthèse des

pigments chlorophylliens. En effet, Kaur et ses collègues (2010) ont montré que l'application

desHEsd'Artemisiascopariacontrecinqmauvaisesherbesinduisaitunepertedechlorophylle et de

respiration cellulaire. L'huile essentielle d'Eucalyptus citronné a montré un effet

allélopathiquenégatifquiinterfèreaveclagerminationdesgrainesetlacroissancedesplantules

denombreusesadventicesdecultureetarévéléuneforteréductiondelateneurenchlorophylle et de

l'activité respiratoire d'un large spectre de plantes adventices (Vishwakarma & Mittal,

2014;Ootanietal.,2017;Benchaaetal.,2018).Demême,Amrietal.(2023)ontdémontré

queleshuilesdetroisespècesd'Eucalyptusontfortementréduitlasynthèsedelachlorophylle

chezS.arvensis,P.canariensisetT.durumcomparativementauglyphosate.Bienque,dansla

présente étude, la diminution de la teneur en chlorophylle n'ait pas été déterminée si elle était

due à l'inhibition de la synthèse de la chlorophylle ou à la dégradation de la chlorophylle

existante. Selon des travaux antérieurs, elle peut être causée par l'action des monoterpènes qui

interfèrent avec la machinerie photosynthétique des plantes et empêchent la synthèse de la

chlorophylle ou stimulent sa dégradation (Dankov et al., 2009),ou spécifiquement par la

captured'électronsaucoursdelaphotosynthèseetlaformationderadicauxlibresresponsables de la

peroxydation des lipides (Liu &Lu, 2016).



Activitéherbicidedeshuilesessentielles

236

VI.2.6. EffetdesHEssurlateneureneaudesplantulestraitées

En plus de la chlorose et de l'étiolement des feuilles, nous avons observé un flétrissement

variable chez les plantules traitées avec les différentes HEs. Ce dernier n'est que le résultat de

l'interruption de l'intégrité des membranes cellulaires accentuée par la fuite relative

d'électrolytes.Demême,ilnousinformesurl'étatetlepotentielhydriquedecesplantules.Afin

d'élucider les mécanismes sous-jacents à la déshydratation observée, la teneur relative en eau

desplantulesaétéquantifiéecinqjoursaprèsl'applicationdesHEsàdifférentesconcentrations. Les

données obtenues, présentées dans le Tableau 29, fournissent un aperçu quantitatif de

l'impact hydrique des HEs sur les plantules étudiées.

Le statut hydrique des plantules traitées varie de manière dose-dépendante. Une perte en

eaurelativementfaibleaéténotéepourlafaibledoseetavectoutesleshuilesétudiées.Plusla

concentrationenhuileestélevée,pluslaperteeneauestgrande.Àlaplusfortedose,lateneur en eau des

plantules traitées a diminué de 25 % à 40 % par rapport aux plantules non traitées. Par

ailleurs, une chute plus marquée avec toutes les huiles et, particulièrement celles des branches

des deux Pinaceae, a été observée chez les monocotylédones comparativement aux

dicotylédones.Cettedistinctionentrelesclassesdeplantulessuggèreuneinteractionspécifique entre

la composition des HEs et les mécanismes de réponse au stress hydrique des

monocotylédones et dicotylédones.

La variationenregistréea été statistiquement analysée pourmieux comprendrel'influence

de chaque élément expérimental dans la fluctuation des teneurs en eau chez les plantules

étudiées. Les résultats de cette dernière, pour les HEs de P. nigra, ont révélé des différences

hautement significatives pour les interactions binaires entre la partie de la plante où l'huile est

extraiteetladose(F=63.86;P=0.000;DDL=4),lapartiedelaplanteoùl'huileestextraite

etletypedeplante(adventice/semence)(F=27.05;P=0.000;DDL=6)etletypedeplanteet la dose (F

= 1.09 ; P = 0.376 ; DDL = 6) ainsi que l'interaction globale entre ces trois facteurs (F =

160.86; P = 0.000 ; DDL= 12). La même signification statistique a été révélée pour les

HEsd'A.numidica.Pourlesinteractionsbinairesentrelapartiedelaplanteoùl'huileestextraite

etladose(F=22.7;P=0.000;DDL=4),lapartiedelaplanteoùl'huileestextraiteetletype de plante

(adventice/semence) (F = 9.54 ; P = 0.000 ; DDL = 6), ainsi que le type de plante et la dose (F

= 19.70 ; P = 0.000 ; DDL = 6) et l'interaction globale entre ces trois facteurs (F = 3.33; P =

0.001 ; DDL= 12).
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Tableau29 :EffetsdesHEssurlateneurrelativeeneauchezlesplantulesétudiées.

Adv/Gr S.arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
A. numidica

Organe
Dose

(µL/ml) A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

1 90,2±
0,2ABC

87,01±
0,99CDE

88,38±
0,06BCDE 92,2±

1,98A
88,35±

0,17BCDE
90,8AB±

0,40
90,37±
0,15ABC

88,50±
0,13BCD

90,28±
0,10ABC

92A±
0.00

90,17±
0,14ABC

90,43±0,03
ABC

2

86,62
±

0,13CD

E

82,32±
0,13HIJK

84,75±
0,3EFG

86,9±
0,13CDE

78,58±
0,18MN

82,17±
0,14HIJK

86,43±
0,13DEF

82,55±
0,17HIJ

84,17±
0,14GHI

90,17±
0,10ABC

86,50±
0,05DEF

88,51±
0,10BCD

3
78,55
±0,05

MN

72,37±
0,10P

74,92±
0,29O

80,9±
0,46IJKL

65,13Q±
0,79

78,55±
0,13MN

80,50±
0,13JKL

76,80±
0,40NO

80,23±
0,03KL

86,58±
0,16DEF

78,65±
0,15LM

82,67±
0,10HIJ

P. nigra
Adv/Gr S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum

Organe

Dose
(µL/ml) A

ig
ui

lle
s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

A
ig

ui
lle

s

B
ra

nc
he

s

C
ôn

es

1 88,45±
0,2B

86,58±
0,91C

86,9±
0,45C

90,4±
0,2A

88,47±
0,28B

90,1±
0,13A

90,4±
0,15A

88,4±
0,13B

90±
1,10A

90,75±
0,00A

90,42±
0,29A

90,52±
0,12A

2 82,53±
0,08D

80,89±
0,98E

82,1±
0,13D

80,7±
0,41E

73,57±
0,10I

78,6±
0,09F

88,65±
0,00B

80,3±
1,90E

88,25±
0,25B

88,63±
0,13B

86,43±
0,16C

88,05±
1,21B

3 74,42±
0,23HI

72,4J±
0,13

72,62J

±0,06
78,5±
0,13F

72,57±
1,38J

74,53±
0,08H

82,32±
0,13D

76,30±
0,13G

76,55±
0,10G

80,37±
0,10E

74,38±
0,13HI

78,57±
0,08F

**Les valeurs obtenues pour les différents témoins varient entre 90 % et 92.25 % pour les différentes huiles ; Les valeurs sont des moyennes ±

écarts-types(n=3);LesmoyennesdansunemêmecolonneavecdeslettresdifférentessontsignificativementdifférentesselonletestdeLSDde Fisher (P ≤

0,05).
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Bien que les effets phytotoxiques du traitement des plantes avec les HEs induit un stress

oxydatif ciblant plusieurs compartiments cellulaires. La propagation du stress engendre

plusieurs interruptions dans le fonctionnement de la cellule et l'altération de l'état hydrique de

la plante est un phénomène couramment observé chez les plantes adultes traitées avec des

terpénoïdes (Schulz et al., 2007).

Bainard et al. (2006) ont souligné que la quantité de cires épicuticulaires des feuilles

déterminelasensibilitédessemisdeplantescultivéesetdesespècesadventices.L'effetdélétère

desmonoterpènes(camphreetmenthol)surlacirecuticulaireetl'inhibitiondelafermeturedes

stomates ont été observés après traitement des plantes par les HEs (Schulz et al., 2007). Ces

deux effets agissent en synergie sur la transpiration de la plante, entraînant la rupture des

cellules de garde et la dessiccation (Kreigs et al., 2010).

Il a été également rapporté, dans une autre étude, que l'altération de l'état hydrique des

plantesaétéobservéeaprèsl'arrosagedesracinesavecducitral,unmélangededeuxisomères

monoterpéniques,lenéraletlegéranial(Granaetal.,2016).Dansuneétudesimilaireavecle

sesquiterpène trans-caryophyllène, les auteurs suggèrent que cette altération pourrait être

responsable d'une altération oxydative généralisée et d'une forte accumulation de proline en

raison de sa fonction osmo-régulatrice (Araniti et al., 2017).

En conclusion, la phytotoxicité des HEs des Pinaceae étudiées sur les espèces adventices

etlesautressemencesvivrièresaaffectéàlafoislagerminationdesgrainesmaisaussilestade post-

germination. L'efficacité de ces huiles dépend de la plante testée et de la dose appliquée. Cette

efficacité est modulée par la composition chimique des HEs étudiées, en particulier la

présence et l'interaction des fractions terpéniques. Les HEs riches en monoterpènes se sont

révélées particulièrement phytotoxiques, avec une action sélective notable entre les

monocotylédones et les dicotylédones.

Les observations post-germinatives ont révélé que la pulvérisation des HEs induit des

symptômes de stress oxydatif, tels que la chlorose, l'étiolement foliaire et le flétrissement,

traduisant une altération de l'intégrité des membranes cellulaires, comme en témoigne

l'augmentationdelafuited'électrolytesetlaperoxydationlipidique.Deplus,uneaccumulation

d'espèces réactives de l'oxygène, en particulier le H2O2, a été constatée, accompagnée d'une

réduction de la biosynthèse de la chlorophylle, d'une surproduction de proline et d'une perte

hydrique significative. Ces perturbations biochimiques et physiologiques conduisent

inévitablementàlamortdesplantules.CesconstatationsconfirmentlepotentieldesHEs
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commebioherbicidesetsoulignentl'importanced'uneévaluationdétailléedeleursélectivitéet de leur

impact environnemental avant toute application agronomique.
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Cette étude a pour objectif d'explorer le potentiel chimio-biologique de deux espèces

forestières appartenant à la famille des Pinaceae, en examinant la variation des biomolécules

actives présentes dans les huiles essentielles (HEs) extraites de divers organes végétaux.

L'intérêt pour ces espèces a été motivé par le manque de données scientifiques concernant la

variation de la composition chimique des HEs extraites de différentes parties et de leurs

propriétés biologiques. L'analyse a porté sur l'identification et la quantification des composés

volatils, ainsi que sur l'évaluation de leurs activités biologiques potentielles, afin de mettre en

évidencel'intérêtéconomiqueetthérapeutiquedecesressourcesnaturellessous-exploitées.De ce

fait, Pinus nigra Arn. Ssp. mauretanica(Mair. & Pey.) et Abies numidica De Lannoy ex

Carrière ont été collectées et étudiées.

Les huiles essentielles issues de divers organes des plantes étudiées, ont été obtenues par

hydrodistillation à l’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger. Les rendements ainsi que

les caractéristiques physicochimiques des HEs extraites ont été évalués. La composition

chimique de ces huiles a été analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée à la

spectroscopie de masse (GC-MS). En complément à l'extraction conventionnelle et aux

analyses GC-MS, les composés volatils contenus dans les aiguilles et les branches de P. nigra

ont été étudiés par une méthode innovante, la SPME (Solid Phase Microextraction) couplée à

la GC-MS. Aussi, la composition chimique des HEs des cônes de P. nigra et des différentes

parties (Aiguilles, branches et cônes) d’A. numidica a été analysée par chromatographie en

phase gazeuse équipée d'un détecteur à ionisation de flamme (FID) et muni de deux colonnes

capillairesengeldesilicefondu:BP-1(polydiméthylsiloxane)etBP-20(polyéthylèneglycol). De

plus, les analyses ont été affinées par le recours à la RMN 13C.

Danscettepartie,ilressortquelesplantesétudiéesontdefaiblesrendementsenHEs.Des

rendementsallantde0,21%(cônes)à0,47%(aiguilles)pourP.nigraetde0.36%(aiguilles)

à0.45%(branches)pourA.numidica.Lespropriétésphysico-chimiquesdesHEsextraitesont

étéévaluéesàl'aidededescripteursnormaliséstelsqueladensitérelative,l'indicederéfraction,

l'indice d'acidité et l'indice de peroxyde. Ces mesures sont cruciales pour évaluer la qualité et

la sécurité lors du transport et du stockage des huiles essentielles, garantissant ainsi l'intégrité

des transactions commerciales et la protection des consommateurs. Les valeurs enregistrées

sont conformes aux normes de commercialisation des HEs, présentant des variations selon la

partie de la plante utilisée. La densité relative varie entre 0,767 et 0,866 pour P. nigra et entre

0,837et0,857pourA.numidica.Lesindicesderéfraction,trèsrapprochés,oscillententre1,653

(aiguillesP.nigra)et1,665(branchesA.numidica).L'indiced'acideprésentedesvaleurs
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élevées pour tous les organes (de 2,3 à 17,7), suggérant la présence d'acides libres ou une

hydrolysedesesters.Concernantl'indicedeperoxyde,lescônesdesdeuxespècessedistinguent par

des valeurs élevées, atteignant environ 7,76 pour P. nigra et 8,71 pour A. numidica,

comparativement aux autres parties des deux espèces.

Lesrésultatsdel'analysedelacompositionchimiqueindiquentdesdifférencesqualitatives et

quantitatives entre les HEs extraites : Un chémotype riche en sesquiterpènes hydrocarbonés

(67,1 %) et, dans une moindre mesure, de leurs dérivés oxygénés (5,5 %) avec une

prédominance de β-caryophyllène (26,2 %), le germacrène D (17,2 %), le phyllocladène

(7,1%),leδ-cadinène(6,9%)etl'α-humulène(4,1%)pourlesHEsobtenuesdesaiguillesde

P.nigra.Enoutre,lesbranchesprésententunchémotypeprochedeceluiidentifiépourP.nigra

delaprovincedeMassaenItalie,richeencomposéshydrocarbonés,répartisenmono-(63,3%),

sesqui-(6.1%)etdi-(16.5%)terpènes.Enrevanche,lescomposésoxygénésontéténettement

supérieurs à ceux des aiguilles et varient de 1.2 % (sesquiterpènes) à 7.2 % (monoterpènes).

L'α-pinène (55,7 %), le phyllocladène (12,4 %), le cembrène (2,3 %) et le β-pinène (2,3 %)

étaientlescomposésmajoritairespourcetorgane.Encequiconcernelescônes,l'analysedela

composition chimique a révélé qu’un chémotype dominé par l'a-pinene (58.1 %), le (E)--

caryophyllene (4.2 %), le caryophyllene oxyde (3.3 %) et l'abiatatriène (2.3 %) constituait les

composés majoritaires de cette partie de P. nigra. Contrairement à l'HD, la SPME a révélé

beaucoup plus de composés volatils (hydrocarbonés mono et sesquiterpènes), un faible

pourcentage de composés oxygénés (< 0,5 %), l'absence de composés volatils de poids

moléculaire élevé (diterpènes) et une nouvelle classe de métabolites (acides gras) dépassant

40%.

PourA.numidica,lesanalysesontrévélédesdifférencesqualitativesetquantitativesdans les

profils chimiques des HEs des trois organes étudiés. Les monoterpènes hydrocarbonés

prédominent les trois parties de la plante, en particulier l'-pinene (25.3 % pour les cônes,

59.7%pourlesbrancheset17.6%pourlesaiguilles),sonisomèrele -pinene(5.6%pourles cônes,

12.9 % pour les branches et 6.8 % pour les aiguilles) et le limonene (40.7 % pour les cônes,

10 % pour les branches et 2.1 % pour les aiguilles).

Dans la seconde partie de cette étude, une évaluation des activités biologiques des huiles

essentielles obtenues a été réalisée. Les activités antioxydantes des HEs des deux espèces ont

été évaluées. Cinq méthodes, complémentaires, à savoir le pouvoir réducteur au ferricyanure

depotassium,l’activitéantiradicalaireauDPPH,l’activitéscavengeràl’égarddel’ABTS,le
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test au phosphomolybdate et le test de blanchiment du β-carotène/acide linoléique. Les

différents tests utilisés ont permis de mettre en évidence le pouvoir antioxydant des huiles

étudiées et les résultats enregistrés montrent une variation en fonction du chémotype et de la

spéficité du test utilisé. Les HEs des deux espèces ont la capacité de neutraliser le radical

DPPH●,etcettepropriétéprésentedesvariationsnotables(P<0,05)enfonctiondel'organeet de

l'espèce considérés. A. numidica présente les HEs ayant la meilleure activité scavenger du

radical DPPH●, en particulier celles des cônes, comparativement à celles de P. nigra, pour

l’ensemble des organes végétales. L’effet scavenger à l’égard de l’ABTS est observé à des

concentrationsplusélevées.La meilleureactivitéestenregistréeavecleshuilesd’A.numidica

(lescônes;IC502.15±0.27mg/mL;lesfeuillesavecIC50=33.56±0.46mg/mL).Cesvaleurs

restenttoujoursinférieuresàcellesobtenuespourl’-tocopheroletàcertainesautresmolécules de

référence, utilisées comme un témoin positif.

Les résultats du pouvoir réducteur enregistrés, pour toutes les HEs testées, semblent être

meilleurs que ceux de la décoloration des cations radicaux dérivés de l’ABTS et de la

décoloration des radicaux DPPH. Le test du phosphomolybdène a montré le meilleur pouvoir

antioxydantetapparaitleplusadaptépourl’évaluationantioxydantedesmoléculeslipophiles,

comparéauxsystèmesDPPH,ABTS,-carotèneetpouvoirréducteur.Uneactivitéprotectrice

modérée envers le β-carotène a été enregistrée pour les différentes huiles testées.

Parallèlement à ce potentiel antioxydant, les HEs étudiées ont été testées pour leur

efficacité anticholinestérasique. Les tests de l’activité inhibitrice de l’acétylcholinestérase

(AChE) et du butyrylcholinesterase (BChE) in vitro ont montré que toutes les huiles testées

ont fortement inhibé l’enzyme AChE, avec des taux d’inhibition supérieurs à 50 % à 45

μg/mL, signalons la plus forte inhibition des aiguilles de P. nigra, comparable à celle de la

molécule de référence (tacrine). En ce qui concerne l'inhibition de la BChE, les HEs étaient

moinsefficacesquepourl'AChEetlatacrine,mêmeàlaconcentrationlaplusélevéetestéede 45

μg/mL.

Enfin,destestsdebiocontrolsurcertainsorganismesnuisiblesàlasantédel’hommeetde son

environnement ont été effectués dans des conditions de laboratoires sur des souches

bactériennes responsables de la pourriture des pommes de terre, sur des souches fongiques

(Alternaria sp., Fusarium sp et Botrytis cinerea) isolées du blé et de la tomate, sur un insecte

ravageur (Callosobruchus maculatus) des denrées stockées et sur deux adventices de culture

(SinapisarvensisetPhallariscanariensis).Pourlesactivitésantibactériennes,leshuilestestées
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montrentuneefficacitéconcentration-dépendanteainsiqu’unevariationenfonctiondel’organe

végétal et de la souche testée. Les HEs issues des branches de P. nigra présentent l’activité la

plusprononcée,àlaplusforteconcentrationutilisée,notammentsurDickeyadadantiiavecune

auréole d’inhibition de l’ordre de 13.77 mm. En contraste, les huiles des cônes d’A. numidica,

à la plus forte concentration utilisée, semblent les plus actives sur les souches testées,

enregistrantdeszonesd’inhibitiondontlesdiamètresvariententre11.46mm(Dickeyasolani) et

13.19 mm (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum). Signalons aussi la

singularisation des huiles des branches en termes d’activité avec une zone d’inhibition de 15,

99 mm, à la plus forte concentration utilisée, sur la même souche.

Concernant les champignons phytopathogènes testées, les résultats expérimentaux

montrent une activité antifongique significative (P < 0,05) des HEs extraites de deux espèces

dePinaceae.L'efficacitéantifongiquevarieenfonctiondel'espècefongiquecibleetdel'organe

végétal source des HEs. Les HEs d'A. numidica exhibent une capacité d'inhibition supérieure

face à celles de P. nigra, avec une action inhibitrice particulièrement notable des HEs issues

desaiguillesetdescônescontreBotrytiscinereaetMucorsp.,tandisquelesHEsdesbranches sont

plus actives contre Alternaria sp.

Pour ce qui est de l’activité insecticide, la toxicité des HEs a été évaluée par trois tests

différents à savoir la toxicité par effet contact sur substrat alimentaire (grains de niébé), la

toxicitéparinhalation(fumigation)etlarépulsion.Lesrésultatsdesdifférentstestsrévèlentque

lesHEstestéesontmontréuneactivitéinsecticidevariableenfonctiondel'espèce,del'organe étudié

et de la dose d'huile appliquée sur les adultes de C. maculatus. De manière générale, l’analyse

des marqueurs de toxicité de contact (DL50et TL50) montrent la forte toxicité adulticide des

HEs d’A. numidica comparativement à celles de P. nigra où seuls les aiguilles ont provoqué

des mortalités très élevées. Contrairement à l'effet contact, une toxicité modérée

aétéenregistréepourl'ensembledeshuilestestées,cequiestprobablementdûaufaibletemps de

rémanence de ces essences riches en composés volatiles. Également, ces huiles sont

modérément répulsives selon l'échelle de McDonald et ses collaborateurs.

L’étude arévélé que lesHEs issuesde deux espèces de Pinaceae possèdent des propriétés

phytotoxiques manifestes, inhibant la germination et la croissance des adventices testées, tant

austadedepré-germinationqu’austadedeplantule.LesHEsrichesenmonoterpènesoxygénés ont

démontré une phytotoxicité supérieure, avec une sensibilité accrue observée chez les

dicotylédonespar rapport aux monocotylédones.L’activité herbicide des HEs

estprincipalementdueàl’inductiond’unstressoxydatif,quicomprometl’intégritédesmembranes

cellulairesparlastimulationdesespècesréactivesdel’oxygèneetlaperoxydationlipidiquedes
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acides gras polyinsaturés des phospholipides membranaires. De plus, une réponse adaptative

au stress a été identifiée chez les adventices, caractérisée par une modulation des niveaux de

proline en réaction à l’exposition aux HEs.

