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I.1. Introduction

Les huiles essentielles avaient une place importante dans la vie quotidienne des hommes qui les
utilisaient autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou méme se soigner. La connaissance
des huiles essentielles remonte a fort longtemps puisque I'nhomme préhistorique pratiquait deja, a
sa maniere, I'extraction des principes odorants des plantes. Il plongeait, dans un méme récipient
rempli d'eau, des plantes odorantes et des pierres brilantes.

La vapeur dégagée entrainait les molécules volatiles, puis le tout était recueilli & S'aide d'une

peau d'animal dont I'essorage donnait quelques gouttes d'huile essentielle (Robert, 2000).

Les médications traditionnelles et l'utilisation des plantes en médecine empirique ont souvent été
a l'origine de recherches scientifiques de haut niveau. Actuellement, les plantes aromatiques
possédent un atout considérable grace a la découverte progressive des applications de leurs
huiles essentielles dans les soins de santé ainsi que leurs utilisations dans d'autres domaines
d'intérét économique.

La présence de molécules puissantes de propriétés anti oxydantes et antiseptiques, favorise leur
utilisation comme agents de conservation dans les produits alimentaires, elles servent a la
protection de ces produits contre la dégradation radicalaire, et sont également employées comme
agents antimicrobiens.

Et aussi un nombre important d’huiles essentielles est utilisé dans la parfumerie et de la
cosmétique, Elles peuvent rentrer dans la composition de produits élaborés (savons, crémes,
parfums, bougies,...), grace a leur pouvoir antiseptique et antioxydant, tout en leur assurant leur
odeur agréable.

L’utilisation des huiles essentielles devrait étre basée sur les connaissances fiables et suffisantes
apportées par la recherche scientifique bien menée. Il est donc indispensable de connaitre les
principes actifs des plantes afin d'en étudier I'efficacité, le mode d'action et les effets secondaires.
Les huiles essentielles des plantes sélectionnées pour cette étude ont été sujettes a plusieurs
travaux antérieurs. Ces différents travaux ont montré une grande variabilité de leur profil
chimique qui dépend de plusieurs facteurs tel que: la période de récolte, la partie de la plante
ainsi que du site de récolte. Ce fait a suscité I’intérét pour 1’étude des especes poussant dans
notre région. Dans ce contexte, nous nous sommes fixés comme objectif principal 1’évaluation

des activités biologiques de ces essences.
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Chapitre 1.
Artimesia herba alba
Eucalyptus globulus



I.1.Matériel végetale

1.1.1.Artemisia herba-alba.

1.1.1.1 taxonomie:

Regne : Plantae
Division: Magnoliophyta
Classe :  Magnoliopsida
Ordre:  Asterales
Famille :  Asteraceae
Genre: Artemisia

Espéce :  Artemisia herba-alba.

Photo 1: Artemisia herba-alba (djiebel Grouz) .



1.1.1.2.Description

L'Armoise herbe blanche est une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifiées, de 30 a 50 cm,
tres feuillées avec une souche épaisse. Les feuilles sont petites, sessiles, pubescentes et a aspect
argenté. Les fleurs sont groupées en grappes, a capitules trés petites (3/1,5mm) et ovoides.
L'involucre est a bractées imbriquées, les externes orbiculaires et pubescentes. Le réceptacle

floral est nu avec 2 a 5 fleurs jaunatres par capitule toutes hermaphrodites.

1.1.1.3.Répartition géographique

Les peuplements les plus importants de cette espéce se rencontrent dans les zones bioclimatiques
arides et semi arides.

L’Artemisia Herba-Alba est largement répandue depuis les fles Canaries et le sud-Est de
I'Espagne jusqu'aux steppes d'Asie centrale (Iran, Turkménistan, Ouzbékistan) et a travers
I’Afrique du Nord, I’Arabie et le Proche-Orient. En Afrique du nord, cette espéce couvre
d'immenses territoires évalués a plus de dix millions d'hectares, I'Artemisia herba-alba est

absente des zones littorales nord. Cependant, I'espéce se raréfie dans I'extréme sud (Nabli, 1989).

1.1.2. Eucalyptus globulus

1.1.2.1. Nomenclature et taxonomie:

Eucalyptus vient du grec eu : bien et Kaluptos : couvert, car les étamines sont enfermées dans
un étui formé par des pétales modifi és qui tombent a I’ouverture de la fleur.

Francais : eucalyptus, arbre a la fievre, gommier bleu.