Lesdifférentstravauxréalisésaucoursdecettethèse,ontpermisdemettreenévidenceles profils

chimiques et les propriétés bioactives des huiles essentielles étudiées à l’égard de modèles

biologiques expérimentaux. Ces huiles ont démontré des propriétés antioxydantes, anti-

enzymatiques, insecticides, antimicrobiennes et herbicides, soulignant leur potentiel en tant

qu'agents de biocontrôle polyvalents et écocompatibles. De façon générale, ces travaux

participentégalementàunemeilleureconnaissancedescomposéschimiquescontenusdansles

huiles essentielles et de la biovalorisation de la flore aromatique algérienne, premier pas vers

une meilleure préservation de la biodiversité végétale.

Afindepoursuivrecetteétude,dansunpremiertemps,unecaractérisationdumoded'action des

composés à activité anti-enzymatiques, antifongiques et insecticides devra être envisagée.

Dans un secondtemps, il faut étendre l'étude dupotentiel biologique desmolécules bioactives

contenues dans ces huiles à d'autres modèles expérimentaux d'intérêt agro-écologique, in situ

et in vitro.

Parallèlement à la recherche de composés volatils à activité biologique, un autre axe de

recherche devra se développer sur la variation des composés non volatils de ces deux plantes.

Cela nous permettra peut-être d’isoler des métabolites secondaires doués de propriétés

biologiques.

Dans le cadre de la protection et de la conservation des ressources phytogénétiques, il est

intéressantaussi,d’envisageruneétudechimiotaxoniquepourcesdeuxespècesenrapportavec les

facteurs pédoclimatiques afin de réussir leur introduction et leur multiplication dans des

écotopes offrant les mêmes conditions de vie que ceux des habitats naturelles de ces espèces.

En fin, il serait intéressant d’envisager une étude des effets du changement climatique

sur la production et l’accumulation des métabolites secondaires en particulier les HEs de ces

deux essences forestières.
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AnnexeI:ActivitésinsecticidesdeshuilesessentiellesdeP.nigraetd’A.numidica

1. Testdetoxicitéparcontactsursubstratalimentaire(AiguillesP.nigra)

Dose

Temps

D1 D2 D3 D4 Mortalité
(pour

toutes les
doses/ 4j)

Mortalité
cumulée

(pour
toutes les

doses)

Mortalité
cumulée

(%)
(pourtoutes
les doses)

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4

24 h 2 1 1 2 3 2 2 3 3 3 2 3 4 3 4 4 42 42 13.12
48 h 2 2 2 3 3 4 3 4 5 4 5 4 4 4 6 6 61 103 32.18
72 h 2 3 2 2 4 4 5 4 5 4 4 3 6 6 4 3 61 164 51.25
96 h 3 3 4 5 4 5 3 5 5 4 5 4 6 6 6 5 73 237 74.06
Total
(M/d/4j)

39 49 63 77

M (%) 48.75 61.25 78.75 96.25
Mc(%) 48.10 60.76 78.48 96.2
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2. Testdetoxicitéparfumigation(inhalation)(Aiguilles P.nigra)

Dose

Temps

D1 D2 D3 D4 Mortalité
(pour

toutes les
doses/ 4j)

Mortalité
cumulée

(pourtoutes
les doses)

Mortalité
cumulée

(%)
(pourtoutes
les doses)

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4

24h 1 1 1 0 2 1 1 2 2 3 2 1 1 1 1 2 22 22 6.87
48h 2 2 2 2 1 1 1 1 1 2 0 1 2 1 2 1 22 44 13.75
72h 2 2 3 3 1 2 3 1 1 3 2 1 2 2 2 2 32 76 23.75
96h 3 2 2 1 3 3 4 3 3 2 3 2 3 3 3 3 43 119 37.18

Total
(M/d/4j)

29 30 29 31

M (%) 36.25 37.5 36.25 38.75

Mc(%) 35.44 36.71 35.44 37.97

Total(M/d/4j):Nombred’individusmortàladoseutiliséependant4jours(96heures);

M(%):Pourcentagedemortalité

Mc(%):Pourcentagedemortalitécorrigée
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3. TestdeRépulsion (AiguillesP.nigra)

Doses/Répétitions Huileessentielle Acétone PR (%) RRmD(%) RRM (%)

D1

R1 4 6 20

15 ± 2.51

42 ± 1.72

R2 3 7 40
R3 5 5 00
R4 5 5 00

D2

R1 2 6 50

42.5 ±1.7
R2 3 6 33,334
R3 1 5 66,667
R4 4 6 20

D3

R1 3 7 40

45 ± 1.73
R2 3 7 40
R3 2 8 60
R4 3 7 40

D4

R1 0 10 100

67.5 ± 0.95
R2 4 6 20
R3 1 7 75
R4 1 7 75

PR(%):Pourcentagederépulsion;

RRmD(%):Pourcentagederépulsion moyendeladoseappliquée;

RRM(%):Pourcentagederépulsionmoyenpourtouteslesdoses utilisées.
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4. Testdetoxicité parcontact(BranchesP. nigra)

Dose

Temps

D1 D2 D3 D4 Mortalité
(pour

toutes les
doses/ 4j)

Mortalité
cumulée

(pourtoutes
les doses)

Mortalité
cumulée

(%)
(pourtoutes
les doses)

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R
4

R1 R2 R3 R4

24h 2 2 2 1 1 1 2 2 2 1 1 1 0 1 2 2 23 23 7.18
48h 2 1 2 1 3 3 3 3 3 2 3 3 1 2 2 2 36 59 18.44
72h 3 2 2 2 4 4 4 3 2 3 2 2 3 3 2 4 45 104 32.5
96h 4 3 3 4 2 2 2 2 3 4 4 4 4 6 3 5 55 159 49.68

Total
(M/d/4j)

36 43 40 42

M(%) 45 53.75 50 52.5
Mc (%) 44.03 53.16 49.36 51.89

5. Testdetoxicitéparinhalation(BranchesP. nigra)

Dose

Temps

D1 D2 D3 D4 Mortalité
(pour

toutes les
doses/ 4j)

Mortalité
cumulée

(pourtoutes
les doses)

Mortalité
cumulée

(%)
(pourtoutes
les doses)

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4

24h 1 1 2 0 0 0 1 0 1 0 0 1 2 1 2 2 14 14 4.37
48h 1 1 2 2 0 0 2 1 2 1 2 2 1 0 1 1 19 33 10.31
72h 2 3 2 2 1 2 0 1 0 1 1 1 2 1 2 2 23 56 17.5
96h 2 2 3 2 1 2 1 2 3 2 2 3 2 3 2 3 35 91 28.44
Total
(M/d/4j)

26 14 22 27

M(%) 32.5 17.5 27.5 33.75
Mc (%) 31.64 16.45 26.58 32.91
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6. TestdeRépulsion(BranchesP. nigra)

Doses/Répétitions Huileessentielle Acétone PR (%) RRmD(%) RRM (%)

D1

R1 4 6 20

27.5 ± 1.5

49.37± 0.095

R2 4 6 40
R3 3 7 40
R4 2 7 55,556

D2

R1 2 8 60

40 ± 0.81
R2 4 6 20
R3 3 7 40
R4 3 7 40

D3

R1 0 10 100

60 ± 0.5
R2 2 8 60
R3 3 7 40
R4 3 7 40

D4

R1 1 9 80

70 ± 0.81
R2 1 9 80
R3 1 9 80
R4 3 7 40
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7. TestdetoxicitéparcontactsursubstratalimentaireAdultesde Callosobruchusmaculatus(CônesP.nigra).

Dose

Temps

D1 D2 D3 D4 Mortalité
(pour

toutes les
doses/ 4j)

Mortalité
cumulée

(pour
toutesles

doses)

Mortalité
cumulée

(%)
(pourtoutesles

doses)

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4

24h 1 1 1 0 2 1 2 1 2 3 2 2 2 2 3 3 28 28 8.75
48h 1 1 1 2 2 2 1 2 3 2 2 2 3 3 4 4 33 61 19.06
72h 2 2 2 2 3 2 2 3 3 2 3 3 4 3 3 4 43 104 32.5
96h 3 3 3 4 3 3 2 3 4 3 4 4 3 4 4 5 55 159 49.68

Total
(M/d/4j)

29 34 44 59

M(%) 36.25 42.5 55 73.75

Mc (%) 35.44 41.77 54.43 73.42
8. Testdetoxicitéparinhalation(CônesP.nigra).

Dose

Temps

D1 D2 D3 D4 Mortalité
(pour

toutes les
doses/4j)

Mortalité
cumulée

(pour
toutesles

doses)

Mortalité
cumulée

(%)
(pourtoutesles

doses)

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4

24h 1 1 1 0 2 1 1 2 2 3 2 1 1 2 1 2 23 23 7.18
48h 2 2 2 2 1 2 2 1 1 2 0 1 2 1 2 3 26 49 15.31
72h 2 3 3 3 1 2 2 1 1 3 2 1 2 2 2 2 32 81 25.31
96h 3 2 2 1 3 3 4 3 3 2 2 2 3 3 3 3 42 113 35.31

Total
(M/d/4j)

30 31 28 34

M(%) 37.5 38.75 35 42.5

Mc (%) 36.71 37.97 34.17 41.77
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9. Répulsion(CônesP.nigra).

Doses/Répétitions Huileessentielle Acétone PR (%) RRmD(%) RRM (%)

D1

R1 4 6 20

40 ± 1.15

56.25± 0.15

R2 4 6 20
R3 2 8 60
R4 2 8 60

D2

R1 2 8 60

55 ± 0.95
R2 3 7 40
R3 3 7 40
R4 1 9 80

D3

R1 0 10 100

65 ± 1.25
R2 3 7 40
R3 2 8 60
R4 2 8 60

D4

R1 3 7 40

65 ± 0.95
R2 2 8 60
R3 1 9 80
R4 1 9 80
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10. TestdetoxicitéparcontactsursubstratalimentaireAdultesdeCallosobruchusmaculatus(Aiguilles A.numidica).

Dose D1 D2 D3 D4 Mortalité Mortalité Mortalitécumulée

Temps
R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 (pour

toutesles
doses/4j)

cumulée
(pour

toutesles
doses)

(%)
(pourtouteslesdoses)

24h 1 1 0 1 1 1 2 2 2 3 2 2 2 2 3 3 28 28 8.75
48h 2 2 2 2 2 3 3 3 2 2 2 2 2 3 3 3 38 66 20.62
72h 2 3 2 2 3 3 3 4 3 4 3 4 3 3 3 2 47 113 35.31
96h 3 3 4 3 4 4 3 4 4 4 4 4 3 3 4 5 59 172 53.75

Total
(M/d/4j)

33 45 47 47

M(%) 41.25% 56.25% 58.75 58.75
MC (%) 40.50 55.69 58.23 58.23

11. Testdetoxicitéparinhalation(Aiguilles A.numidica).

Dose

Temps

D1 D2 D3 D4 Mortalité
(pour

toutes les
doses/ 4j)

Mortalité
cumulée

(pour
toutes les

doses)

Mortalitécumulée
(%)

(pourtouteslesdoses)
R1 R2 R3 R4 R1 R1 R2 R3 R4 R1 R1 R2 R3 R4 R1 R1

24h 1 1 1 0 2 1 1 2 2 3 2 1 1 2 2 2 24 24 7.5
48h 2 2 2 2 1 1 1 1 1 2 1 1 2 2 2 3 26 50 15.62
72h 2 3 2 3 1 2 2 1 1 2 2 1 2 2 2 2 30 80 25
96h 3 2 2 2 3 3 4 3 3 2 3 2 3 3 3 3 44 124 38.75

Total
(M/d/4j) 30 29 29 36

M(%) 37.5 36.25 36.25 45

MC (%) 36.71 35.44 35.44 43.04
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12. Répulsion(AiguillesA.numidica).

Doses/Répétitions Huileessentielle Acétone PR (%) RRmD(%) RRM (%)

D1

R1 0 10 100

45 ± 2.63

51.25± 1.78

R2 5 5 0
R3 5 5 0
R4 1 9 80

D2

R1 4 6 20
50 ± 1.73R2 3 7 40

R3 0 10 100
R4 3 7 40

D3

R1 3 7 40
55 ± 1.3R2 2 8 60

R3 4 6 40
R4 1 9 80

D4

R1 2 8 60
55 ± 2.06R2 5 5 00

R3 2 8 60
R4 0 10 100
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13. TestdetoxicitéparcontactsursubstratalimentaireAdultesdeCallosobruchusmaculatus (BranchesA.numidica).

Dose D1 D D3 D4 Mortalité Mortalité Mortalité

Temps

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 (pour
toutesles
doses/4j)

cumulée
(pour

toutesles
doses)

cumulée
(%)

(pourtoutes
les doses)

24h 1 1 2 1 2 2 1 2 2 2 1 2 2 1 2 2 26 26 8.215
48h 2 1 2 1 3 3 3 3 3 2 3 3 1 2 2 2 36 62 19.375
72h 3 2 2 2 3 4 3 3 3 3 2 3 3 4 4 4 48 110 34.375
96h 4 3 3 4 2 3 3 3 3 4 4 4 4 6 4 5 59 169 52.8125

Total
(M/d/4j)

34 43 44 48

M(%) 42.5 53.75 55 60
Mc (%) 41.77 53.16 54.43 59.5

14. Testdetoxicité parinhalation(BranchesA.numidica).

Dose

Temps

D1 D2 D3 D4 Mortalité
(pour

toutes les
doses/4j)

Mortalité
cumulée

(%)
(pour

toutesles
doses)

Mortalité
cumulée

(%)
(pourtoutes
les doses)

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4

24h 1 1 2 1 2 1 1 0 1 2 1 1 2 1 2 2 21 21 6.56
48h 1 1 1 1 2 1 2 1 2 1 2 2 3 2 2 2 26 47 14.68
72h 2 2 2 2 2 2 3 2 3 2 3 1 3 3 2 3 37 84 26.25
96h 2 2 3 2 3 3 3 2 3 2 2 3 4 5 5 3 47 131 40.94

Total
(M/d/4j)

26 30 31 44

M(%) 32.5 37.5 38.75 55
Mc (%) 31.64 36.71 37.97 54.43
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15. Répulsion(BranchesA. numidica).

Doses/Répétitions Huileessentielle Acétone PR (%) RRmD(%) RRM (%)

D1

R1 4 6 20

40 ± 0.81

58.75± 0.99

R2 3 7 40
R3 3 7 40
R4 2 8 60

D2

R1 2 8 60

55 ± 0.95
R2 1 9 80
R3 3 7 40
R4 3 7 40

D3

R1 1 9 80

65 ± 0.95
R2 1 9 80
R3 3 7 40
R4 2 8 60

D4

R1 1 9 80

75 ± 0.5
R2 1 9 80
R3 1 9 80
R4 2 8 60
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16. TestdetoxicitéparcontactsursubstratalimentaireAdultesdeCallosobruchusmaculatus(Cônes A.numidica).

Dose D1 D2 D3 D4 Mortalité Mortalité Mortalité

Temps

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 (pour
toutesles
doses/4j)

cumulée
(pour

toutesles
doses)

cumulée
(%)

(pourtoutesles
doses)

24h 2 1 2 0 3 2 2 3 2 3 2 3 2 2 2 2 33 33 10.31
48h 2 2 1 2 2 3 2 3 2 2 3 3 2 3 4 3 39 72 22.5
72h 2 3 2 2 2 3 3 4 4 3 4 3 4 4 3 2 48 120 37.5
96h 3 3 4 4 4 4 3 4 4 4 3 4 4 4 3 3 58 178 55.62

Total
(M/d/4j)

35 47 49 47

M(%) 43.75 58.75 61.25 58.75
Mc (%) 43.03 58.23 60.76 58.23

17. Testdetoxicité parinhalation(CônesA. numidica).

Dose

Temps

D1 D2 D3 D4 Mortalité
(pour

toutes les
doses/4j)

Mortalité
cumulée

(pour
toutesles
doses)

Mortalité
cumulée

(%)
(pourtoutesles

doses)

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4

24h 1 1 1 0 2 1 1 2 2 3 2 1 1 2 1 2 23 23 7.18
48h 2 2 2 2 1 2 2 1 1 2 0 1 2 2 2 3 27 50 15.62
72h 2 3 3 3 1 3 3 2 2 3 3 3 3 2 3 3 42 92 28.75
96h 3 2 2 3 3 3 4 3 3 2 4 4 4 4 5 3 52 132 41.25

Total
(M/d/4j)

31 34 36 42

M(%) 38.75 42.5 45 52.5
Mc (%) 37.97 41.77 44.31 51.90
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18. .Répulsion(CônesA.numidica).

Doses/Répétitions Huileessentielle Acétone PR (%) RRmD(%) RRM (%)

D1

R1 3 7 40

40 ± 0.5

60±1.02

R2 3 7 40
R3 2 8 60
R4 3 7 40

D2

R1 2 8 60

55 ± 0.95
R2 3 7 40
R3 3 7 40
R4 1 9 80

D3

R1 3 7 40

65 ± 0.95
R2 2 8 60
R3 1 9 80
R4 1 9 80

D4

R1 0 10 100

80 ± 0.5
R2 1 9 80
R3 1 9 80
R4 1 9 80
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AnnexeIII.Quelquesphotographiedel’activitéantibactérienne
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Background

So far, to our knowledge no study has targeted chemical
composition analysis and biological activities of the Algerian
black pine EOs that may differ depending on the area where
this tree is grown. P. nigra ssp. mauretanicais a valuable
Algerian-Moroccan narrow-endemic species classified as
endangered according to the International Union for
Conservation of Nature (IUCN) . Human perturbation that
promoted habitat deterioration led this tree to becoming
almost extinct in the country. Biodiversity conservation can
be accomplished and encouraged in a number of ways.
Acquiring scientific knowledge on the species is not only
important for designing conservation strategies (restorationof
habitats) but also for the sustainable use of its non-wood
products including EOs, which may exhibit different bio-
logical activities.

Introduction

Pines are considered as one of the major components of
manytemperateforests(Farjon2018)withmorethan100

species mainly distributed over the Northern hemisphere
(Keeley2012;Farjon2018;Kurtietal.2019;Silorietal.2019). Pinus
nigra Arn. (Pinaceae), is a tree widely distributed in the
Balkans and Asia Minor (Enescu et al. 2016). Largest extents
are found in Turkey covering 27% of forested land, of which
51% are productive forests (Atalay and Efe 2012). Reduced
and discontinuous areas are more noticeable in south
Mediterranean countries such as Morocco and Algeria. The
fragmented distribution of the species has led to morpho-
logical variations (Rubio-Moraga et al. 2012). The resulting
patches became genetically isolated after migratory move-
ments during interglacial warm periods (Afzal-Rafii andDood,
2007). In Algeria, the unique natural population of the
investigatedsubspeciesPinusnigraArn.ssp.mauretanica
(Mair. & Pey.) is restricted to a small patch within the nature
reserve of national park of Djurdjura. According to Qu´ezel
andM´edail(2003),thespeciesPinusnigraArn.isdivided into six
subspecies: P. nigra ssp. dalmatica (Vis.), P. nigra ssp. laricio
(Poir.), P. nigra ssp. mauretanica(Mair. & Pey.), P. nigra
ssp.nigra(Arn.),P.nigrassp.pallasiana(Lamb.)andP.nigra
ssp. salzmannii (Dun.). Pines are represented in Algeria by
someintroducedspeciessuchasP.brutia(Ten.),P.
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ABSTRACT
Essential oil (EO) of aerial parts (twigs and needles) of an Algerian-Moroccan endemic pine Pinus nigra
Arn. ssp. mauretanica (Mair.& Pey.)(Pinaceae) collected in Northern Algeria wereextractedbyhydro-
distillation (HD) and solid phase micro-extraction (SPME). The compounds were analysed using Gas
Chromatography (GC) and GC-Mass Spectrometry (GC-MS). The mean oil yield was 0.23%, for twigs
and 0.47% for needles. 83 and 91 compounds have been identified for needles and twigs respectively.
Chemical divergences from all other studied Black pines worldwide were observed in needles where
themajorcomponents identifiedbyHDareb-caryophyllene(26.2%), germacreneD (17.2%),a-pinene
(9.4%) unveiling a new chemotype. Significative qualitative and quantitative differences were observed
inchemicalcomposition,dependingonbothtechnicsHDandSPME.Twigsshowedahigherpotential
fortheantioxidantactivitiesDPPH,ABTSandb-carotenesystemthanEOneedles.Inotherhand,nee-
dlesrevealed a higher activity for all concentrations than twigs with significant differences (p<0.05).
For phosphomolybden tests, both EOs exhibited more significant antioxidant potential compared to
theDPPH,ABTS,b-caroteneandreducingpowersystems.Noticeableinsecticidaleffectswithvariable
ratedependingonusedplantparts,concentration,durationandfrequencyofexposurewere also observed.
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Background

So far, to our knowledge no study has targeted chemical
composition analysis and biological activities of the Algerian
black pine EOs that may differ depending on the area where
this tree is grown. P. nigra ssp. mauretanicais a valuable
Algerian-Moroccan narrow-endemic species classified as
endangered according to the International Union for
Conservation of Nature (IUCN) . Human perturbation that
promoted habitat deterioration led this tree to becoming
almost extinct in the country. Biodiversity conservation can
be accomplished and encouraged in a number of ways.
Acquiring scientific knowledge on the species is not only
important for designing conservation strategies (restorationof
habitats) but also for the sustainable use of its non-wood
products including EOs, which may exhibit different bio-
logical activities.

Introduction

Pines are considered as one of the major components of
manytemperateforests(Farjon2018)withmorethan100

species mainly distributed over the Northern hemisphere
(Keeley2012;Farjon2018;Kurtietal.2019;Silorietal.2019). Pinus
nigra Arn. (Pinaceae), is a tree widely distributed in the
Balkans and Asia Minor (Enescu et al. 2016). Largest extents
are found in Turkey covering 27% of forested land, of which
51% are productive forests (Atalay and Efe 2012). Reduced
and discontinuous areas are more noticeable in south
Mediterranean countries such as Morocco and Algeria. The
fragmented distribution of the species has led to morpho-
logical variations (Rubio-Moraga et al. 2012). The resulting
patches became genetically isolated after migratory move-
ments during interglacial warm periods (Afzal-Rafii andDood,
2007). In Algeria, the unique natural population of the
investigatedsubspeciesPinusnigraArn.ssp.mauretanica
(Mair. & Pey.) is restricted to a small patch within the nature
reserve of national park of Djurdjura. According to Qu´ezel
andM´edail(2003),thespeciesPinusnigraArn.isdivided into six
subspecies: P. nigra ssp. dalmatica (Vis.), P. nigra ssp. laricio
(Poir.), P. nigra ssp. mauretanica(Mair. & Pey.), P. nigra
ssp.nigra(Arn.),P.nigrassp.pallasiana(Lamb.)andP.nigra
ssp. salzmannii (Dun.). Pines are represented in Algeria by
someintroducedspeciessuchasP.brutia(Ten.),P.
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ABSTRACT
Essential oil (EO) of aerial parts (twigs and needles) of an Algerian-Moroccan endemic pine Pinus nigra
Arn. ssp. mauretanica (Mair.& Pey.)(Pinaceae) collected in Northern Algeria wereextractedbyhydro-
distillation (HD) and solid phase micro-extraction (SPME). The compounds were analysed using Gas
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and 0.47% for needles. 83 and 91 compounds have been identified for needles and twigs respectively.
Chemical divergences from all other studied Black pines worldwide were observed in needles where
themajorcomponents identifiedbyHDareb-caryophyllene(26.2%), germacreneD (17.2%),a-pinene
(9.4%) unveiling a new chemotype. Significative qualitative and quantitative differences were observed
inchemicalcomposition,dependingonbothtechnicsHDandSPME.Twigsshowedahigherpotential
fortheantioxidantactivitiesDPPH,ABTSandb-carotenesystemthanEOneedles.Inotherhand,nee-
dlesrevealed a higher activity for all concentrations than twigs with significant differences (p<0.05).
For phosphomolybden tests, both EOs exhibited more significant antioxidant potential compared to
theDPPH,ABTS,b-caroteneandreducingpowersystems.Noticeableinsecticidaleffectswithvariable
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Background

So far, to our knowledge no study has targeted chemical
composition analysis and biological activities of the Algerian
black pine EOs that may differ depending on the area where
this tree is grown. P. nigra ssp. mauretanicais a valuable
Algerian-Moroccan narrow-endemic species classified as
endangered according to the International Union for
Conservation of Nature (IUCN) . Human perturbation that
promoted habitat deterioration led this tree to becoming
almost extinct in the country. Biodiversity conservation can
be accomplished and encouraged in a number of ways.
Acquiring scientific knowledge on the species is not only
important for designing conservation strategies (restorationof
habitats) but also for the sustainable use of its non-wood
products including EOs, which may exhibit different bio-
logical activities.

Introduction

Pines are considered as one of the major components of
manytemperateforests(Farjon2018)withmorethan100

species mainly distributed over the Northern hemisphere
(Keeley2012;Farjon2018;Kurtietal.2019;Silorietal.2019). Pinus
nigra Arn. (Pinaceae), is a tree widely distributed in the
Balkans and Asia Minor (Enescu et al. 2016). Largest extents
are found in Turkey covering 27% of forested land, of which
51% are productive forests (Atalay and Efe 2012). Reduced
and discontinuous areas are more noticeable in south
Mediterranean countries such as Morocco and Algeria. The
fragmented distribution of the species has led to morpho-
logical variations (Rubio-Moraga et al. 2012). The resulting
patches became genetically isolated after migratory move-
ments during interglacial warm periods (Afzal-Rafii andDood,
2007). In Algeria, the unique natural population of the
investigatedsubspeciesPinusnigraArn.ssp.mauretanica
(Mair. & Pey.) is restricted to a small patch within the nature
reserve of national park of Djurdjura. According to Qu´ezel
andM´edail(2003),thespeciesPinusnigraArn.isdivided into six
subspecies: P. nigra ssp. dalmatica (Vis.), P. nigra ssp. laricio
(Poir.), P. nigra ssp. mauretanica(Mair. & Pey.), P. nigra
ssp.nigra(Arn.),P.nigrassp.pallasiana(Lamb.)andP.nigra
ssp. salzmannii (Dun.). Pines are represented in Algeria by
someintroducedspeciessuchasP.brutia(Ten.),P.
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ABSTRACT
Essential oil (EO) of aerial parts (twigs and needles) of an Algerian-Moroccan endemic pine Pinus nigra
Arn. ssp. mauretanica (Mair.& Pey.)(Pinaceae) collected in Northern Algeria wereextractedbyhydro-
distillation (HD) and solid phase micro-extraction (SPME). The compounds were analysed using Gas
Chromatography (GC) and GC-Mass Spectrometry (GC-MS). The mean oil yield was 0.23%, for twigs
and 0.47% for needles. 83 and 91 compounds have been identified for needles and twigs respectively.
Chemical divergences from all other studied Black pines worldwide were observed in needles where
themajorcomponents identifiedbyHDareb-caryophyllene(26.2%), germacreneD (17.2%),a-pinene
(9.4%) unveiling a new chemotype. Significative qualitative and quantitative differences were observed
inchemicalcomposition,dependingonbothtechnicsHDandSPME.Twigsshowedahigherpotential
fortheantioxidantactivitiesDPPH,ABTSandb-carotenesystemthanEOneedles.Inotherhand,nee-
dlesrevealed a higher activity for all concentrations than twigs with significant differences (p<0.05).
For phosphomolybden tests, both EOs exhibited more significant antioxidant potential compared to
theDPPH,ABTS,b-caroteneandreducingpowersystems.Noticeableinsecticidaleffectswithvariable
ratedependingonusedplantparts,concentration,durationandfrequencyofexposurewere also observed.
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canariensis (C. Sm. ex DC.), P. coulteri (D. Don.), P. jeffreyi
(Balf.), P. massoniana (D. Don.), P. montezumae (Limb.), P.
patula (Schiede ex Schltdl. et Cham.), P. pinaster (Aiton.), P.
pinea(L.), P. ponderosa (C.Lwson), P. radiata(D. Don.),P. rox-
burghii (Sarg.) and P. sylvestris (L.) (Treep 1976). Few native
pines are represented in the country by P. pinaster (Aiton.), P.
halepensis (Mill.) and P. clusiana (Clem.) (P. nigra ssp. mauri-
tanica (Mair. & Pey.)) (Quezel and Santa 1962). It is worth
mentioning,thattheintraspeciestaxonomy,classification and
chorology of this species are still unclear (Liber et al. 2003).
Among all growing pines in the country, Aleppo pineis the
most widespread species occupying more than 35% of the
forest area. Biological activities of its EO have been thor-
oughly investigated (Abi-Ayad et al. 2011; Fekih et al. 2014;
Sadou et al. 2015; Djerrad et al. 2017; Ramdani et al. 2020).
Aleppo pine resin is commonly used as a traditional medi-
cine for treating asthma (Meddour and Meddour-Sahar 2015)
and some kidney diseases (Berroukche et al. 2014). Indeed,
EOs from various coniferous plants, rich in terpenes such as
a-pinene, b-pinene, b-myrcene, limonene, camphene, are
known to produce different volatile compounds used in
medicine, cosmetics and food industry. Although several
studies dealing with the composition of the EOs of various
Pinus species have been published during the past 20years
(Dobetal. (2005,2007);AitMimoune etal. 2013;Fekihetal. 2016;
Merah et al. 2018; Fekih et al. 2019), no data are avail- able
on EOs of the Black pine growing natively in Algeria.EOs
variation and composition obtained from hydrodistelled
needles and twigs, were revealed in this study by using GC-
EIMS. In addition, the evaluation of the antioxidant
activitywascarriedoutbymorethanonetestmethod(DPPH,ABTS
, b-carotene, reducing power and
phosphomolybdenumassays). The intention of this study was
also to evaluate dif- ferent insecticidal activities of these EOs
against adults of Cowpea Weevil, Callosobruchus maculatus (F.)
(Coleoptera, Bruchidae). It isworth mentioning thatfor
Blackpine,even in European countries less numerous studies
have been pub- lished on research questions different than
ecological or gen- etic aspects. Indeed, relatively few studies
were focused on the chemical composition of EOs of Pinus
nigra (Tobolski and Zinkel 1982; Lange and Spanoudaki 1995;
Ochocka et al. 2002; Rezzi et al. (2002, 2005; Macchioni et al.
2003; Mumm et al. 2004; Duquesnoy et al. 2007); Duquesnoy
et al. 2007)
andlessonantimicrobialproperties(Politeoetal.2011a;
ˇSarac etal.2014;Miti´cetal.2018;Kurtietal.2019)orantiox-
idantsactivities(Politeoetal.2011b;Ustunetal.2012;ˇSarac
etal.2014;Kurtietal.2019).Tothebestofourknowledge,
this is the first study in Algeria aimed to determine the
chemical composition of the EOs, antioxidant and insecticidal
activities from the aerial parts of P. nigra ssp. mauretanica.

Materialsandmethods

Plantmaterialandessentialoilextraction

InJune2009,aerialpartsofPinusnigrassp.mauretanicawere
harvested in the unique natural population located
intheNationalParkofDjurdjuraatelevationof1521m(36◦27009”N
,004◦060260’E),northernAlgeria.Onlyfreshneedles

and twigs were collected during flowering stage at mid-day
sun then dried under shade in the open air for 15days (until
constant weight). 150g of each sample are introduced into
a6L flask filled with distilled water and hydrodistilled using a
Clevenger-type apparatus brought to the boil for 3hours. EO is
subsequently separated from the aqueous phase by add-ing
anhydrous sodium sulfate. The EO was kept in sealeddarkvials
refrigerated at 4◦C until further analysis. EO yields were
estimated on a dry weight (w/w). The voucher speci- men has
been deposited at the laboratory of valorization of natural
biological resources, university of Setif 1, Algeria.

Analysisofessentialoil

HS-SPMEanalysis
Volatiles emitted were sampled by means of Solid Phase
Micro-Extraction (SPME) using SPME fiber (Supelco) coated
with polydimethylsiloxane (PDMS, 100mm). After an equili-
bration time (20min), the fiber was exposed to the head-
spacefor 5sec (saturation time) at 75◦C using ca. 5g plant
matrixin50mLconicalflask.Oncesamplingwasfinished, the fiber
was withdrawn from the needle and transferred to the
injection port of the Gas Chromatography-Electron Impact
Mass Spectrometry (GC-EIMS) system.

GC-EIMSanalysis
TheGC-EIMSanalyseswereperformedwithaVarianCP-3800 gas-
chromatograph equipped with a DB-5 capillary column(30m x
0.25mm, 0.25mm coating thickness) and a Varian Saturn 2000
ion trap mass detector. GC-EIMS analyses were performed
under the following conditions for all standards:
injectortemperature 220◦C; transfer line 240◦C; oven tem-
peraturerange 60-240 (3◦C/min); carrier gas helium at 1mL/
min; injection of 0.2mL (10% n-hexane solution) and splitratio
1:30; mass spectra in the 35–400m/z range (1 scan/s). The
identification of the chemical compounds was based on
comparison of the retention time values with those of
authentic standards, or by comparing their linear retention
indices relative to the homologous series of n-alkanes; chem-
ical compounds gathered by Adams (Adams 1995) ; MS libra-
ries data (NIST 98); in house library mass spectra built up
from pure substances Swigar and Silverstein 1981orreported
data in the literature (Stenhagen et al. 1974;Jennings and
Shibamoto 1980; Davies 1990; Adams 1995).

Antioxidantactivities

DPPH+activity
This assay detects scavenging activity of the stable 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical in the presence
ofhydrogendonatingantioxidantinoilsamples.Briefly,20mLofeach
EOdilutions(1-100mg/mL)orstandards(a-toc- opherol and
pure compounds of EO used as positives con- trols)were
added to 180mL of ethanolic solution of 100mM DPPH in a
96-well microplate. The mixture was incubated at
37◦Cfor30minandtheabsorbancewasmeasuredat515nmagainste
thanolblank(Rangkadiloketal.2007).The
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percentageinhibitionabilityoffreeradicalDPPHwascalcu-
lated from (Acontrol—Asample/A control) ×100 where Acontrolis
the absorbance of the control reaction (containing DPPH
solution and ethanol) and Asample is the absorbance in the
presence of plant extract (EOs and standards). The results
wereexpressedbyIC50,whichrepresentstheconcentration
requiredtoscavenge50%ofDPPH●,calculatedfromgraph
plotting inhibition percentage against EO concentrations.

ABTS+activity
TheABTScationradical(bluish-greencolor)isformedbythe loss
of an electron by the nitrogen atom. In the presence of
antioxidant, the nitrogen atom quenches the hydrogen atom
and hence decolorizes the solution (Pisoschi and Negulescu
2011). The ABTS+●was generated by reacting at room tem-
peraturefor16hoursinthedark,7mMofABTSsaltwith
2.45mMpotassium persulfate (K2S2O8) (Katalinic et al. 2006).
Radical cation was diluted with ethanol up to absorbance
valueof0.750±0.025at734nm. To 20mL of various concen-
trations (1-100mg/mL) of EOs and standards, 180mL of
ABTS+●solutionwasadded.Theabsorbancewasmeasured 6min
after incubation in the dark at room temperature against
ethanol blank. The control containing ABTS+●solu- tion and
ethanol was prepared in the same conditions. The
scavengingeffectwascalculatedbythefollowingequation:
% inhibition = (Acontrol— Asample/Acontrol) × 100 where
Acontrol is the absorbance of the control and Asample is the
absorbance of the EOs or standards. The results expressed by
IC50, which represents the concentration required to scav-
enge50%ofABTS+●,calculatedwiththesameasdescribed in
DPPH radical assay.

b-Carotenebleachingactivity
This assay is based on an oxidation of b-carotene with free
radicals, mainly conjugated diene from hydroperoxides aris-
ing from linoleic acid oxidation (Ghazian et al. 2016). The
emulsion was prepared by mixing 40mg of linoleic acid and
400mgofTween20in3mLofb-carotenesolution(5mg/ 50mL
chloroform). The chloroform was completely evapo-
ratedand100mLofoxygenateddistilledwaterwasadded tothe
dry mixture and agitated vigorously. To 100mL of EO or a-
tocopherol (1–5mg/mL) were added 3mL of the obtained
fresh emulsion. The absorbance at 470 and 700nm
wastakenimmediatelyandafter60minofincubationat 50◦C (Lim
and Quah 2007). The control (containing all reagents without
tested sample) was prepared in the same conditions. The
degradation rate of b-carotene (DR) was cal-
culatedbythefollowing formula: DR=A0min— A60min where
A0min is the initial absorbance at time 0 and A60min is the
absorbance at 60minutes. The antioxidant activity (% AA)was
calculated by the following formula: AA% = (DRcontrol—
DRsample/DRcontrol) ×100.The results expressed by IC50, which
represents the concentration required to obtain 50% of deg-
radation rate of b-carotene.

Reducingpower
Theantioxidantreactswiththepotassiumferricyanideto form
potassium ferrocyanide which then reacts with ferric tri-
chloride to give a blue colored complex with a maximum
absorbanceat700nm(PisoschiandNegulescu2011).1mLofEOora-
tocopherolwasmixedwithsodiumphosphate
buffer(2.5mL,0.2M,pH6.6)and2.5mLof1%solutionof
K3Fe(CN)6.Afterincubationat50◦Cfor20min,2.5mLof 10%
trichloroacetic acid was added to the mixture and cen- trifuged
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wereexpressedbyIC50,whichrepresentstheconcentration
requiredtoscavenge50%ofDPPH●,calculatedfromgraph
plotting inhibition percentage against EO concentrations.

ABTS+activity
TheABTScationradical(bluish-greencolor)isformedbythe loss
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and hence decolorizes the solution (Pisoschi and Negulescu
2011). The ABTS+●was generated by reacting at room tem-
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Radical cation was diluted with ethanol up to absorbance
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jars.EOswereappliedtoabitofcottonthatwasattached to the
lower side of the jar’s lid (Toudert-Taleb et al. 2014). The
doses of EOs used were 2, 4, 8, 16 and 0 (control) mL/ mL.
The glass jars were kept at 30±1◦C and 75% r.h. Mortality
counts were made at 24, 48, 72 and 96h after treatment.
Four replications were used for each dose.

Repellencyteston filterpaper
Repellency was tested using the area preference test
described by (McDonald et al. 1970). The method was
adaptedas follows: Filter paper discs (Whatman N◦1, 11cm
diameter) were cut into two equal parts. One half-disc was
treated uniformly with 0.5mL aliquots of EO solutions in
acetoneat doses 2, 4, 8 and 16mL/mL. The second half-filter
paper was treated with acetone as control and all the semi-
discswere air-dried for 15min. Twenty unsexed adults of C.
maculatus were introduced to the middle of each Petri dish,
which was sealed with parafilm. Four replicates were run for
eachof the tested concentrations. After 1h, weevils present
on both half-filters were counted. Percentage repellency (PR)
values were calculated as follow:

evaluate chemical composition. The results showed that the
yield of EOs varied depending on plant parts with propor-
tions twice as high for needles (0.47%) than twigs (0.23%). In
total, 99 chemical compounds were identified. The chemical
composition of the EOs is reported in Tables 1and 2. 83
components representing 97% of the total EO, were identi-
fied in twigs while needles contained 93 components,
accounting for 98%. EO of the needles extracted by hydro
distillation was found to be rich in sesquiterpene hydrocar-
bons (67.1%)and,to alesserextent,theiroxygenatedderiva- tives
(5.5%). Other major components were monoterpene
hydrocarbons (12%), followed by ditepene hydrocarbons
(10.7%),oxygenatedmonoterpenes(1.5%),andoxygenated

diterpenes (<1%). In twigs hydrodistilled oil, monoterpenes
hydrocarbonsrevealedhigheramounts(63.3%)thantheoxy-
genated monoterpenes (7.2%). Sesquiterpene hydrocarbons
(6.1%) appeared as dominant in comparison with oxygenated
sesquiterpenes (1.2%). The diterpene hydrocarbons (16.5%)
and oxygenated diterpenes (1.7%) were also present. A com-
parison of needles and twigs EOs composition showed that
concentrations of monoterpenes and sesquiterpenes were
different,butalmostallsampleswerefoundtocontain

PR%= (NC—NT/NC+NT)×100 a-pineneandphyllocladene(Figure1).Indeed,themaincon-

where NC is the insect numbers of negative control half filter
paper (with 0.5mL of acetone) and NT is that of the opposite
treatedhalf(with0.5mLofEOsolutionsinacetone).The mean
repellency value was calculated and assigned to repel-
lencyclassesfrom0toVaccordingto(McDonaldetal.
1970):class0(PR=0.1%),classI(PR=0.1–20%),classII(PR
=20.1–40%),classIII(PR=40.1–60%),classIV(PR=
60.1–80%)andclassV(PR=80.1–100%).

Statisticalanalysis

Antioxidant activities were conducted in triplicates
andresultsare expressed as mean±standard deviation (SD).
For insecticidalactivitydata,therelativepercentagevaluesin the
contact and fumigant toxicity tests were corrected using the
Abbott’s formula:

M(%)=(Mt—Mc/100—Mc)×100

where M is the corrected insect mortality, Mt is the insect
mortalityinthetreatedpopulationofinsectandMcisthe insect
mortality in the control. Data obtained from dose
responsebioassays(contactandfumigation)wereanalyzedby the US
EPA probit program version 1.5 (Finney 1971) to estimate LD50,
LD95 and LT50 values of the EOs. All data was subjected to
analysis of variance (ANOVA), and means were
comparedbyleastsignificantdifference(LSD)usingstatis-
ticalsoftware(XLstat2016Version17.06).Differencesat

p<0.05wereconsideredtobesignificant.

Resultsanddiscussion

Chemicalconstituentsofessentialoil

EOs were obtained by hydro distillation of needles and twigs
ofP.nigrassp.mauretanicaandanalyzedbyGC-EIMSto

stituents of the needles (Table 1) were b-caryophyllene
(26.2%),germacreneD(17.2%),a-pinene(9.4%),phyllocla-
dene(7.1%),d-cadinene(6.9%)anda-humulene(4.1%)while
a-pinene (55.7%), phyllocladene (12.4%), cembrene (2.3%),
and b-pinene (2.3%) were the most important constituentsfor
the twigs. To summarise, comparison of the chemical
composition of needles oil with that of twigs oil revealed
some differences concerning the main compounds (b-caryo-
phyllene, germacrene D, and a-pinene) and similarities con-
cerning phyllocladene and other minor components. SPME is
an innovative technic, more rapid, sensitive, and solvent-free
compared to traditional methods such as HD. As mentioned
by Tumen et al. (2010) when it comes comparing both tech-
niques, it seems that SPME is more sensitive for compounds
of low molecular weight that are more volatile, while steam
distillation yields the majority of compounds (Table 2).Quality
and quantity differences found in volatile compounds with
SPME and conventional methods (HD) are reported in the
literature. Differences in our results can be explained by
thetemperatureparameterusedinextractionprocedure
(75◦Cfor SPME and more than 100◦C for steam distillation). It
is worth mentioning that we have only used one kind of fibre
in the SPME extraction. So more comparative studies should
be done with different fibres to be sure about the sensibility
of both methods. Indeed, unlike HE,
SPMErevealedmanymorevolatilecompounds(monoandsesqui-
terpene hydrocarbons), a low percentage of oxygenated

compounds (<0.5%), absence of high molecular weight
volatile compounds (diterpenes) and a new class of metabo-
lites (fatty acids) exceeding 40% (Figure 2). Most of studied
EOs of Black pine subspecies consisted mainly of the abun-
danceofmonoterpenes(a-pinene,b-pinene,limonene,d-3-
carene and b-phellandrene) and sesquiterpenes (germacrene
D or b-caryophyllene). It is worth mentioning that the major
compoundscitedabovewerefoundinremarkable
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PR%= (NC—NT/NC+NT)×100 a-pineneandphyllocladene(Figure1).Indeed,themaincon-

where NC is the insect numbers of negative control half filter
paper (with 0.5mL of acetone) and NT is that of the opposite
treatedhalf(with0.5mLofEOsolutionsinacetone).The mean
repellency value was calculated and assigned to repel-
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andresultsare expressed as mean±standard deviation (SD).
For insecticidalactivitydata,therelativepercentagevaluesin the
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Resultsanddiscussion

Chemicalconstituentsofessentialoil
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stituents of the needles (Table 1) were b-caryophyllene
(26.2%),germacreneD(17.2%),a-pinene(9.4%),phyllocla-
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Table 1. Constituents of needles and twigs essential oils of Pinus nigra ssp.
mauretanicausinghydrodistillation(Djurdjuranationalpark,north- ern Algeria).

R.T.L.R.I. Constituents NeedlesTwigs

3.22 856 (E)-2-hexenal tr tr
3.42 869 1-hexanol tr tr
3.73 889 Santene – tr
4.02 901 Heptanal – tr
4.48 928 Tricyclene tr 0.2
4.55 931 a-thujene tr tr
4.72 939 a-pinene 9.4 55.7
5.07 953 Camphene 0.1 1.8
5.20 957 Thuja-2,4(10)-diene tr 0.5
5.37 961 Benzaldehyde tr tr
5.69 976 Sabinene – tr
5.78 980 b-pinene 0.5 2.3
6.04 985 6-methyl-5-hepten-2-one tr tr
6.13 991 Myrcene 1.5 0.9
6.54 1005 a-phellandrene tr tr
6.91 1018 a-terpinene tr tr
7.16 1027 p-cymene tr 0.2
7.30 1031 Limonene 0.5 1.4
7.40 1035 1,8-cineole tr tr
7.58 1041 (Z)-b-ocimene tr 0.1
7.93 1052 (E)-b-ocimene tr tr
8.30 1062 c-terpinene tr tr
9.35 1089 Terpinolene tr 0.2
9.78 1100 Linalool 0.4 tr
9.99 1103 Nonanal tr tr
10.30 1117 Exo-fenchol – tr
10.61 1123 Cis-p-menth-2-en-1-ol tr tr
10.80 1127 a-campholenal tr 0.6
11.30 1141 Trans-pinocarveol tr 0.9
11.54 1143 Cis-verbenol tr 1.7
12.25 1162 Trans-pinocamphone – tr
12.27 1164 Pinocarvone – tr
12.44 1166 p-mentha-1,5-dien-8-ol 0.2 1.1
12.73 1175 Cis-pinocamphone – tr
12.86 1179 4-terpineol tr tr
13.20 1185 p-cymen-8-ol tr tr
13.42 1191 a-terpineol 0.4 0.6
13.58 1192 Dihydro-carveol tr tr
13.67 1194 Myrtenal tr 0.7
14.27 1206 Verbenone tr 0.4
14.61 1219 trans-carveol tr 0.3
15.11 1231 Cis-carveol – tr
15.69 1244 Carvone – tr
15.85 1247 Carvotanacetone – tr
17.50 1286 Isobornylacetate 0.2 0.5
17.80 1292 Thymol tr tr
17.94 1294 Trans-verbenylacetate tr –
18.12 1299 Trans-pinocarvylacetate tr –
18.20 1300 Carvacrol – 0.4
19.22 1314 Myrtenylacetate tr –
19.31 1321 Neo-iso-verbanolacetate tr tr
20.22 1351 a-cubebene 0.4 tr
21.13 1370 Cyclosativene 0.2 tr
21.32 1376 a-copaene 0.5 tr
21.70 1384 b-bourbonene 0.2 0.4
21.79 1386 Geranylacetate 0.3 –
21.96 1390 b-cubebene 0.2 tr
22.05 1392 b-elemene 0.3 tr
22.67 1403 Methyleugenol 0.2 tr
23.17 1418 b-caryophyllene 26.2 1.8
23.58 1432 b-gurjunene 0.6 –
24.22 1439 a-guajene – tr
24.32 1447 Cis-muurola-3,5-diene tr –
24.59 1455 a-humulene 4.1 0.3
24.85 1459 (E)-b-farnesene tr tr
24.99 1462 Cis-muurola-4(14),5-diene 0.2 tr
25.19 1467 9-epi-(E)-caryophyllene tr tr
25.60 1477 c-muurolene 3.1 0.5
25.76 1480 GermacreneD 17.2 1.9
25.96 1485 b-selinene 0.5 tr
26.26 1489 Phenylethyl3-methyl-butanoate 1.1 0.5
26.33 1492 Valencene 2.1 tr

(continued)

Table1.Continued.

R.T. L.R.I. Constituents Needles Twigs

26.59 1499 a-muurolene 0.9 0.1
26.74 1503 GermacreneA 0.1 –
27.00 1508 (E,E)-a-farnesene tr tr
27.13 1513 Trans-c-cadinene 2.6 0.2
27.27 1520 Isobornyl2-methylbutyrate – 0.5
27.54 1524 d-cadinene 6.9 0.9
27.87 1532 Trans-cadina-1(2),4-diene 0.3 tr
28.08 1538 a-cadinene 0.3 tr
28.34 1550 Cis-a-bisabolene 0.2 –
29.21 1565 Trans-nerolidol 0.3 tr
29.59 1575 GermacreneD-4-ol 0.8 tr
29.87 1581 Caryophylleneoxide 1.3 0.7
30.92 1606 HumuleneepoxideII 0.2 tr
31.15 1614 1,10-di-epi-cubenol 0.1 –
31.67 1629 1-epi-cubenol tr tr
32.20 1641 Tau-cadinol 1.2 0.1
32.39 1645 a-muurolol 0.2 tr
32.69 1654 a-cadinol 1.4 0.4
42.61 1929 Cembrene 2.4 2.3
42.96 1941 Pimaradiene – tr
43.08 1975 Sclarene 0.9 1.2
43.60 1959 (3Z)-cembreneA(=neocembrene) 0.3 0.4
44.60 1989 Manoyloxide tr 0.6
45.30 2010 Epi-13-manool 0.3 0.5
46.53 2034 Kaur-16-ene(=phyllocladene-) 7.1 12.4
47.46 2080 Abietadiene – 0.2
50.04 2185 Sandaracopimarinal – 0.6

Total 98.4% 97.0%
Essentialoilyield 0.47% 0.23%

aRT:retentiontime.
bLRI,linearretentionindicesdeterminedonDB-5capillarycolumn.
ctr:trace.
d-:notdetected.

quantitative differences in most available data on Pinus nigra
subspecies worldwide (Table 3). Several authors reportedthat
a-pinene, germacrene D and b-pinene were the domin- ant
components present in EOs of Black pines (Kubeczka and
Schultze 1987; Roussis et al. 1995; Ioannou et al. 2014). In
most cases, all patterns are built on a-pinene as a major
compoundwherecontentratereachedthethresholdof60%
inP.nigravar.banaticafromSerbia(ˇSaracetal.2014).
Interestingly, a less frequent pattern which is worth to men-
tion from the results of Black pine EOs studies is that, 1-epi-
bicyclosesquiphellandrene was found as dominant from
samples collected at two Italian sites, Friuli and Abruzzo
(Vidrich et al. 1996). Some Black pines can also reveal totally
different constituents at high rate such as the case of P. nigra
ssp. laricio from Corsica, where the plant was found to berich
in manoyl oxide (63%), a compound of potential interest for
perfumery and pharmaceutical industries (Koukos et al.
2001). For our investigated plant, qualitative and quatitative
variations were found in comparison with EOs of other Black
pines from European countries. Indeed, the major compo-
nent present in needles of P. nigra ssp. mauretanicais totally
differentfromtherestofavailabledataworldwidewhere b-
caryophyllene exhibited relatively high value (26.2%). The
nature of EOs isolated from the needles in comparison with
the reported data (Table 3), led us to the suggestion of the
presenceofanewchemotypefortheAlgerianP.nigrassp.
mauretanicawith following chemical order: b-caryophyllene
(26.2%) >germacrene D (17.2%) >a-pinene (9.4%) >phyl-
locladene(7.1%)>d-cadinene(6.9%)>a-humulene(4.1%)
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subspecies worldwide (Table 3). Several authors reportedthat
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quantitative differences in most available data on Pinus nigra
subspecies worldwide (Table 3). Several authors reportedthat
a-pinene, germacrene D and b-pinene were the domin- ant
components present in EOs of Black pines (Kubeczka and
Schultze 1987; Roussis et al. 1995; Ioannou et al. 2014). In
most cases, all patterns are built on a-pinene as a major
compoundwherecontentratereachedthethresholdof60%
inP.nigravar.banaticafromSerbia(ˇSaracetal.2014).
Interestingly, a less frequent pattern which is worth to men-
tion from the results of Black pine EOs studies is that, 1-epi-
bicyclosesquiphellandrene was found as dominant from
samples collected at two Italian sites, Friuli and Abruzzo
(Vidrich et al. 1996). Some Black pines can also reveal totally
different constituents at high rate such as the case of P. nigra
ssp. laricio from Corsica, where the plant was found to berich
in manoyl oxide (63%), a compound of potential interest for
perfumery and pharmaceutical industries (Koukos et al.
2001). For our investigated plant, qualitative and quatitative
variations were found in comparison with EOs of other Black
pines from European countries. Indeed, the major compo-
nent present in needles of P. nigra ssp. mauretanicais totally
differentfromtherestofavailabledataworldwidewhere b-
caryophyllene exhibited relatively high value (26.2%). The
nature of EOs isolated from the needles in comparison with
the reported data (Table 3), led us to the suggestion of the
presenceofanewchemotypefortheAlgerianP.nigrassp.
mauretanicawith following chemical order: b-caryophyllene
(26.2%) >germacrene D (17.2%) >a-pinene (9.4%) >phyl-
locladene(7.1%)>d-cadinene(6.9%)>a-humulene(4.1%)
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Table2.Chemicalcompositionofessentialoilsobtainedfromtheaerialparts
ofP.nigrassp.mauretanicausingSPME.(Djurdjuranationalpark,north- ern Algeria).

R.T. L.R.I. Constituents Needles Twigs

Figure 1.Major chemical groups identified in the essential oils obtained from
aerial parts of P. nigra ssp. mauretanica using hydro distillation.

Figure 2.Major chemical groups identified in the essential oils obtained from
aerial parts of P. nigra ssp. mauretanica using SPME.

aRT:retentiontime.
bLRI,linearretentionindicesdeterminedonDB-5capillarycolumn.
ctr:trace.
d-:notdetected.

>c-muurolene (3.1%). In twigs, the major compounds were
foundtobea-pinenefollowedbyphyllocladeneand
b-pinene,apatternclosertodatareportedbyMacchioni et al.
(2003) on P. nigra from Italian provinces of Massa. It is well
established, that EOs from plants of the same speciescan vary
in their composition according to exogenous and endogenous
factors (Barra 2009) and conifers will not escape this rule. As
an example, in pine species, the composition of EOs has been
noticed to range depending upon the plantpart from which it
was obtained (Vidrich et al. 1996), geo- graphical location,
collecting period, age of the plant (Barra 2009). These
quantitative and qualitative variation between subspecies
worldwide should be taken into account and may be relevant
for example, in chemotaxonomic studies as a complementary
approach as ambiguity and controversy still exists using
classical botanical approaches.

Antioxidantactivities

The antioxidant properties of P. nigra EOs were estimated by
severalmethods:DPPH,ABTS,b-carotene,reducingpowerand
phosphomolybdenumassays.TheseEOsexhibitedvariableanti-
oxidantactivitydependingontheperformedtest.EOssamples
showedalesspotencythantheusedstandards(a-tocopherol) and
pure EO compounds (b-caryophyllene and caryophyllene
oxid). By comparing the IC50 values, it was found that twigs
retainedthemaximumantioxidantactivityrankedinthefollow-

ingorder:ABTS(IC50:40.43±3.53mg/mL)>DPPH(IC50:
93.72±6.85mg/mL).IC50valuesofneedles EOs were less sig-
nificantwith:ABTS(IC50:91.12±5.56mg/mL)>DPPH(IC50:
260.93±37.35mg/mL).EOsofP.nigrasamplesandusedstand-
ards showed concentration dependent activities. These results
were confirmed by the ANOVA analysis (p<0.05) which showed
a significant difference between DPPH and ABTS tests, but not
for b-carotene assay (Table 4). In addition, significant
correlations were found with all used standards for the three
performed tests. The low to moderate antioxidant activity of
needles EO may be explained by the presence of 87% of
hydrocarbon terpenes (monoterpenes and sesquiterpenes). The
morereactivetwigsEOisprobablyduetothepresenceofless

2.63 800 Hexanal – 0.3
4.82 939 a-pinene 29.9 88.5
5.15 953 Camphene – 0.5
5.88 980 b-pinene 1.8 2.5
6.23 991 Myrcene 6.7 1.7
7.24 1027 p-cymene – tr
7.37 1031 Limonene – 3.3
7.39 1033 b-phellandrene 3.2 –
7.65 1041 (Z)-b-ocimene 0.2 0.2
8.01 1052 (E)-b-ocimene 0.4 –
9.43 1089 terpinolene 0.2 0.1
9.85 1100 linalool 0.2 –
10.03 1103 nonanal tr 0.1
10.98 1129 alloocimene tr tr
12.74 1173 menthol tr –
14.14 1205 decanal tr tr
17.56 1286 isobornylacetate tr 0.1
17.98 1294 trans-verbenylacetate tr –
18.17 1299 trans-pinocarvylacetate tr –
19.36 1321 neo-iso-verbanolacetate tr –
20.28 1351 a-cubebene 0.2 –
21.18 1370 cyclosativene tr –
21.37 1376 a-copaene 0.2 –
21.75 1384 b-bourbonene tr –
22.09 1392 b-elemene 0.2 –
23.21 1418 b-caryophyllene 6.6 0.4
23.62 1432 b-gurjunene 0.2 –
24.63 1455 a-humulene 1.1 tr
25.03 1462 cis-muurola-4(14),5-diene tr –
25.63 1477 c-muurolene 0.4 Tr
25.79 1480 germacreneD 2.7 0.1
26.00 1485 b-selinene tr –
26.37 1492 valencene 0.3 –
26.62 1499 a-muurolene tr –
27.17 1513 trans-c-cadinene 0.2 –
27.57 1524 d-cadinene 0.4 Tr
29.91 1581 caryophylleneoxide tr –
36.98 1770 tetradecanoicacid 1.4 –
40.50 1871 pentadecanoicacid 1.8 –
42.60 1927 methyl exadecanoate 0.5 –
43.15 1935 cyclohexadecanolide 1.3 –
44.20 1970 hexadecanoicacid 37.6 –
50.24 2177 octadecanoicacid 0.5 –
58.84 2400 tetracosane – 1.9
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Table3.DiversityofchemotypesisolatedfromleavesandtwigsofP.nigraworldwide. Needles

Species/subspecies Origin(countries,regions) Chemotypes(majorcompounds) Author(s)

P.nigrassp.pallasiana Bartin,Turkey a-Pinene(27.46%)>b-Caryophyllene(11.03%)>
GermacreneD(7.14%)>Sabinene(5.52%)>
c-Muurolene(4.98%)>b-Pinene(4.42%).

Mileˇsevka , Serbia a-Pinene (24.6 %) >Germacrene D (25.4 %) >(E)-
Caryophyllene(13.2%)>b-Pinene(8.8%)>a-Terpinyl
acetate .

Kozanetal.(2019)

Miti´cetal.(2018)

RoyalBotanicalGardenof
Madrid, Spain

a-Pinene(42.33%)>GermacreneD(30.59%)>(E)-
Caryophyllene (7.43 %) >b -Pinene (5.15 %).

ˇSaracetal.(2014)

P.nigrassp.pallasiana
var.pyramidata

P.nigrassp.pallasiana
var.pallasiana

VakifOrmani,Anatolia,Turkey a-Pinene(28.3%)>GermacreneD(17.3%)>
b-Caryophyllene(12.9%)>b-Pinene(5.61%)>

d-Cadinene(4.13%).
a-Pinene(29%)>GermacreneD(14.9%)>>b
-Caryophyllene(12.9%)>b-Pinene(9.43%).

Ucarand
Balaban(2004)

P.nigra ssp. laricio Corsica, France a-Pinene (22 % 241 %) >Germacrene D (17.8 % 2
8.6%)>Myrcene(3.6%27.7%)>(E)-Caryophyllene (5.3
% 26.3 %) >Limonene (2.9 % 25.1 %).

Rezzietal.(2001)

P.nigra
ssp.caramanica

CambridgeUniversityBotanic
Garden,UK

Souinet arboreta of the National
InstituteofResearchesonRural
Engineering, Water and
Forests,Tunisia

CambridgeUniversityBotanic
Garden, UK

a-Pinene(18%)>d-3-Carene(16.1%)>>
b-Caryophyllene(13.9%)>GermacreneD(12.7%)>
Limonene(9.7%).
Manool oxide (38 %) >Germacrene D (16.7%)>
d-Cadinene(9%)>(E)-Caryophyllene(8.9%)>
a-Cadinol(4.3%).

b-Pinene(20.7%)>GermacreneD(20.0%)>a-Pinene (18
%) >b-Caryophyllene (7.8 %).

Ioannou et al. (2014)

Amrietal.(2017)

Ioannou et al. (2014)

P.nigrassp.nigra Serbia a-Pinene(45.93%)>GermacreneD(28.1%)>
b-Pinene(6.90%)>(E)-Caryophyllene(7.4%).

Mileˇsevka , Serbia a-Pinene(35.4%)>GermacreneD(28.1%)>b-Pinene (10
%) >(E)-Caryophyllene (7.4 %).

ˇSaracetal.(2014)

Miti´c et al. (2018)

RoyalBotanicalGardenof
Madrid,Spain

GermacreneD(32.1%)a-Pinene(19.5%)>
b-Caryophyllene(16.1%)>b-Pinene(12.1 %).

Ioannou et al. (2014)

Sila,Calabria, Italy a-Pinene (25.3 %) >Limonene (22.6 %) >Sabinene
(12.8%)>a-Terpineol(8.3%)>b-
Pinene(4.8%)>Terpinolene (4.5%).

Bonesietal.(2010)

P.nigrassp.salzmanii CambridgeUniversityBotanic
Garden,UK

P.nigrassp.dalmatica CentralDalmatiaVidovagora,
islandBrac,Croatia

GermacreneD(18.5%)>b-
Caryophyllene(17.8%)>Limonene (12.5 %) >a-Pinene
(12.2 %) >b-Pinene (4.1 %).
a-Pinene (24.3 %) b-Pinene (16 %) >Germacrene D
(14.6%)>b-Caryophyllene(9.6%)>Limonene(3.3%)
>Bornylacetate(3.3%).

Ioannouetal.(2014)

Politeoetal. (2011a)

P.nigra var.banatica Serbia a-Pinene(58.83%)>GermacreneD(23.69%)>(E)-
Caryophyllene (7.31 %) >Limonene (5.04 %) >
b-Pinene(3.10%).

ˇSaracetal.(2014)

P.nigrassp.calabrica ParcoNazionaledelPollino,
Calabria,Italy

a-Pinene(24.6%)b-Pinene(10.9%)>c-Cadinene(9.9
%) >b-Phellandrene (6.3%) >Manoyloxide (6.2 %) >
Trans-Caryophyllene(4.2%).

Bonesietal.(2010)

P.nigra Zagreb,Croatia a-Pinene(42.66%)>GermacreneD(17.72%)>
b-Pinene(11.64%)>b-Caryophyllene(5.62%).

CentralItaly a-Pinene(28.4%)>GermacreneD(21.2%)>
b-Caryophyllene(16.2%)>b-Pinene(6.2%).

Calabria, Italy a-Pinene (35.14 %) >1-Epibicyclosesquiphellandrene
(30.93%)>b-Caryophyllene(5.26%)>b-Pinene(2.80
%)>d-Cadinene(1.94%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate
(1.74 %).

Idz_ojti ćand
Pfeifhofer(2001)

Macchionietal.(2003)

Vidrich et al. (1996)

Abruzzo,Italy 1-Epibicyclosesquiphellandrene(23.40%)>a-Pinene(17.64%)>
b-Caryophyllene(11.82%)>b-Pinene(4.40%)>
d-Cadinene(3.19%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate(2.88
%) >a-Humulene (1.74%).

Friuli,Italy 1-Epibicyclosesquiphellandrene(36.84%)>a-Pinene(11.52%)>
b-Caryophyllene(9.88%)>b-Pinene(2.38%)>
d-Cadinene(2.20%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate(1.82
%)>Terpinolene(1.46%)>a-Humulene(1.45%)>
Limonene(1.44%).

P.nigrassp.
mauretanica

Twigs(Branches)

NationalParkofDjurdjura,Algeria b-Caryophyllene(26.2 %)>Germacrene D (17.2 %) >
a-Pinene(9.4%)>Phyllocladene(7.1%)>d-Cadinene (6.9
%) >a-Humulene (4.1%) >c-Muurolene (3.1 %).

Presentstudy

Species/subspecies Origin(countries,regions) Chemotypes(majorcompounds) Author(s)
P.nigra ssp. pallasiana Adana, Turkey GermacreneD(23.5%)>a-Pinene(20%)>d-3-Carene (10.2

%) >b-Caryophyllene (8.8 %) >Limonene
(5.5 %).

Dogan and
Bagci(2018)

Adiaman,Turkey
(continued)
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b-Caryophyllene(16.2%)>b-Pinene(6.2%).

Calabria, Italy a-Pinene (35.14 %) >1-Epibicyclosesquiphellandrene
(30.93%)>b-Caryophyllene(5.26%)>b-Pinene(2.80
%)>d-Cadinene(1.94%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate
(1.74 %).

Idz_ojti ćand
Pfeifhofer(2001)

Macchionietal.(2003)

Vidrich et al. (1996)

Abruzzo,Italy 1-Epibicyclosesquiphellandrene(23.40%)>a-Pinene(17.64%)>
b-Caryophyllene(11.82%)>b-Pinene(4.40%)>
d-Cadinene(3.19%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate(2.88
%) >a-Humulene (1.74%).

Friuli,Italy 1-Epibicyclosesquiphellandrene(36.84%)>a-Pinene(11.52%)>
b-Caryophyllene(9.88%)>b-Pinene(2.38%)>
d-Cadinene(2.20%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate(1.82
%)>Terpinolene(1.46%)>a-Humulene(1.45%)>
Limonene(1.44%).

P.nigrassp.
mauretanica

Twigs(Branches)

NationalParkofDjurdjura,Algeria b-Caryophyllene(26.2 %)>Germacrene D (17.2 %) >
a-Pinene(9.4%)>Phyllocladene(7.1%)>d-Cadinene (6.9
%) >a-Humulene (4.1%) >c-Muurolene (3.1 %).

Presentstudy

Species/subspecies Origin(countries,regions) Chemotypes(majorcompounds) Author(s)
P.nigra ssp. pallasiana Adana, Turkey GermacreneD(23.5%)>a-Pinene(20%)>d-3-Carene (10.2

%) >b-Caryophyllene (8.8 %) >Limonene
(5.5 %).

Dogan and
Bagci(2018)

Adiaman,Turkey
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Table3.DiversityofchemotypesisolatedfromleavesandtwigsofP.nigraworldwide. Needles

Species/subspecies Origin(countries,regions) Chemotypes(majorcompounds) Author(s)

P.nigrassp.pallasiana Bartin,Turkey a-Pinene(27.46%)>b-Caryophyllene(11.03%)>
GermacreneD(7.14%)>Sabinene(5.52%)>
c-Muurolene(4.98%)>b-Pinene(4.42%).

Mileˇsevka , Serbia a-Pinene (24.6 %) >Germacrene D (25.4 %) >(E)-
Caryophyllene(13.2%)>b-Pinene(8.8%)>a-Terpinyl
acetate .

Kozanetal.(2019)

Miti´cetal.(2018)

RoyalBotanicalGardenof
Madrid, Spain

a-Pinene(42.33%)>GermacreneD(30.59%)>(E)-
Caryophyllene (7.43 %) >b -Pinene (5.15 %).

ˇSaracetal.(2014)

P.nigrassp.pallasiana
var.pyramidata

P.nigrassp.pallasiana
var.pallasiana

VakifOrmani,Anatolia,Turkey a-Pinene(28.3%)>GermacreneD(17.3%)>
b-Caryophyllene(12.9%)>b-Pinene(5.61%)>

d-Cadinene(4.13%).
a-Pinene(29%)>GermacreneD(14.9%)>>b
-Caryophyllene(12.9%)>b-Pinene(9.43%).

Ucarand
Balaban(2004)
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%) >(E)-Caryophyllene (7.4 %).

ˇSaracetal.(2014)

Miti´c et al. (2018)

RoyalBotanicalGardenof
Madrid,Spain

GermacreneD(32.1%)a-Pinene(19.5%)>
b-Caryophyllene(16.1%)>b-Pinene(12.1 %).
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Politeoetal. (2011a)

P.nigra var.banatica Serbia a-Pinene(58.83%)>GermacreneD(23.69%)>(E)-
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b-Pinene(3.10%).

ˇSaracetal.(2014)

P.nigrassp.calabrica ParcoNazionaledelPollino,
Calabria,Italy

a-Pinene(24.6%)b-Pinene(10.9%)>c-Cadinene(9.9
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Calabria, Italy a-Pinene (35.14 %) >1-Epibicyclosesquiphellandrene
(30.93%)>b-Caryophyllene(5.26%)>b-Pinene(2.80
%)>d-Cadinene(1.94%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate
(1.74 %).

Idz_ojti ćand
Pfeifhofer(2001)

Macchionietal.(2003)

Vidrich et al. (1996)

Abruzzo,Italy 1-Epibicyclosesquiphellandrene(23.40%)>a-Pinene(17.64%)>
b-Caryophyllene(11.82%)>b-Pinene(4.40%)>
d-Cadinene(3.19%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate(2.88
%) >a-Humulene (1.74%).

Friuli,Italy 1-Epibicyclosesquiphellandrene(36.84%)>a-Pinene(11.52%)>
b-Caryophyllene(9.88%)>b-Pinene(2.38%)>
d-Cadinene(2.20%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate(1.82
%)>Terpinolene(1.46%)>a-Humulene(1.45%)>
Limonene(1.44%).

P.nigrassp.
mauretanica

Twigs(Branches)

NationalParkofDjurdjura,Algeria b-Caryophyllene(26.2 %)>Germacrene D (17.2 %) >
a-Pinene(9.4%)>Phyllocladene(7.1%)>d-Cadinene (6.9
%) >a-Humulene (4.1%) >c-Muurolene (3.1 %).

Presentstudy

Species/subspecies Origin(countries,regions) Chemotypes(majorcompounds) Author(s)
P.nigra ssp. pallasiana Adana, Turkey GermacreneD(23.5%)>a-Pinene(20%)>d-3-Carene (10.2

%) >b-Caryophyllene (8.8 %) >Limonene
(5.5 %).

Dogan and
Bagci(2018)

Adiaman,Turkey
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PLANTBIOSYSTEMS-ANINTERNATIONALJOURNALDEALINGWITHALLASPECTSOFPLANTBIOLOGY 365

Table3.Continued. Needles

Species/subspecies Origin(countries,regions) Chemotypes(majorcompounds) Author(s)

GermacreneD(23%)>a-Pinene(18.5%)>
b-Caryophyllene(14.5%)>b-Pinene(13.5%)>
Limonene(5.3%).

Antalya,Turkey b-Pinene (35.2 %) >a-Pinene(32 %) >Limonene (7.5
%)>GermacreneD(6.2%)%)>b-Caryophyllene (5.2 %).

Elazig, Turkey a-Pinene (22.2 %) >b-Pinene (12.3 %) >a-Cubebene
(6.3%)>d-3-Carene(6.1%)>Caryophylleneoxide (5.1
%) >Limonene (4.5 %) >b-Caryophyllene
(4.1 %).

P.nigra Tuscany, Italy a-Pinene(70%)>Dihydrocarvone(4.6%)>Carvone (2.5
%) >b-Pinene (2.2 %) >Limonene /c- Terpinene
(1.8%).

Macchionietal.(2002)

Piandella
Fioba(Massa),CentralItaly

a-Pinene (61.7 %) >Phyllocladene (11.8 %) >b-Pinene
(2.8%)>Isobornylacetate(2.1%)>Camphene(1.6
%)>Limonene(1.3%)>Myrcene(1%).

Macchionietal.(2003)

P.nigrassp.
mauretanica

Calabria, Italy a-Pinene(74.63%)>b-Pinene(2.58%)>Isobornyl
acetate (1.33 %) >Camphene (1.22 %).

Abruzzo,Italy a-Pinene(74.63%) >Limonene (5.96%)>
b-Caryophyllene(4.18%)b-Pinene(2.99%)>
Isobornylacetate(1.26%).

Friuli,Italy a-Pinene(47.18 %)>Limonene (6.44 %)b-Pinene (2.35
%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate(2.04%)>Isobornyl
acetate (1.32 %).

NationalParkofDjurdjura,Algeria a-Pinene (55.7%)>Phyllocladene(12.4%)b-Pinene/
Cembrene (2.3 %) >Germacrene D (1.9 %)
>Camphene/b-Caryophyllene(1.8%)>Cis-Verbenol
(1.7 %) >Limonene (1.4 %) >Sclarene (1.2 %).

Vidrichetal.(1996)

Presentstudy

Table 4. DPPH, ABTS, b-carotene bleaching antioxidant activities of needles
and twigs EOs of P.nigra ssp. mauretanica.

IC50(mg/ml)

Sample DPPH ABTS b-Carotene
Needles 260.93±37.35a 91.12±5.56a 1.59±0.01a

Twigs 93.72±6.85b 40.43±3.53c 1.44±0.16a

a-Tocopherol 0.142±0.003d 0.039±0.002d 0.50±0.015b

b-Caryophyllene 3.338±0.123d 4.52±0.25d –
Caryophylleneoxid 65.34±4.64c 58.02±1.72bb –
Meansalongeachcolumnfollowedbythesameletter(s)arenotsignificantly
different at the 5% level by Student-Newman-Keuls method.
-:Notested.

hydrocarbonterpenes.Theseresultsofpoorantioxidantper-
formanceconcurwellwithstudyofPoliteoetal.(2011b)onP. nigra
ssp. dalmatica and also confirm findings of Sharma et al. (2015)
on P. roxburghii, P. wallchiana and P. gerardiana where
dominatedfractionofmonoterpenehydrocarbonsseemstobe the
cause of an important change in the biological activities.
Conceivable interactions between volatile compounds may
interfere(Wangetal.2008).Indeed,thislowtomoderateanti-
oxidantactivitymaybelinkedtotheabsenceofsomephenolic
groups known to be responsible for high radical scavenging
effect (Politeo et al. 2011b). In fact, antioxidant activity had
alwaysbeenreportedcomparedtothecontentofphenoliclike
carvacrol, or thymol. These phenolic compounds could be
responsible for high antioxidant activity (Miladi et al. 2013).
However,someresearchersprovedthatsomeEOsrichonnon-
phenolics compounds also have antioxidant potentials which
maybeduetohydrocarbonsliketerpenesandsesquiterpenes.
Otherfactors(solubilityofthecompoundsorstereo-selectivity of
radicals) in different antioxidant protocols can modify the
abilityoftheoiltoreducemanyradicals(Grassmann2005;

Postuetal.2019).P.nigraEOsactivitiesarestillimportantcom-
paredwithabovecitedpinespecies.AccordingtoYeneretal.
(2014)andPoliteoetal.(2011b),needleEOsofP.nigraandP.
nigrassp.dalmaticafromTurkeyandCroatiaexhibitedverylow

scavengingDPPH●atconcentrations<1mg/mL.Interestingly,
these results corroborated with our study, where significant

activitieswereobtainedwiththeconcentrations>1mg/mL.It is
plausible that a number of limitations could have influenced
theresultseitherrelatedtoparticularexperimentalconditions
intheDPPHtests(Apetreietal.2013)orotherexternalparam-
eters.Asanexample,antioxidantactivitiesonsomepinestrees i.e.,
P. strobes revealed a significant decreasing two to four
timesfromwintertosummer(Andersonetal.1992).Theevalu-
ationoftheantioxidantactivityshouldbecarriedoutbymore than
one test method (Alam et al. 2013). A performed ABTS
testrevealedasignificantantioxidanteffectwithIC50of
91.12±5.56mg/mLand40.43±3.53mg/mLforneedlesand
twigs,respectively.ABTSand DPPH are reliable methods totest
antioxidantcapacityespecially appropriateinthe investigation of
hydrophilic and lipophilic antioxidants (Kedare and Singh
2011;SivakumarandMeera2013).ABTSandDPPHpresented
thebestpotencycomparedwithb-carotenetestwherebetter
activitieswere recorded at low concentrations (1–5mg/mL).
b-carotene/linoleicacidmethodisusefulforstudiesoflipophilic
antioxidants (Andrade et al. 2013). However, the method has
beenwidelycriticizedduetoitslowreproducibilityandprob-
lematicquantification(Prietoetal.2012).b-caroteneactivities
intwigs(IC50=1.44±0.16lg/mL)exhibitedmuchlower
potencythan that of a- Tocopherol (0.50±0.015lg/mL),but
much higher than that of needles (IC50= 1.59±0.01lg/mL).

Thereducingpoweractivitywasbasedonthereduction
offerric(Fe3+)toferrous(Fe2+)inthepresenceof
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Table3.Continued. Needles

Species/subspecies Origin(countries,regions) Chemotypes(majorcompounds) Author(s)

GermacreneD(23%)>a-Pinene(18.5%)>
b-Caryophyllene(14.5%)>b-Pinene(13.5%)>
Limonene(5.3%).

Antalya,Turkey b-Pinene (35.2 %) >a-Pinene(32 %) >Limonene (7.5
%)>GermacreneD(6.2%)%)>b-Caryophyllene (5.2 %).

Elazig, Turkey a-Pinene (22.2 %) >b-Pinene (12.3 %) >a-Cubebene
(6.3%)>d-3-Carene(6.1%)>Caryophylleneoxide (5.1
%) >Limonene (4.5 %) >b-Caryophyllene
(4.1 %).

P.nigra Tuscany, Italy a-Pinene(70%)>Dihydrocarvone(4.6%)>Carvone (2.5
%) >b-Pinene (2.2 %) >Limonene /c- Terpinene
(1.8%).

Macchionietal.(2002)

Piandella
Fioba(Massa),CentralItaly

a-Pinene (61.7 %) >Phyllocladene (11.8 %) >b-Pinene
(2.8%)>Isobornylacetate(2.1%)>Camphene(1.6
%)>Limonene(1.3%)>Myrcene(1%).

Macchionietal.(2003)

P.nigrassp.
mauretanica

Calabria, Italy a-Pinene(74.63%)>b-Pinene(2.58%)>Isobornyl
acetate (1.33 %) >Camphene (1.22 %).

Abruzzo,Italy a-Pinene(74.63%) >Limonene (5.96%)>
b-Caryophyllene(4.18%)b-Pinene(2.99%)>
Isobornylacetate(1.26%).

Friuli,Italy a-Pinene(47.18 %)>Limonene (6.44 %)b-Pinene (2.35
%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate(2.04%)>Isobornyl
acetate (1.32 %).

NationalParkofDjurdjura,Algeria a-Pinene (55.7%)>Phyllocladene(12.4%)b-Pinene/
Cembrene (2.3 %) >Germacrene D (1.9 %)
>Camphene/b-Caryophyllene(1.8%)>Cis-Verbenol
(1.7 %) >Limonene (1.4 %) >Sclarene (1.2 %).

Vidrichetal.(1996)

Presentstudy

Table 4. DPPH, ABTS, b-carotene bleaching antioxidant activities of needles
and twigs EOs of P.nigra ssp. mauretanica.

IC50(mg/ml)

Sample DPPH ABTS b-Carotene
Needles 260.93±37.35a 91.12±5.56a 1.59±0.01a

Twigs 93.72±6.85b 40.43±3.53c 1.44±0.16a

a-Tocopherol 0.142±0.003d 0.039±0.002d 0.50±0.015b

b-Caryophyllene 3.338±0.123d 4.52±0.25d –
Caryophylleneoxid 65.34±4.64c 58.02±1.72bb –
Meansalongeachcolumnfollowedbythesameletter(s)arenotsignificantly
different at the 5% level by Student-Newman-Keuls method.
-:Notested.

hydrocarbonterpenes.Theseresultsofpoorantioxidantper-
formanceconcurwellwithstudyofPoliteoetal.(2011b)onP. nigra
ssp. dalmatica and also confirm findings of Sharma et al. (2015)
on P. roxburghii, P. wallchiana and P. gerardiana where
dominatedfractionofmonoterpenehydrocarbonsseemstobe the
cause of an important change in the biological activities.
Conceivable interactions between volatile compounds may
interfere(Wangetal.2008).Indeed,thislowtomoderateanti-
oxidantactivitymaybelinkedtotheabsenceofsomephenolic
groups known to be responsible for high radical scavenging
effect (Politeo et al. 2011b). In fact, antioxidant activity had
alwaysbeenreportedcomparedtothecontentofphenoliclike
carvacrol, or thymol. These phenolic compounds could be
responsible for high antioxidant activity (Miladi et al. 2013).
However,someresearchersprovedthatsomeEOsrichonnon-
phenolics compounds also have antioxidant potentials which
maybeduetohydrocarbonsliketerpenesandsesquiterpenes.
Otherfactors(solubilityofthecompoundsorstereo-selectivity of
radicals) in different antioxidant protocols can modify the
abilityoftheoiltoreducemanyradicals(Grassmann2005;

Postuetal.2019).P.nigraEOsactivitiesarestillimportantcom-
paredwithabovecitedpinespecies.AccordingtoYeneretal.
(2014)andPoliteoetal.(2011b),needleEOsofP.nigraandP.
nigrassp.dalmaticafromTurkeyandCroatiaexhibitedverylow

scavengingDPPH●atconcentrations<1mg/mL.Interestingly,
these results corroborated with our study, where significant

activitieswereobtainedwiththeconcentrations>1mg/mL.It is
plausible that a number of limitations could have influenced
theresultseitherrelatedtoparticularexperimentalconditions
intheDPPHtests(Apetreietal.2013)orotherexternalparam-
eters.Asanexample,antioxidantactivitiesonsomepinestrees i.e.,
P. strobes revealed a significant decreasing two to four
timesfromwintertosummer(Andersonetal.1992).Theevalu-
ationoftheantioxidantactivityshouldbecarriedoutbymore than
one test method (Alam et al. 2013). A performed ABTS
testrevealedasignificantantioxidanteffectwithIC50of
91.12±5.56mg/mLand40.43±3.53mg/mLforneedlesand
twigs,respectively.ABTSand DPPH are reliable methods totest
antioxidantcapacityespecially appropriateinthe investigation of
hydrophilic and lipophilic antioxidants (Kedare and Singh
2011;SivakumarandMeera2013).ABTSandDPPHpresented
thebestpotencycomparedwithb-carotenetestwherebetter
activitieswere recorded at low concentrations (1–5mg/mL).
b-carotene/linoleicacidmethodisusefulforstudiesoflipophilic
antioxidants (Andrade et al. 2013). However, the method has
beenwidelycriticizedduetoitslowreproducibilityandprob-
lematicquantification(Prietoetal.2012).b-caroteneactivities
intwigs(IC50=1.44±0.16lg/mL)exhibitedmuchlower
potencythan that of a- Tocopherol (0.50±0.015lg/mL),but
much higher than that of needles (IC50= 1.59±0.01lg/mL).

Thereducingpoweractivitywasbasedonthereduction
offerric(Fe3+)toferrous(Fe2+)inthepresenceof
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Table3.Continued. Needles

Species/subspecies Origin(countries,regions) Chemotypes(majorcompounds) Author(s)

GermacreneD(23%)>a-Pinene(18.5%)>
b-Caryophyllene(14.5%)>b-Pinene(13.5%)>
Limonene(5.3%).

Antalya,Turkey b-Pinene (35.2 %) >a-Pinene(32 %) >Limonene (7.5
%)>GermacreneD(6.2%)%)>b-Caryophyllene (5.2 %).

Elazig, Turkey a-Pinene (22.2 %) >b-Pinene (12.3 %) >a-Cubebene
(6.3%)>d-3-Carene(6.1%)>Caryophylleneoxide (5.1
%) >Limonene (4.5 %) >b-Caryophyllene
(4.1 %).

P.nigra Tuscany, Italy a-Pinene(70%)>Dihydrocarvone(4.6%)>Carvone (2.5
%) >b-Pinene (2.2 %) >Limonene /c- Terpinene
(1.8%).

Macchionietal.(2002)

Piandella
Fioba(Massa),CentralItaly

a-Pinene (61.7 %) >Phyllocladene (11.8 %) >b-Pinene
(2.8%)>Isobornylacetate(2.1%)>Camphene(1.6
%)>Limonene(1.3%)>Myrcene(1%).

Macchionietal.(2003)

P.nigrassp.
mauretanica

Calabria, Italy a-Pinene(74.63%)>b-Pinene(2.58%)>Isobornyl
acetate (1.33 %) >Camphene (1.22 %).

Abruzzo,Italy a-Pinene(74.63%) >Limonene (5.96%)>
b-Caryophyllene(4.18%)b-Pinene(2.99%)>
Isobornylacetate(1.26%).

Friuli,Italy a-Pinene(47.18 %)>Limonene (6.44 %)b-Pinene (2.35
%)>p-Menth-1-en-8-ylacetate(2.04%)>Isobornyl
acetate (1.32 %).

NationalParkofDjurdjura,Algeria a-Pinene (55.7%)>Phyllocladene(12.4%)b-Pinene/
Cembrene (2.3 %) >Germacrene D (1.9 %)
>Camphene/b-Caryophyllene(1.8%)>Cis-Verbenol
(1.7 %) >Limonene (1.4 %) >Sclarene (1.2 %).

Vidrichetal.(1996)

Presentstudy

Table 4. DPPH, ABTS, b-carotene bleaching antioxidant activities of needles
and twigs EOs of P.nigra ssp. mauretanica.

IC50(mg/ml)

Sample DPPH ABTS b-Carotene
Needles 260.93±37.35a 91.12±5.56a 1.59±0.01a

Twigs 93.72±6.85b 40.43±3.53c 1.44±0.16a

a-Tocopherol 0.142±0.003d 0.039±0.002d 0.50±0.015b

b-Caryophyllene 3.338±0.123d 4.52±0.25d –
Caryophylleneoxid 65.34±4.64c 58.02±1.72bb –
Meansalongeachcolumnfollowedbythesameletter(s)arenotsignificantly
different at the 5% level by Student-Newman-Keuls method.
-:Notested.

hydrocarbonterpenes.Theseresultsofpoorantioxidantper-
formanceconcurwellwithstudyofPoliteoetal.(2011b)onP. nigra
ssp. dalmatica and also confirm findings of Sharma et al. (2015)
on P. roxburghii, P. wallchiana and P. gerardiana where
dominatedfractionofmonoterpenehydrocarbonsseemstobe the
cause of an important change in the biological activities.
Conceivable interactions between volatile compounds may
interfere(Wangetal.2008).Indeed,thislowtomoderateanti-
oxidantactivitymaybelinkedtotheabsenceofsomephenolic
groups known to be responsible for high radical scavenging
effect (Politeo et al. 2011b). In fact, antioxidant activity had
alwaysbeenreportedcomparedtothecontentofphenoliclike
carvacrol, or thymol. These phenolic compounds could be
responsible for high antioxidant activity (Miladi et al. 2013).
However,someresearchersprovedthatsomeEOsrichonnon-
phenolics compounds also have antioxidant potentials which
maybeduetohydrocarbonsliketerpenesandsesquiterpenes.
Otherfactors(solubilityofthecompoundsorstereo-selectivity of
radicals) in different antioxidant protocols can modify the
abilityoftheoiltoreducemanyradicals(Grassmann2005;

Postuetal.2019).P.nigraEOsactivitiesarestillimportantcom-
paredwithabovecitedpinespecies.AccordingtoYeneretal.
(2014)andPoliteoetal.(2011b),needleEOsofP.nigraandP.
nigrassp.dalmaticafromTurkeyandCroatiaexhibitedverylow

scavengingDPPH●atconcentrations<1mg/mL.Interestingly,
these results corroborated with our study, where significant

activitieswereobtainedwiththeconcentrations>1mg/mL.It is
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behigherthanthatofa-tocopherol(10mg).Theresultsof
thereducingpowerofEOsappearedtobebetterthanthose of the
bleaching of ABTS derived radical cations and the bleaching of
DPPH radicals.

Antioxidant activity assessed by phosphomolybdenum
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more positive than needles. This latter particularly exhibited
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thereisnopertainingstudiesontheantioxidantpotentialsof
P. nigra ssp. mauretanicatargeting both twigs and needles to
compare with our results. Thereby, the antioxidant action
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existinghypothesessuchasforexample,consideringtheinflu- ence
of a variety of active phytochemicals, including: vitamins,
carotenoids,terpenoids,alkaloids,flavonoids,lignans,simple
phenols,phenolicacids(GuptaandRajpurohit2011),presence
orabsenceofhydrocarbonscomponents(Villan~oetal.2007),
extraction/detectionmethods(Apetreietal.2013).
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results were observed with dose-related increases for all
completed tests. The mortality calculated from the Probit-log
model is expressed in lethal doses with their confidence lim-
its. The slope and Chi2 (v2) express the toxicity of the EO.
The Chi2 expresses the fit test of the model that is not sig-
nificant at 5% (Table 5).

Incontacttoxicityassay,dataofcumulativemortality against C.
maculatus adults along four days of exposure indi-cated that both
EOs were toxic, but at different concentrations.
ThemostactiveEOwasthatofneedlesataconcentrationof
2lL/mLwhere50%ofthemortalitywasrecordedwhilefor the twigs,
this rate was reached at a much higher concentra-tion
(16lL/mL).EOs from needles appear to be the most toxic against
adults of C. maculatus with LD50 of 1.058lL/mL andLD95 of
62.615lL/mL. EOs extracted from the twigs after four days of
treatment showed less convincing results with LD50 (6.23lL/mL)
and LD95 (156.23/mL). For needles and twigs, con-
tacttoxicitywasfoundtobemoreeffectivethaninhalation test in
killing adults of C. maculatus (Table 5). In Effects of inhal- ing EOs,
LT50 varied differently with values of 155.583h (in needles) and
287.509h (in twigs).

EOs may affect negatively development, emergence andegg
mortality of various pests. Indeed, EOs can regulate or
inhibitthedevelopmentcycleofinsectpestsofstoredproducts such
as C. maculatus (Magdalena 2009; Rajashekar et al. 2014;
Mossa2016).Hedjal-Chehhebetal.(2013)reportedthatadose of
50lL of EOs of some conifer species affected vey signifi-
cantly the longevity, fecundity and emergence of C. maculatus.
Koutsavitietal.(2014)demonstratedthatvariousEOsofPinus
species(includingP.nigra)couldserveprimarilyasanalternate
agent of Aedes albopictus (Diptera: Culicidae) repellency. In
repellencytest,bothEOsofP.nigrashowedadose-dependent
repellency towards C. maculatus adults with maximum repel-
lencyrecordedat16lL/mLwith67.5±0.95and70±0.81%for
needlesandtwigs,respectively.Theanalysisofvariance

showedsignificantdifferences(p<0.05)inweevilresponsesat
8lL/mLfor all oils tested, but no significant differences were
observedfortherepellenteffectof2,4and16lL/mL,inducing
thusarepellencyclassIII(ModeratelyRepulsive),accordingto
McDonald et al. (1970).5

TheBlackpineEOsshowedmoderaterepellentproperties
tested against weevil cowpea adults. The probable
reasonsforthis couldbe the shortdurationofexposure andthe
con- centration ofoils (Hedjal-Chehhebetal. 2013; Toudert-
Taleb
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(16lL/mL).EOs from needles appear to be the most toxic against
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and LD95 (156.23/mL). For needles and twigs, con-
tacttoxicitywasfoundtobemoreeffectivethaninhalation test in
killing adults of C. maculatus (Table 5). In Effects of inhal- ing EOs,
LT50 varied differently with values of 155.583h (in needles) and
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mortality of various pests. Indeed, EOs can regulate or
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50lL of EOs of some conifer species affected vey signifi-
cantly the longevity, fecundity and emergence of C. maculatus.
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species(includingP.nigra)couldserveprimarilyasanalternate
agent of Aedes albopictus (Diptera: Culicidae) repellency. In
repellencytest,bothEOsofP.nigrashowedadose-dependent
repellency towards C. maculatus adults with maximum repel-
lencyrecordedat16lL/mLwith67.5±0.95and70±0.81%for
needlesandtwigs,respectively.Theanalysisofvariance

showedsignificantdifferences(p<0.05)inweevilresponsesat
8lL/mLfor all oils tested, but no significant differences were
observedfortherepellenteffectof2,4and16lL/mL,inducing
thusarepellencyclassIII(ModeratelyRepulsive),accordingto
McDonald et al. (1970).5
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Table5.ComparativetoxicityofessentialoilextractedfromPinusnigrassp.mauretanicaagainstC.maculatus.

Fitofprobit line
Plantpart LD50(ml/ml)(min–max) LD95(ml/ml)(min–max) v2 P.value Intercept Slope±SE LT50(Hour)(min-max)
Contacttoxicitybioassay
Needles 1.058 62.615 3.268 0.05 4.977 0.928±0.234 53.738

(0.211-1.933) (25.712-778.910) (49.946-57.783)
Twigs 6.235 156.235 2.710 0.05 4.065 1.175±0.218 104.364

(4.683-8.521) (62.648-1086.932)
Fumiganttoxicitybioassay(inhalationtest)
Needles 14.741 1546.030 1.462 0.05 4.048 0.184±0.217

(94.480-118.607)

155.583
(9.272-46.498) (222.521-719068.938) (127.553-210.874)

Twigs 28.767 2631.784 0.613 0.05 3.776 0.838±0.227 287.509
(15.326-181.742) (313.505-2661801.500) (198.025-558.229)

PercentRepellency(PR)(mean±SE)
Concentration(mL/ml)
2 4 8 16 McDonaldclass(mean±SD)

Needles 15±2.51b 42.5±1.7ab 45±1.73ab 67.5±0.95a (42±1.72)
Twigs 27.5±1.5b 40±0.81ab 60±0.5a 70±0.81a (49.37±0.095)
LD50:Dosenecessarytocausedeathof50%ofthetestedinsects(MedianLethaldose);LD95:Dosenecessarytocausedeathof95%ofthetestedinsects LT50: Average lethal
time ( 50 % survival time of the tested insects).
InPRtest:Meansalongeachcolumnfollowedbythesameletter(s)arenotsignificantlydifferentatthe5%levelbyStudent-Newman-Keulsmethod.

etal.2014).WemustdrawattentionthatEOscomponents may
modulate (synergy) or alter the effects of other ones
(antagonism) (Okoh et al. 2011).

The nature of our investigations on insecticidal activity
makesitdifficulttogeneralizeresultsonP.nigraasthisis still not
well documented.

Conclusion

As far we know, this is the first study, that investigated the
chemicalcomposition,antioxidantandinsecticidalactivitiesof
EOs of P. nigra ssp. mauretanicanaturally grown in northern
Algeria. Comparison with available data of close subspecies
studied mainly in Turkey and Italy showed chemical divergen-
ces.Indeed,theAlgerianBlackpineneedleswerecharacterized
byahighcontentofb-caryophyllene(26.2%)andrelativelylow
contentofa-pinene(9.4%)whileinpopulationsfromEuropean
subspecies,proportionsareinmostcasesreversed.Thechem-
icalcompositionofbothanalyzedaerialparts(leavesandtwigs)
collected during the full bloom of the tree revealed a new che-
motype for the leaf (b-caryophyllene (26.2%) >germacrene D
(17.2%)>a-pinene(9.4%)>phyllocladene(7.1%)>d-cadi-
nene(6.9%)>a-humulene(4.1%)>c-muurolene(3.1%)).On
theotherhand,twigsexhibitedachemotypesimilartothatof
P. nigra from the central Italian provinces of Massa (Macchioni
etal.2003)wherethefractionsofthethreemajorcomponents are
closer. Qualitative and quantitative differences were observed
in chemical composition, depending on both plant
partsandextractionproceduresasreportedbymanyauthors.
FortheDPPH,ABTSandb-caroteneantioxidantsystems,the
twigs oil showed a high level than needles, unlike to reducing
power test. In phosphomolybdate system, both analyzed EOs
revealed the best antioxidant potential comparatively with
others used antioxidant systems. Finally, EOs demonstrated
importantantiinsecticidalactivityagainstC.maculatus,import- ant
pests of pulses. Both EOs have effects with variable rate
depending on plant parts, dose, duration and frequency of
exposure.ThesefindingssuggestthatEOsofthestudiedplant
havepotentialtobedevelopedintonaturalantioxidantinfood
systems,bio-controlofstoredproductpestandlastnotleast

forassessmentandconservationprogramconcernswhereche-
motaxonomic studies may contribute as a complementary
botanicalapproach,becausemuchuncertaintyanddebatestill
exist on taxonomic status of Black pine subspecies.
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twigs oil showed a high level than needles, unlike to reducing
power test. In phosphomolybdate system, both analyzed EOs
revealed the best antioxidant potential comparatively with
others used antioxidant systems. Finally, EOs demonstrated
importantantiinsecticidalactivityagainstC.maculatus,import- ant
pests of pulses. Both EOs have effects with variable rate
depending on plant parts, dose, duration and frequency of
exposure.ThesefindingssuggestthatEOsofthestudiedplant
havepotentialtobedevelopedintonaturalantioxidantinfood
systems,bio-controlofstoredproductpestandlastnotleast

forassessmentandconservationprogramconcernswhereche-
motaxonomic studies may contribute as a complementary
botanicalapproach,becausemuchuncertaintyanddebatestill
exist on taxonomic status of Black pine subspecies.
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Abstract

The essential oils (EOs) from needles, twigs and cones of Abies numidica De Lannoy ex

Carrière, an endemic tree from Algeria, were obtained by hydro distillation and analysed by gas

chromatography (GC), gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS), and 13C nuclear magnetic

resonance(13CNMR).Basedontheresults,fifty,forty-nine,andthirty-eightcomponentsfromneedles,

twigs,andconeswereidentifiedaccountingfor86.0%,93.5%,and93.8%ofthetotalEO,respectively. EOs

were mainly composed of monoterpene hydrocarbons (MH) (46.3%-86.0%), followed by

sesquiterpene hydrocarbons (SH) (2.6%-33.6-%), oxygenated sesquiterpenes (SO) (0.9%-4.7%) and

oxygenatedmonoterpenes(MO)(1.4%-15.7%).EOsdifferedintheirpercentcomposition,represented

essentially by α-pinene with the range of 17.6%-59.7 %, limonene (2.1%-40.7 %), β-pinene (5.6%-

12.9%) and camphene (0.4%-10.9%). The antioxidant activity was determined using five tests: ABTS,

β-carotene bleaching, DPPH, FRAP and phosphomolybdenum. Cholinesterase inhibition potential of

EOs was also evaluated. EO of each plant part exhibited various degrees of antioxidant activities

depending on performed test indicating potential importance of the plant. EO of cones was found to

havethehighestantioxidantactivityformostofthetestsperformed.AllEOsexhibitedbetter



antiacetylcholinesterase (AChE) than antibutyrylcholinesterase (BChE) activities at various rates. The

most potent AChE inhibition was observed for twigs EO (IC50=2.73 g/mL), followed by needles

(IC50=4.09 g/mL) while cones EO showed least potential (IC50=13.64 g/mL).

Keywords: Abies numidica, Chemical composition, Antioxidants, Acetylcholinesterase,

Butyrylcholinesterase

Background

The region of Kabylia has a rich flora highlighted by several biodiversity hotspots representing one of

themaincentresofplantspeciesrichnessinthecountry.Inaddition,theregionisalsoahometooneof the largest

forest covers in the country, where unique trees are growing naturally such as A. numidica, an endemic

species which is under severe threats due to loss of habitat. Besides our interests on the researchofhigh

valuebiocompounds,acquiringdataonchemicalprofilesof differentpartsofthetree may contribute to better

understanding of the species phylogeny. Indeed, relationships between chemotypes and genetic

diversity of natural populations of closely related species are more and more considered using modern

approach such as chemosystematics.



Introduction

Several studies have revealed the therapeutic potentials of EOs derived from Abies species,

membersofsubfamilyAbietoideae(Pinaceae).ThegenusAbiesisrepresentedinAlgeriabyonespecies

only(Abiesnumidica,DeLannoyexCarrière)andknownasthefirofNumidia.Itisanendemicspecies

distributed on the tops of mountains of Babor and Tababort (Petite Kabylie). The trees of this species

occupy small areas less than 300 hectares in total (1). These two localities are the main known natural

habitats and for conservation concerns, A. numidica was also introduced outside its natural range,

especially in the eastern forests (Tellian areas). The tree seems to take hold gradually by regenerating

naturally in ex situ areas such as Seraidi mountains (Annaba). The cones were used in traditional

medicineagainstcold,abdominalpain,respiratoryillnessandvasculardiseaseswhileotherpartsofthe plant

areused in various preparations including medicinal turpentine oils and tar extraction. Fir gumis used

as an antiscorbutic and antiseptic, or for wounds treatment and burns soothing (2). So far, no

ethnobotanical studies have been undertaken to clarify traditional uses of A. numidica, at least around

itsdistributionarea.SeveralstudiesondifferentAbiesspeciesworldwidehaveshownvariousactivities,

suchasantimicrobial,antifungal,antitumor,anti-inflammatory,anxiolytic,etc.(3-18).Incontrast,itis

possiblethatdueto itsconservation status and limitedpopulation,notmuch attention hasbeen paid to

A. numidica. Only a few studies concerning A. numidica have been published, focusing on three main

areas: phytosociology, ecophysiology, and conservation (19-22), phytochemical profiles, antioxidants

and antimicrobial (10,11,15,16,18). A. numidica is poorly investigated when compared to other Abies

species. It is also noteworthy that the few existing studies have mainly focused on needles extraction

and no attention has been paid to treat other plant parts simultaneously. Alzheimer’s disease (AD)

accounts for 60-70% of cases of dementia worldwide, with a prevalence of 24.3 million cases (23).

Particular attention was paid to this activity, as it is relevant to the treatment of AD. In the last decade,

investigations on EOs from various plants as potential acetylcholinesterase (AChE) and

butyrylcholinesterase(BChE)inhibitorshaveattractedmuchattentionofresearchteamsworldwide(24-

26).Theseenzymesplayacrucialroleinthebreakdownoftheneurotransmitteracetylcholine,andtheir

inhibition has been linked to the treatment of neurodegenerative diseases such as Alzheimer's and

Parkinson's (25). Our study was carried out on needles, twigs and cones of A. numidica by comparing

their EO chemical composition, their antioxidants and enzymatic inhibitory properties.



MaterialsandMethods

PlantMaterialandessentialoilextraction

Aerial parts (needles, twigs and cones) of A. numidica were collected in January 2011 from

Tababort mountains (altitude 1420 m, latitude 36° 32' 52.17" N, longitude 5° 27' 10.74" E), in

northernAlgeria. Collected material was carefully checked by removing infected parts in situ,

and a voucher specimen was deposited in the collection herbarium at the laboratory of

valorization of natural biological resources, university of Setif 1,Algeria. Fine dried chopped

needles, twigs and cones (150 g each) were hydrodistilled separately using a Clevenger-type

apparatus for 3 h. All extracted EOs were dried using anhydrous Na2SO4, filtered and stored

at 4 °C in dark until use. EO yields were estimated on a dry weight (w/w).

All extracted EOs, as well as the subsequent experiments, were conducted in the same year

(2011)

Chemicals

All reagents and solvents used were of analytical grade. Acetylcholinesterase (AChE, from

Electrophorus electricus – electric eel, type V-S), butyrylcholinesterase (BChE, from equine serum),

acetylthiocholine iodide (ATChI), butyrylthiocholine iodide (BTChI), 5,5-dithiobis (2-

nitrobenzoicacid)(DTNB,Ellman’sreagent),β-caryophyllene,β-pinene,caryophylleneoxide,carvone and

ethanol were purchased from Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, Germany) (purity 97.5 to 99%); ferric

chloride (FeCl3), α-tocopherol, ammonium molybdate ( (NH4)6Mo7O24·4H2O), DPPH (2,2- diphenyl-1-

picrylhydrazyl),ABTS(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid),linoleicacid

,Tween20andβ-carotene)werepurchasedfromSigma-AldrichCo(St,Louis,USA);sodiumphosphate

(Na3PO4), sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4), sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4),

potassiumferricyanide(K3Fe(CN)6),trichloroaceticacid(C2HCl3O2),Sulfuricacid(H2SO4),potassium

persulfate (K2S2O8) and chloroform from Biochem Chemopharma (Cosne sur Loire, France; ascorbic

acid from Prolabo, (Carnot, France).

Gaschromatography-flameionizationdetector(GC-FID)

GC analyses were performed on a Perkin Elmer Clarus 500 gas chromatograph equipped with flame

ionizationdetector(FID)and2fusedsilicagelcapillarycolumns:BP-1(polydimethylsiloxane,50mx

0.22mmi.d.,filmthickness:0.25µm)andBP-20(polyethyleneglycol,50mx0.22mmi.d.).Theoven

temperaturewasprogrammedfrom60to220°Catarateof2°C/minandthenheldisothermalfor20



minat220°C,withinjectortemperatureof250°C,detectortemperatureof250°C,carriergas:hydrogen (0.8

mL/min), and split ratio 1/60. The relative proportions of the oil constituents were expressed as

percentagesobtainedbypeakareanormalization,withoutusingcorrectingfactors.RIsweredetermined

relative to the retention times of a n-alkanes series with linear interpolation ("Target Compounds”

software, Perkin Elmer).

Gaschromatography-massspectrometry(GC-MS)

The EOs were analyzed with a Perkin Elmer TurboMass detector (quadrupole), directly coupled to a

Perkin Elmer Autosystem XL, equipped with a fused silica gel capillary column (BP-1

polydimethylsiloxane,50m,0.22mmid,filmthickness0.25µm).Carriergas:helium(at1.0mL/min); split

ratio,1/80; injection volume,0.2 µL; injector temperature; 250 °C; oven temperature programmed from

60 to 230°C at a rate of 2 °C/min and then held isothermal for 20 min at 220 °C; ion source

temperature of 250°C; ionization energy 70 eV.

Nuclearmagnetic resonance

13C-NMRspectrawererecordedonaBrukerAVANCE400FourierTransformspectrometeroperating

at100.63MHzfor 13C,equippedwitha5mmprobe,inCDCl3,withallshiftsreferredtointernalTMS

standard.Thefollowingparameterswereused:pulsewidth=4μs(flipangle45°);acquisitiontime=

2.7sfor128Kdatatablewithaspectralwidthof25000 Hz(250ppm);CPD modedecoupling;digital resolution

= 0.183 Hz/pt. The number of accumulated scans was 3000 for each sample (40 mg of essential oil in

0.5 mL of CDCl3).

Identificationofindividual components

Identification of the individual components was carried out by: (i) comparison of their GC retention

indices (RI) on polar and non-polar columns with those of reference compounds compiled in a

laboratory-builtlibraryandwithliteraturedata(27);(ii)oncomputermatchingagainstcommercialmass

spectrallibraries(27-29);(iii)oncomparisonofthesignalsinthe13C-NMRspectraofthesampleswith

thoseofreferencespectracompiledinthelaboratoryspectrallibrary,withthehelpofalaboratory-made

software (30-32).



Antioxidantactivities

Reducingpower

Inthisassay,1mLofEOsorα-tocopherolinethanolwasmixedwithsodiumphosphatebuffer(2.5mL, 0.2 M,

pH 6.6) and 2.5 mLof 1% solution of K3Fe(CN)6.After 20 min of incubation at 50 °C, 2.5 mL

of10%trichloroaceticacidwasaddedtothemixtureandcentrifugedat3000×gfor10min.2.5mLof

supernatantsweremixedwith2.5mLofdistilledwaterand0.5mLof0.1%FeCl3.Theabsorbancewas

measured at 700 nm. Increased absorbance of the mixture indicated increased reducing power (33).

Totalantioxidantactivity (TAT)

ThetotalantioxidantactivityofEOswasevaluatedbyphosphomolybdenummethodwhichisbasedon

thereductionofMo(VI)toMo(V)(34).400µLofEOsinethanolwasaddedto4mLofreagentsolution (0.6 M

sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate and 4 mM ammonium molybdate). The mixture was incubated

for 90 min at 95 °C and the absorbance was measured at 695 nm against blank (400 µL of

ethanoland4mLofreagentsolution).Theantioxidantcapacitywasexpressedasequivalentofascorbic acid

(mg AAE/g of EO).

DPPH•activity

For the DPPH free radical scavenging activity, 20 µL of each EO (1-100 mg/mL) or standards (α-

tocopherolandpurecompoundsofEOusedaspositivescontrols)inethanolwasmixedseparatelywith

180µLofethanolicsolutionof100mMDPPHina96-wellmicroplate.Afterincubationinthedarkfor

30minat37°C,theabsorbanceofthemixtureandcontrol(containingDPPHsolutionandethanol)was

measured at 515 nm against and ethanol blank (35). The percentage of DPPH free radical scavenging

activitywascalculatedfrom(Acontrol-Asample/Acontrol)×100,whereAcontrolistheabsorbanceofthecontrol and

Asample is the absorbance in the presence of a tested simple (EOs or standards). The results were

expressed by the concentration required to scavenge 50% of DPPH• (IC50), calculated from graph

plotting inhibition percentage against EO concentrations.

ABTS•+activity

TheABTS•+ solution (bluish-green color) was prepared by reacting at room temperature for 16 hours

in the dark of 7 mM of ABTS salt with 2.45 mM potassium persulfate (K2S2O8) (36). The obtained

solution was diluted with ethanol up to absorbance value of 0.750 ± 0.025 at 734 nm. To 180 µL of

ABTS•+ diluted solution in a 96-well microplate, 20 µL of each EO (1-100 mg/mL) or standards (α-

tocopherol and pure compounds of EO used as positives controls) in ethanol were separately added.

After incubation in the dark for 6 min at room temperature, the absorbance of the mixture and control

(containing ABTS•+ solution and ethanol) was measured at 734 nm against ethanol blank. The

percentageofABTS•+inhibitionwascalculatedfrom(Acontrol-Asample/Acontrol)×100,whereAcontrolisthe

absorbanceofthecontrolandAsampleistheabsorbanceinthepresenceoftestedsimple(EOsand



standards).Theresultswereexpressedbytheconcentrationrequiredtoscavenge50%ofDPPH•(IC50),

calculated from graph plotting inhibition percentage against EO concentrations.

β-carotenebleachingactivity

In this assay, a stock solution of β-carotene–linoleic acid mixture was prepared by mixing 40 mg of

linoleic acid and 400 mg of Tween 20 in 3 mL of β-carotene solution (5 mg/50 mL chloroform). The

chloroformwascompletely evaporated and 100mLof oxygenateddistilled waterwasadded to thedry

mixtureand agitatedvigorously.Freshly obtained emulsion (3mL)wasmixed with(100 µL)ofEOor α-

tocopherol(1–5mg/mLdissolvedinEtOH)wereadded.Theabsorbanceat470and700nmwastaken

immediately and after 60 min of incubation at 50 °C against blank (37). The control (containing all

reagents without the tested sample) was prepared in the same conditions. The degradation rate of β-

carotene (DR) was calculated from DR =A0min -A60min, whereA0min is the initial absorbance at time 0

and A60min is the absorbance at 60 minutes. The antioxidant activity (% AA) was calculated by the

following formula:AA% = (DRcontrol - DR sample/DRcontrol) × 100. The results expressed by IC50, which

represents the concentration required to obtain 50% of degradation rate of β-carotene.

Acetylcholinesterase/butyrylcholinesteraseinhibitoryactivity

AChE/BChE inhibitory activity measurementswere carriedoutbyaslightly modifiedEllman assay as

described before for AChE inhibitory activity. A typical run consisted of 180 µL of phosphate buffer

(0.1M,pH8),10µLofDTNB(atafinalconcentrationof0.3mMpreparedin 0.1Mphosphatebuffer

pH7with0.12Msodiumbicarbonateaddedforstability),10µLofsamplesolution(dissolvedin80%

EtOH),and10µLofAChE/BChEsolution(withfinalconcentration0.03U/mL).Reactantsweremixed in a

96-well plate wells and reaction was initiated by adding 10 µL of acetylthiocholine

iodide/butyrylthiocholine iodide (ATChI/BTChI, to reach a final concentration of 0.5 mM). As a

negative control, 80% EtOH was used instead of sample solution. Non-enzymatic hydrolysis was also

monitoredbymeasurementoftwoblankrunsforeachrun.Inshort:inthefirstblank,theAChE/BChE,

respectively, was replaced by equivalent buffer amount and in second blank, the ATChI/BTChI,

respectively, was replaced by equivalent buffer amount. All spectrophotometric measurements were

performed at 405 nm and at room temperature for 6 min periods using Synergy HTX S1LFA multi-

mode microplate reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT). The results are expressed as

percentage inhibition of enzyme activity or IC50 - where possible and compared to standard (tacrine)

(38).



Statisticalanalysis

Antioxidant activities were conducted in triplicates and results are expressed as mean ± standard

deviation(SD).Alldatawassubjectedtoanalysisofvariance(ANOVA),andmeanswerecomparedby

leastsignificantdifference(LSD)usingstatisticalsoftware(XLStat2016Version17.06).Differenceat p ˂

0.05 were considered to be significant.



ResultsandDiscussion

ChemicalComposition

Inthisstudy,threedifferentEOsamples(needles,twigsandcones)fromA.numidicawereobtainedby water

distillation and analysed by GC-MS. The needles, twigs, and cones of A. numidica yielded 0.36,

0.45,and0.39%(w/w)ofEO,respectively.Table1reportscomponentsidentifiedbyGC–MSlistedin

orderoftheirelution,alongwiththeirretentionindicesonbothcapillarycolumnsused.Additionaldata were

compiled in Figures (1, 2). The results of the analysis revealed fifty, thirty-eight and forty-nine,

components in the EOs from needles, twigs, and cones representing 86.0%, 93.8%, and 93.4% of the

total EO, respectively. The composition of needle, twig and cone EOs differ both qualitatively and

quantitatively. Both monoterpene and sesquiterpene hydrocarbons were more abundant than their

oxygenated derivatives. Major components are similar in plant part EOs belonging to monoterpene

hydrocarbonsanddiffermainlyintheirpercentcomposition.Indeed,EOsarerepresentedessentiallyby α-

pinene (59.7, 25.3 and 17.6 % in twigs, cones and needles, respectively), limonene (40.7% cones,

10.0% twigs), -pinene (12.9% twigs, 6.8% needles and 5.6% cones) and camphene (10.9% needles).

Intotalonlysevencomponentsarerepresentedwithacontenthigherthan5%:-pinene(max.intwigs: 59.7%);

limonene (max. in cones: 40.7% ); -pinene (max. in twigs: 12.9 %); camphene (max. in needles:

10.9%); (E)--caryophyllene (max. in needles: 6.5%); himachala-2,4-diene (max. in needles: 5.9%)

and -cadinene (max. in needles: 5.0%) (Figure 1).These discriminant components of EOs are

qualitatively comparable to those reported by Ramdani et al. (11) on the same species collected from

the same locality (natural populations of Babors mountains). As reported, the analysed EO of needles

was dominated by α-pinene (22.6%), limonene (19.7%), β-pinene (12.3%), camphene (11.2%) and β-

phellandrene(7.8%).Incontrastonlyasmallamountoflimonene(2.1%)wasidentifiedinoursample.

Bağci&Babaç(50)demonstratedthatthemajorcompoundscanbethesamebutwithsomequantitative

differencesinvariousstudiedAbiessubspeciesgrowinginTurkey.Itisworthnotingthatbornylacetate is

found in various conifer oils (51). Moreover, bornyl acetate has been previously reported as one of the

major constituents of EOs of various Abies species such as A. alba (7), A. sachalinensis (52), A.

sibirica (53), A. arnoldiana (54), A. koreana (55-56). In the study of Gerling et al. (53) on A. sibirica,

bornyl acetate was the most valuable component representing 29.4% followed by camphene (28.8%),

α-pinene(10.8%)and5-3-carene(6.2%).Althoughthecompoundwasproducedinarelativelysmaller amount

in A. numidica, terpene composition pattern seems to be similar with other Abies species. This

phenomenonofqualitativelyrelativeconstantmajorcomponentsinseveralAbiesspecieswasreported by

various authors. More specifically, it was found that some monoterpenes such limonene, α-pinene,

camphene,β-phellandreneandβ-pinenearethemostdiscriminantcompoundswithinAbiesspecies(57).

Interestingly,variations inchemicalcompositionand totalpercentagesof thesecomponents shouldbe



consideredwhendiscussingchemodiversity.Indeed,forthesamespecies,significantdifferencesinthe

contentofEOsmayoccurdependingonvariousfactorssuchpedoclimaticconditions.Toillustratethis,

Gerling et al. (53) reported a consistency on the average monthly yield of the identified EOs of Abies

sibiricahoweverthequalitativecompositionofEOsvariedthroughouttheyear.Neubeller(58)reported β-

pinene, α-pinene and limonene as major constituents in EOs of A. alba and A. numidica. Although,

thereisaclosegeneticrelationshipbetweenA.albaandA.numidica(59),itisnotpertinentatthisstage

toconsiderthesedataaschemotaxonomicindicatorstosuggestanyrelativesimilarities.Conversely,in

analysis of A. alba needle by Zeneli et al. (60): α-pinene, camphene, β-pinene, limonene and bornyl

acetate were the major components. As it could be seen for A. alba, moving toward different habitats

resulted in significant variation of amounts of EO major constituents.

Antioxidantactivities

In vitro chemical-based methods such as reducing power, TAT, DPPH•, ABTS•+, and β-carotene

bleaching assay have been developed to test the antioxidant activity of EOs (61-63). These assays are

used to evaluate the ability of EOs to scavenge free radicals, reduce oxidized compounds, and inhibit

lipid peroxidation. The antioxidant activity of EOs is assessed by measuring their ability to donate

electrons or hydrogen atoms to stabilize freeradicals and preventoxidativedamage(64-67).Resultsof

theantioxidant activities of A. numidica EOs are summarized in the Figure 3.

Lee and Shibamoto (68) emphasized the importance of developing reliable assays for accurately

measuring the antioxidant activity of natural antioxidants. They noted that antioxidant behavior is

often more complex in hydrophilic systems compared to lipophilic systems. Therefore, lipophilic

systems may provide a more accurate assessment of the antioxidant activity of non-polar or less-polar

compounds. The reducingpoweractivityworkedwellforbothlipophilicandhydrophilicantioxidants

(69). This method based on the reduction of Fe (III) to Fe (II) (the yellow potassium ferrocyanide-Fe3+

to Prussian bluepotassiumferricyanide-Fe2+)(67).Allthe examined EOsexhibited activity at

concentrationsexceeding 1 mg/mL, whichwasnotably lower than the 0.25 mg/mL concentration of α-

tocopherol, except for the EO derived from twigs at 5 mg/mL (see Figure 3.A). This difference was

statistically significant (p < 0.05), except for the concentrations of 0.25 and 0.5 mg/mL, where none of

EOs exhibitedanyactivity.TheEO-needlesshowedhigheractivitythanEO-twigsandEO-



cones at 1 and 2 mg/mL. At concentrations of 3-5 mg/mL, EO-twigs shows highest activity followed

by EO-needles and EO-cones, respectively.

The spectrophotometric quantification of antioxidant capacity by the phosphomolybdenum method

(TAT) has been considered as a good alternative for the determination of vitamin E in a variety of

lipophilic samples (34). In the presence of antioxidants, the molybdenum (VI) is reduced to the

molybdenum (V) by electron or hydrogenatomtransfer(64).Inthisparticularmethod,

Figure3.Billustratesapositive linear regression for all parts of the tested EOs. Notably, EO-cones

exhibited higher activity compared to EO-needles and EO-twigs within the concentration range of

0.03125-0.125 mg/mL, with a statistically significant difference (p < 0.05), except for the comparison

between EO-twigs and EO-cones at 0.125 mg/mL. At concentrations ranging from 0.125 to 0.50

mg/mL, EO-twigs displayed the highest activity, followed byEO-conesand EO-needles,in

thatorder,with astatistically significantdifference(p

< 0.05). Furthermore, at 0.5 mg/mL, EO-twigs exhibited higher activity than ascorbic acid at 0.25

mg/mL, whereas both EO-cones and EO-needles at 0.5 mg/mL demonstrated higher activity than

ascorbic acid at 0.2 mg/mL.

For the DPPH test, the radical (DPPH•) is neutralised by an antioxidant by accepting a hydrogen atom

or an electron, giving a reduced form (DPPH or DPPH-H) (64). The IC50 results (Figure 3.C)

demonstrate the radical-scavenging activity of the substances tested. Among them, α-tocopherol

exhibited the most potent activity with an IC50 value of 0.142 ± 0.003 mg/mL, followed by β-

caryophylleneat3.338 ±0.123mg/mL.TheEO-conesshowedmoderateactivitywithanIC50valueof

5.394 ± 0.696 mg/mL, while carvone and β-pinene displayed slightly weaker activity at 6.734 ± 0.177

mg/mLand7.523±0.209mg/mL,respectively.Incontrast,EO-needleshadanotablyhigherIC50value of

44.860 ± 0.143 mg/mL, indicating weaker radical-scavenging potential. Caryophyllene oxide and EO-

twigsdemonstratedevenhigherIC50values,at62.895±1.923mg/mLand72.124±1.323mg/mL,

respectively.Theseresults,depictedinFigure3.C,highlightthevaryingdegreesofradical-scavenging

activity among the tested compounds, with α-tocopherol standing out as the most potent antioxidant in

this context.

In the ABTS test, the initially unstable blue-green radical (ABTS•+) undergoes electron acceptance

when exposed toantioxidants, resultingin the formation ofa stable ABTS form with a pale blue color.

This reaction has been documented in studies by Bibi Sadeer et al. (64), Ivanova et al. (65), Platzer et

al. (66) and Munteanu and Apetre (67). The results obtained (Figure 3.D) reveal significant radical-

scavengingactivity,as indicatedbytheIC50 values:α-tocopherol displayed themostpotentactivityat



0.039±0.002mg/mL,followedbyEO-conesat2.150±0.274mg/mL,andβ-caryophylleneat4.237±

0.093 mg/mL. Carvone and β-pinene exhibited slightly weaker but still noteworthy activity, with IC50

values of 4.768 ± 0.229 mg/mL and 25.507 ± 0.189 mg/mL, respectively. EO-needles, EO-twigs, and

caryophyllene oxide displayed higher IC50values of 33.563 ± 0.426 mg/mL, 50.120 ± 0.097 mg/mL,

and54.988±1.752mg/mL,respectively.AsillustratedinFigure3.D,thesefindingshighlightdiffering levels

of radical-scavenging activity among the tested substances, with α-tocopherol emerging as the most

potent antioxidant.

Fortheβ-carotenebleachingtest,themechanismisbasedontheprotectionofβ-carotenebyantioxidants

against the free radicals generated by the oxidation of linoleic acid in the emulsion (65). For this test

(Figure 3.E), α-tocopherol exhibited the most potent activity with an IC50 value of 0.500 ± 0.015

mg/mL, indicating its exceptional ability to protect β-carotene from oxidation. EO-needles also

displayed notable antioxidant potential, with an IC50 value of 1.421 ± 0.265 mg/mL, demonstrating its

capacitytodelaythebleachingofβ-carotene.Incomparison,EO-twigsandEO-conesexhibitedslightly

weakerbutstillsignificantβ-carotenebleachingactivity,withIC50valuesof3.624±0.232mg/mLand

9.328±0.333mg/mL,respectively.Thesefindings,asreportedinFigure3.E,showingvaryingdegrees of

protection against β-carotene oxidation, with α-tocopherol emerging as the most potent antioxidant.

The results of the DPPH• and ABTS•+ assays exhibited a noteworthy similarity, in agreement with

similarradicalmechanismofaction.Thisconcurrenceisinlinewithfindingsfromapriorinvestigation, where

it was observed that limonene displayed strong activity in the DPPH• system, registering at 93.1%,

while manifesting milder activity in the ABTS•+ system, at 12.4%. In contrast, β-pinene

demonstratedmoderateactivityintheDPPH•system,measuringat21.4%,butdisplayedloweractivity in the

ABTS•+ system, at 8.8%. Meanwhile, α-pinene exhibited minimal activity in both systems, as

reported in the study by Yang et al. (7).

Similarly, in this study, the strong activity in the DPPH• system and limited activity in the ABTS•+

system observed for EO-cones and EO-twigs can be attributed to the substantial presence of limonene

in EO-cones (40.7%) and the notable content of α-pinene in EO-twigs (59.7%). Furthermore, β-

caryophyllene exhibited superior activity compared to carvone and β-pinene in both the DPPH• and

ABTS•+ systems, as evidenced in Figure 3.C and D. This enhanced activity can be linked to the

moderate activity of EO-needles (containing 6.5% of carvone), which aligns with the presence of β-

caryophylleneinEO-needles.ThestatisticalanalysisusingANOVA(p<0.05)ontheseresultsindicates

anoteworthyand significantdifferenceamongalltheEOsderivedfromdifferentpartsof A.numidica, as well

as the utilized standards, as depicted in Figure 3.C, D, and E. Within the DPPH• system, EO- cones

displayed higher activity compared to carvone, β-pinene, EO-needles, caryophyllene oxide, and EO-

twigs. Similarly, in theABTS•+ system, EO-conesexhibited higher activity than EO-needles, EO-

twigs,andallthestandardsused,exceptforα-tocopherol.However,intheβ-carotenebleachingsystem, EO-

conesdisplayedloweractivitythanEO-needles,EO-twigs,andα-tocopherol.Thesevariationsin



activity can be attributed to the solubility characteristics of the EO compounds within the respective

reactionsystems.Indeed,it hasbeenreportedthatABTS•+(70)andDPPH•system(71)is appropriate in the

investigation of hydrophilic and lipophilic antioxidants unlike to β-carotene bleaching system, which

is recommended for lipophilic antioxidants (72). In the present study, the β-carotene bleaching has

shown a high sensitivity and affinity for lipophilic antioxidants, followed by ABTS•+ and last by

DPPH•system, confirmingtheresultsofourpreviousstudy on Pinus nigra ssp. mauretanica(73).The

relativelyimportantantioxidantactivityobservedinEO-coneswithintheABTS•+andDPPH•systems may

be attributed to its notable content of oxygenated compounds (15.7%). These compounds tend to

exhibitgreatersolubilityintheseparticularsystemscomparedtotheβ-carotenebleachingsystem,where the

compounds found in EO-needles and EO-twigs have higher solubility. In fact, it has been reported that

solubility of the compounds in different antioxidant activity system can modify the ability of the EO to

reduce many radicals (74). Comparatively, EO-needles are most active at 1 and 2 mg/mL in the

reducing power test, while EO-twigs excel at 3-5 mg/mL. In the phosphomolybdenum method, EO-

conesaremostactiveat0.03125-0.125mg/mL,whileEO-twigsleadat0.125-0.50mg/mL.ForABTS•+

andDPPH•,EO-conesarethemostactive,whileEO-twigsareleastactive.Conversely,intheβ-carotene

bleaching system, EO-needles are the most active, with EO-twigs next, and EO-cones being the least

active.

In summary, the antioxidant potential of EOs mainly depends on their chemical content (75) and is

directly related to oxygenated terpenes (76), particularly terpenoids with phenolic groups such as

carvacrol, methyl chavicol, thymol, and eugenol (77). It has been also reported that monoterpene

hydrocarbons may be considered as active antioxidants but with less activity than oxygenated

monoterpenes. Whereas, sesquiterpene hydrocarbons and their oxygenated derivatives show very low

antioxidant activity (78). Moreover, other components such as certain alcohols, ethers, ketones and

aldehydesalsoplayakeyroleintheantioxidantcapacitiesofEOs(75).Furthermore,dependingon the

experimentalconditionsandthecompositionoftheEO,anantagonisticorsynergisticeffectmayoccur

between the compounds (79).

Inconclusion,EOsextractedfromdifferentpartsoftheA.numidicaplantexhibitedvaryingantioxidant

activities across different assays. EO-needles excel in protecting against lipid peroxidation, EO-twigs

demonstrateversatileantioxidantpotential,andEO-conesareeffectiveinscavengingfreeradicals.The choice

of the most valuable part will depend on the specific targeted application. These differences emphasize

the importance of understanding the unique chemical compositions of EOs extracted from various

plant parts, as they can lead to different antioxidant behaviors in different assays and systems.



AChEandBChEinhibitory activities

Particular attention was paid to this activity, as it is relevant to the treatment of Alzheimer’s disease

(AD). Some acetylcholinesterase inhibitors occur naturally in plants. For instance, Galantamine, an

alkaloid fromthe Amaryllidaceae family, has been shown tobe effective against AD, and its treatment

has also been shown to be safe (80). Numerous studies have highlighted the role of EOs as

acetylcholinesterase inhibitors, with some oils demonstrating notable potential(81-85). This has led to

significanteffortstoidentifyandisolateindividualcompoundswithinspecificoilsthatretainsubstantial

activity (86, 84). Regarding our plant, All EOs showed strong inhibitory activity against AChE with

percentages above 50%: EO-twigs (93.89%), EO-needles (77.88%) and EO-cones (69.15%), at the

maximum concentration tested (45µg/mL). The concentrations required for these EOs to reach 50%

enzyme inhibition (IC50) were: 2.73 µg/mL (EO-twigs), 4.09 µg/mL (EO-needles) and 13.64 µg/mL

(EO-cones),which is comparable (in case of EO-twigs) but still lower than the standard used, tacrine

(IC50 = 1.21 µg/mL). All the tested EOs showed lower inhibitory potential with respect to BChE,

comparedtoAChEandtacrineatthehighestconcentrationtested(45µg/mL),asfollows:EO-cones=

33.23%,EO-needles=26.47%andEO-twigs=19.10 %.

In several studies, EOs tested generally showed lower inhibitory potential against BChE compared to

AChE (87, 85). The anticholinesterase activity of EOs is attributed to their major constituents, such as

camphorand1,8-cineole(85).However,theoverallinhibitoryactivityofEOsisoftenmorepotentthan that of

their major constituents alone (85). Various plant sources, including Salvia lavandulaefolia,

Rumexhastatus,andThymusspathulifolius,Myrtuscommunishavebeeninvestigatedfortheirpotential as

natural inhibitors of AChE and BChE (87, 88, 85, 89).

The good AChE inhibitory potential of the tested EOs might be related to α-pinene, β-pinene, and

limonene, which have a good inhibitory effect on acetylcholinesterase (85, 84). α-pinene from EO of

Salvia lavandulifolia showed non-competitive reversible inhibition of AChE (85).

SomeminorEOconstituentsofthetestedEOsmayalsohavehadsynergisticorantagonisticeffectson

theChEinhibitorypotentialofthetestedEOs.ThesefindingssuggestthatourEOsandtheirconstituents have

the potential to be explored as natural treatments for conditions related to cholinesterase dysfunction,

such as AD.



Conclusion

ThepresentstudyreportedtheEOscompositionoftheneedles,twigsandconesofanendemictreefrom

Algeria:A.numidicaforthefirsttime.Atotalof81constituentswereidentifiedwhilemajorconstituents wereα-

pinene(17.6-59.7%),limonene(2.1-40.7%),β-pinene(5.6-12.9%)andcamphene(0.4-10.9%). Analyzed

EOs were dominated by the presence of monoterpene hydrocarbons (46.3-86.0%) followed by

sesquiterpene hydrocarbons (2.6-33.6-%). Repeating terpene constituent patterns in Abies taxa

reinforces the idea that relationships can be found between botanical characteristics and chemical

composition of closely related species leading thus to stimulate chemosystematic debates for a better

understanding of evolutionary phenomenon. Tested EOs revealed various degrees of antioxidant

activities depending on the test type. Compared to needles and twigs, EO of cones was found to have

the highest antioxidant activity for most of the tests performed (FRAP, ABTS•+ and DPPH•). Tested

EOs exhibited more selective inhibitory activitiy towards AChE with lower activity towards BChE.

TwigswerefoundthemostactiveAChEinhibitors(IC50=2.73µg/mL)followedbyneeedles(IC50

=4.09µg/mL),whilelowestpotencywasrecordedforcones(IC50=13.64µg/mL).Alltheseresultsare evoking

potential therapeutic benefits of A. numidica EOs by making it an appropriate candidates for further

studies and identification of its bioactive principles with particular emphasis in the research for the

treatment of Alzheimer’s disease and other related dementias.



Table1:Chemicalcompositionofneedles,twigsandconesessentialoilsofAbiesnumidicaessentialoilfromAlgeria

N° Compound Ria RIa(lit) Rip
RIp
(lit)

Class
Content(%)

Identificationmode
NEO TEO CEO

01 Santene 878 884 979 984a MH 1.8 0.1 tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

02 Tricyclene 921 927 1015 1012 MH 1.8 0.2 tr GC-RI,GC-MS

03 -Thujene 924 932 1015 1026 MH 0.1 0.1 tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

04 -Pinene 932 936 1015 1025 MH 17.6 59.7 25.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

05 -Fenchene 941 941 1054 1061 MH - - tr GC-RI,GC-MS

06 Camphene 945 950 1065 1068 MH 10.9 1.0 0.4 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

07 Thuja-2,4(10)-diene 946 945 1126 1122 MH - 0.3 0.8 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

08 Heptan-1-ol 955 959b 1445 1452 Other - - 0.0 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

09 Sabinene 966 973 1122 1122 MH 0.1 0.4 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

10 -Pinene 971 978 1111 1110 MH 6.8 12,9 5.6 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

11 Myrcene 982 987 1160 1161 MH 0.3 0.6 0.9 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

12 -Phellandrene 998 1002 1165 1168 MH tr - - GC-RI,GC-MS

13 p-Cymene 1011 1015 1271 1270 MH 0.1 0.2 0.4 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

14 Limonene* 1021 1025 1203 1198 MH 2.1 10.0 40.7 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

15 -Phellandrene* 1021 1023 1210 1209 MH 4.5 0.4 0.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR



16 p-Cymenene 1072 1075 1437 1437 MH - 0.1 0.4 GC-RI,GC-MS

17 Terpinolene 1079 1082 1282 1282 MH 0.2 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

18 Nonanal 1082 1083 1393 1391 other 0.1 0.1 - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

19 Linalool 1084 1086 1546 1543 MO 0.2 - - GC-RI,GC-MS

20 Fenchol 1098 1099c 1580 1582c MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

21 -Campholenal 1105 1106 1488 1496 MO 0.1 0.3 1.0 GC-RI,GC-MS

22 Nopinone 1106 1108d 1577 1577d MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

23 cisp-Mentha-2,8-dien-1-ol 1115 1117 1660 1652 MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

24 Camphor 1119 1125 1515 1515 MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

25 trans-Pinocarveol 1122 1126 1652 1661 MO - 0.5 2.7 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

26 trans-Verbenol 1127 1136 1675 1680 MO - 0.1 0.7 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

27 Pinocarvone 1137 1137 1567 1575 MO - 0.3 1.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

28 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1144 1127 1724 1674 MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

29 Borneol 1157 1150 1697 1699 MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS

30 Terpinen-4-ol 1158 1164 1591 1601 MO 0.2 - 0.5 GC-RI,GC-MS

31 p-Cymen-8-ol 1160 1159e 1794 1848 MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS

32 Myrtenal 1168 1172 1626 1631 MO - 0.3 1.3 GC-RI,GC-MS

33 -Terpineol 1172 1176 1693 1694 MO 0.2 0.1 1.0 GC-RI,GC-MS,13C-NMR



34 Myrtenol 1177 1178 1788 1790 MO - 0.1 0.8 GC-RI,13C-NMR

35 Verbenone 1179 1183 1705 1720 MO - 0.1 3.0 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

36 trans-Carveol 1196 1200 1832 1836 MO - 0.1 0.9 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

37 cis-Carveol 1207 1210 1862 1854 MO - - 0.3 RI,13C-NMR

38 Carvone 1213 1214 1732 1733 MO - 0.1 - GC-RI,13C-NMR

39 Carvotanacetone 1218 1220 1684 1687 MO - - tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

40 Linalylacetate 1240 1236a 1555 1551 MO 0.2 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

41 Perillaldehyde 1247 1242f 1783 1779f MO - - tr GC-RI,13C-NMR

42 Phellandral 1249 1252g 1712 1715g MO - - tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

43 Bornylacetate 1268 1268c 1577 1573c MO 0.2 - 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

44 Carvacrol 1278 1278 2221 2210 MO - - tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR

45 -Terpinylacetate 1332 1335 1693 1694 MO 0.1 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

46 Citronellylacetate 1334 1337 1659 1656 MO 0.1 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

47 -Cubebene 1347 1355 1454 1460 SH 0.4 0.1 - GC-RI,GC-MS

48 -Longipinene 1350 1360 1479 1469 SH 2.4 0.5 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

49 Longicyclene 1375 1382 1488 1489 SH 0.5 - - GC-RI,13C-NMR

50 -Bourbonene 1382 1386 1515 1523 SH - - 0.1 GC-RI,GC-MS

51 Longifolene 1404 1411 1563 1577 SH 1.6 - - GC-RI,13C-NMR



52 -Longipinene 1415 1403 n.i. n.i. SH - - 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

53 (E)-β-Caryophyllene 1417 1421 1592 1598 SH 6.5 1.0 - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

54 Himachala-2,4-diene 1421 1430h 1598 1611h SH 5.9 0.6 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

55 -Copaene 1426 1430 1586 1579 SH 0.1 - - GC-RI,GC-MS

56 -Himachalene 1445 1450 1636 1663 SH 1.1 - - GC-RI,13C-NMR

57 -Humulene 1449 1455 1664 1667 SH 2.2 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

58 (E)--Farnesene 1457 1446 1666 1664 SH 0.2 - - GC-RI,GC-MS

59 -Muurolene 1463 1474 1682 1690 SH 0.8 0.4 0.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

60 -Himachalene 1469 1479 1702 1708 SH 0.6 - - GC-RI,13C-NMR

61 GermacreneD 1476 1479 1709 1708 SH - 0.2 1.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

62 -Humulene 1485 1483 1724 1716a SH 0.8 - 0.1 GC-RI,13C-NMR

63 -Muurolene 1490 1496 1721 1723 SH 0.2 - - GC-RI,GC-MS

64 -Selinene 1491 1490 n.i. 1728≠ SH - - 0.1 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

65 -Cadinene 1504 1507 1750 1763 SH 1.2 0.6 0.2 GC-RI,GC-MS,13C-NMR

66 -Himachalene 1505 1500 1715 1723 SH 2.8 - - GC-RI,GC-MS

67 trans-Calamenene 1508 1517 1826 1823 SH 0.4 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

68 -Cadinene 1514 1520 1751 1756 SH 5.0 0.9 0.3 GC-RI,GC-MS

69 ar-Himachalene 1522 1528 1715 n.i. SH 0.4 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR



70 -Calacorene 1527 1527 1908 1921 SH 0.1 - - GC-RI,GC-M

71 -Cadinene 1529 1534 1785 1769 SH 0.1 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

72 -Calacorene 1547 1541 1934 1940 SH 0.3 - - GC-RI,GC-M

73 Caryophylleneoxide 1568 1578 1975 1986 SO 0.8 0.4 - GC-RI,GC-MS

74 Longiborneol 1583 1597 2057 2157 SO 0.8 0.2 - GC-RI,13C-NMR

75 HumuleneepoxideII 1592 1602 2036 2047 SO 0.2 0.1 - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

76 τ-Cadinol 1624 1633 2162 2169a SO 1.2 - - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

77 -Muurolol 1631 1628i 2177 2179i SO - 0.2 - GC-RI,GC-MS,13C-NMR

78 Himachalol 1632 1647j 2223 2135j SO 1.3 - - GC-RI,13C-NMR

79 -Cadinol 1636 1643 2223 2227 SO 0.4 - - GC-RI,MS,13C-NMR

80 Dehydroabietal 2030 2219j n.i. n.i. DO - 0.3 - GC-RI,13C-NMR

81 Abietadiene 2085 2071 2478 2450 DH - 0.2 - GC-RI,MS,13C-NMR

Componentsarelistedfollowingtheirorderofelutiononapolarcolumn.Percentagesmeasuredon apolar column, except those with * (polar column);

RIa,RIp:Retentionindicesonapolarandpolarcolumns,respectively;RIa(lit),RIp(lit),literature retention indices;

MS, Mass Spectrometry; NMR, Nuclear Magnetic Resonance; tr, traces ; n.i: undefined (not identified) ; M.H : Monoterpene hydrocarbons ; M.O. : Oxygenated

monoterpenes ; S.H. : Sesquiterpenehydrocarbons;S.O.:Oxygenatedsesquiterpenes;D.H:DiterpeneHydrocarbons;D.O.:OxygenatedDiterpenes

ThevaluesofRIa/RIa(lit)andRIp/RIp(lit)prefixedbytheletters(a-j)areobtainedfromthe following literature (39-48; (≠)49 [Column type : Packed ; Active phase : Carbowax

20M ; Temperature (°C) : 165].
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Figure 3. Antioxidant activities: (A) Reducing power, (B) Total antioxidant activity (TAT), (C)

DPPH•activity,(D)ABTS•+activity and(E)β-carotenebleachingactivity.(a-uarenotationofthe level

of statistical differences).
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Agzul

Iswinunadi-yadaɛeyerrnlliqanisekla(phytochimie)sinniseklamucɛenyernaqlilitdeg

degiseklantmurtnlezzayer:taydiwindtumert.Aɛeyyernliqqadjjlaj-nsendnnfeɛ,izmerad iqqel deg

umkan n zzit luzin. Iwakken a d-yettwakkes zzit yellan deg-sen ad ifur s wamek ara d-iqiṭṭer.

Sfurayen ama d afriwen, ama d isagharen ama d izumbayen. S yinna ayen akken i-d- iqaṭṭren,

ad ittɛr; amek iga (ama deg tuzert, deg ucercer d jllaj) seg tama, seg tama nniḍen a d-

ibindegteqseḥmaqessiḥnaɣaladterɣimayreqqneɣala.Aɛeyyer-isyettil-dsttamilGC,GC- MS,HS-

SPME,GC-FIDet13C-RMN,dInvitroviad(DPPH,ABTS,Mo,FRAP,β-carotène).

MadttawilnAChEdBChEyenna-dilhaurisɛalmaḍerraɣeftezmert.Dddwanttjurdwayen I -d-

yettemɣayen, ineqq akuz n Callosobruchus maculatus. Zzit-a, ur ireqq ara, ilha deg ddwa i

ttjur d tfellaht. Ineqq tawekka Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Dickeya

dadantii d Dickeya solani yekkaten lbatata, ineqq abeɛɛuc Botrytis cinerea, Muccor sp. et

Alternaria sp. Yettak-d rriha tesganay (proline,H2O2, pigments chlorophylliens, peroxydation

lipidique, perte d'H2O, fuite d'électrons) kra n teḥcicin d imerɣan s ttawil ur gemmunt ara am

tid ur ttneqqil ara (Phalaris canariensis, Sinapis arvensis) d tid n wučči (Triticum durum,

Raphanussativus).Ayenid-yeffghensegunadi-ya;isekla-yaṭṭeɛmenmliḥ.Dacukanaṭṭɛam-

aimxalafsegyiferduẓardwandanniḍen.Imxalafdaɣentemxalafalaɛlaḥsabnttawildssenf n

uɛeyyer. Aya yesseken-d d akken, zzit-a, ur ireqq ara, ittdawi terna ineqq ibeɛɛac d twekka.

Ilha d ddwa i ttjur d wakal issengar yir rrbiɛ.

Tigejda n wawalen: Taydiwin, tumert, zzit n tayda, asqqiter d ufewwer, GC, GC-MS, HS-

SPME, GC-FID,13C-RMN, iɛqqaren, tteɛma, aɛeyyer.



خاللمنnumidica(d'Abiesetnigra)Pinusالبحثتوصیففجیوكیمیاءمنھذاكانالھدف

تماستخالصالزیوت .تركیبزیوتھماالعطریةوتقییمامكانیتھماالبیولوجیةكبدیلللمنتجاتالكیمیائیةاالصطناعیةتحلیل

والكیمیائیة (الكثافة،الدورانالبصري، مؤشراإلنكسار)المائیوتمتحلیلھافیمایتعلقبالخصائصالفیزیائیة العطریةمنأوراقھم،وفروعھمومخاریھمبواسطةالتقطیر

-13C-RMN(etGC-FIDHS-SPME,GCالكیمیائیباستخدامالتركیبتم تحدید (.مؤشرالحموضة،مؤشر أوقیمةالبروكسیدات)

MS,)GC,الخصائصتقییموتم

وتم )DPPH,ABTS,Mo,FRAP,β-carotène( اختباراتباستخدام لألكسدةفیالمختبرالمضادة

BChE(et.)AChE وتم اختبار .على الكائنات الضارة في الزراعةكما تم إجراء اختباراتالتحكمالحیویفیالمختبر

وقد أكدت تقییمات السمیة على .، حشرة تلف المواد المخزنةmaculatus(Callosobruchus)ضد (الواقعیةفي الحیاة )فعالیة الزیوت 

تمدراسةالتأثیرالمضادللجراثیم.برامجالصحةوالوقایةالنباتیةوكذافیصناعةمنتجاتحمایةالمحاصیلفيسالمة الزیوت، مما یدعم إمكانیة دمجھا

Pectobacteriumcarotovorumsubsp.carotovorum,Dickeyadadantiiet( ضدبكتیریا

Botrytiscinerea,( ضدالفطریاتالنباتیةضا solani)Dickeyaوالمسؤولةعنتعفنالبطاطا،وأي،

spAlternariaetsp..)Muccorفیمكافحةاألعشابالضارةللمحاصیلالزراعیة،تمتفیالظروف

,H2O2,proline)دراسةاألثرالمثبطلإلنباتوآلیةالعملمنخاللعالماتاإلجھادالفسیولوجيالمختبریة

pigmentschlorophylliens,peroxydationlipidique,perted'H2O,fuited'électrons(على

والمحاصیل arvensis(Sinapiscanariensis,)Phalarisالحشائشبعضمنالبذوروالشتالتمراحل

أظھرتالنتائجوجودتركیزعالیللمركباتالفعالةفي sativus(Raphanusdurum,.)Triticumالغذائیة

ھذه المركبات أظھرت (.التركیز، المدة)والمعاییر التجریبیة اللعضوواالختبارالمستخدموالكائنالمستھدف أجزاءالنباتاتالمختلفةالتیتمتدراستھا،معتباینفیالفاعلیةتبعً 

للمیكروبات،الطفیلیاتواألعشابالمضرةبالمحاصیلالزراعیة،ممایستوجبتسلیطالضوءعلىومضادةرات خصائص مضادة لألكسدة واألنزیمات والحش

.كعواملمراقبةبیولوجیةمتعددةاالستخداماتومتوافقةمعالبیئةإمكاناتھا

،الزیوتالعطریة،التقطیرالمائي،mauretanicasp.nigraPinus،numidicaAbies:المفتاحیةالكلمات
13C-RMN(etGC-FIDHS-SPME,GC-MS,)GC,التركیبالكیمیائي،الفعالیةالبیولوجیة،

الملخص



Résumé

L'objectif de cette recherche était de caractériser la phytochimie de Pinus nigra et d'Abies

numidica, deux espèces emblématiques et rares de la flore algérienne, en analysant la

composition de leurs huiles essentielles et en évaluant leur potentiel biologique en tant

qu'alternatives aux produits de synthèse chimique. Les huiles essentielles, extraites par

hydrodistillation des feuilles, branches et cônes, ont été soumises à des analyses physiques

(densité, pouvoir rotatoire, indice de réfraction) et chimiques (indice d'acide, indice de

peroxyde).LacompositionchimiqueaétédéterminéeparGC,GC-MS,HS-SPME,GC-FIDet 13C-

RMN. Les propriétés antioxydantes ont été évaluées in vitro via des tests de (DPPH,

ABTS,Mo,FRAP,β-carotène),etl'activitéanti-enzymatiqueaététestéesurl'AChEetBChE. Des

essais de biocontrol ont été réalisés en laboratoire sur des organismes nuisibles en agriculture.

L'efficacité in vivo des huiles a été testée contre Callosobruchus maculatus, un

insecteravageur desdenréesstockées. Les évaluations detoxicité ont confirmé l'innocuitédes

huiles, soutenant leur potentiel d'intégration dans l'industrie phytosanitaire. L'effet

antimicrobien a été examiné contre les bactéries Pectobacterium carotovorum subsp.

carotovorum, Dickeya dadantii et Dickeya solani, responsables de la pourriture de la pomme

de terre, ainsi que contre les champignons phytopathogènes Botrytis cinerea, Muccor sp. et

Alternaria sp. En allélopathie, l'impact antigerminatif et le mécanisme d'action ont été étudiés

à travers des marqueurs de stress physiologique (proline, H2O2, pigments chlorophylliens,

peroxydation lipidique, perte d'H2O, fuite d'électrons) sur les stades de graines et plantules de

certaines adventices (Phalaris canariensis, Sinapis arvensis)et de cultures vivrières (Triticum

durum, Raphanus sativus). Les résultats indiquent une concentration élevée de composés

bioactifs dans les différents organesdes plantesétudiées, avec une variabilité del'efficacitéen

fonction de l'organe, du test utilisé, de l'organisme cible et des paramètres expérimentaux

(concentration, durée). Ces composés ont démontré des propriétés antioxydantes, anti-

enzymatiques, insecticides, antimicrobiennes et herbicides, soulignant leur potentiel en tant

qu'agents de biocontrôle polyvalents et écocompatibles.

Motsclés:Pinusnigrasp.mauretanica,Abiesnumidica,Huilesessentielles,Hydrodistillation, GC,

GC-MS, HS-SPME, GC-FID,13C-RMN, Composition chimique, Activités biologiques.



Abstract

The aim of this research was to characterize the phytochemistry of Pinus nigra and Abies

numidica,twoemblematicandrarespeciesoftheAlgerianflora,byanalyzingthecomposition

oftheiressentialoilsandassessingtheirbiologicalpotentialasalternativestoharmfulsynthetic

products. Essential oils, extracted by hydrodistillation from the needles, branches, and cones,

underwent physical (density, optical rotation, refractive index) and chemical (acid value,

peroxide value) analyses. The chemical composition was determined using GC, GC-MS, HS-

SPME-GC-MS, GC-FID, and 13C-NMR. Antioxidant properties were evaluated in vitro using

assays such as DPPH, ABTS, Mo, FRAP, and β-carotene, while anti-enzymatic activity was

tested against AChE and BChE. Biocontrol assays were conducted in the laboratory on

agriculturalpests.TheinvivoefficacyoftheoilswastestedagainstCallosobruchusmaculatus, an

insect pest of stored food products. Toxicity assessments confirmed the safety of the oils,

supporting their potential integration into the phytosanitary industry. The antimicrobial effect

was examined against bacteria such as Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,

Dickeya dadantii, and Dickeya solani, which are responsible for potato rot, as well as against

phytopathogenic fungi such as Botrytis cinerea, Mucor sp., and Alternaria sp. In allelopathy,

the antigerminative impact and the mechanism of action were investigated through

physiological stress markers (proline, H2O2, chlorophyll pigments, lipid peroxidation, water

loss, electron leakage) on the seed and seedling stages of certain weeds (Phalaris canariensis,

Sinapis arvensis) and food crops (Triticum durum, Raphanus sativus). The findings indicate a

high concentration of bioactive compounds in the various plant organs studied, with efficacy

varying according to the organ, test employed, target organism, and experimental parameters

(concentration,duration).Thesecompoundsexhibitedantioxidant,anti-enzymatic,insecticidal,

antimicrobial, and herbicidal properties, highlighting their potential as multifaceted and eco-

compatible biocontrol agents.

Keywords:Pinusnigrasp.mauretanica,Abiesnumidica,Essentialoils,Hydrodistillation,GC, GC-

MS, HS-SPME, GC-FID,13C-NMR, Chemical composition, Biological activities.