Anglais : blue gum tree, fevertree, tasmaian bluegum.

Arbe : Kalitus, kalatus, o« sY\S,

Taxonomie:

Régne: Plantae

Division: Mangnoliophyta
Classe: Mangnolipsida
Ordre: Myrtales

Famille: Myrtaceae

Genre: Eucalyptus

Espeéce : Eucalyptus globulus



1.1.2.2.Description

Cet arbre, d’une rapidité de croissance remarquable, est connu maintenant, dans le mande entier ;
sous le nom de gommier bleu de Tasmanie ; il atteint fréquemment 30 440 métres d’hauteur. On
le rencontre sur les collines pierreuses, souvent exposées a toutes les fureurs des tempétes. Il
forme aussi des arbrisseaux touffus, portant des fleures et des fruits.

Le tronc, dont les lames corticales extérieures sont souvent détachées, est lisse, cendré,
quelquefois entouré a la base d’ancienne écorce fibreuse. Son bois est lourd, dur, trés-utile.

Les feuilles sont plus ou moins étalées, longues quelquefois de 10 a 20 cm, obliques a la base,
presque aigues ou légerement obtuses, larges de 3 a 6¢cm ; terminées en pointe aigue.

Les feuilles les plus jeunes sont amplexicaules a base, apiculées au sommet ou courtement
acuminées, pruineuses, blanchatres sur les deux faces du limbe, souvent ponctuées, transparentes
dans leur plus jeune age, longues de 9 cm a 15 cm et de larges de 9 cm. Bractées trés-caduque,
coriaces, composees de deux parties ovales acuminées a demi soudées, embarrassant la jeune
fleure, fauves lisse logues de 12 218 cm. Le tube du calice et long de 9 mm & 2.4 cm.

Les fruits sont souvent larges de 3cm environ, quelquefois trés- petits. Les graines stériles sont
brunes, claviformes et filiformes a la fois, et longues d’environ 2 mm a 3 mm. D’autre, plus
courtes, sont rhomboidales ou trapézoides. Les fertiles sont ovales ou arrondies, opaques, et

présentent 3 mm de largeur. (Gimbert J.L., 1870)



Photo 2: Eucalyptus globulus.

1.1.2.3. Répartition géographique

Les Eucalyptus représentent des arbres forestiers originaires d’Australie et plus de 700especes
sont répertoriées a ce jour. Parmi ces especes un grand nombre est originaire de 1’ile de
Tasmanie et de I’ile principale d’Australie et seulement quelques espéces ont pour origine
I’Indonésie.

Les Eucalyptus furent introduits dans le reste du monde par le célébre botaniste Sir Joseph
Banks. Ils ont donc été successivement introduits dans différentes parties du monde, notamment
Californie, Brésil, Afrique du nord, Portugal, Afrique du Sud. Il a été introduit en 1857 en
Algérie pour drainer les terrains de régions touchées par la malaria (Treiner, 2000).
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Chapitre IlI.

|_es hutles essentielles



1.2. Historique

Le mot aromathérapie est un néologisme créé dans les années 1930 par le chimiste René-
Maurice Gattefossé, un pharmacien frangais. En 1918, ce dernier se briile la main lors d’une
explosion dans son laboratoire. Il a alors le réflexe de la plonger dans un récipient rempli d’HE
de Lavande vraie. Le soulagement est immédiat et la cicatrisation de la plaie est d’une rapidité
déconcertante. Il va alors consacrer de longues années de recherche a 1’étude des propriétés des
HEs. Dans les années 1960, le Docteur Jean Valnet reprend les travaux de Gattefossé et publie
des ouvrages de référence. Il crée la Société francaise de, phytothérapie et d’aromathérapie, apres
avoir utilis¢é abondamment les plantes pendant la guerre d’Indochine en tant que chirurgien
militaire. Tous deux sont considérés comme les peres de I'aromathérapie moderne. Par la suite,
les technologies avancées de chimie analytique ont permis d’identifier, inventorier et quantifier

avec la plus grande exactitude les constituants pouvant entrer dans la composition d’une HE.

1.3. Que ce qu’un ’huile essentielle ?

Les H.Es sont définies comme étant des extraits volatils et odorants, que 1’on extrait de certains
végétaux par distillation a la vapeur d’eau, pressage ou incision des végétaux qu’ils les
contiennent. Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme sous produits du
métabolisme secondaire. Les H.Es ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliéres et
ont donné naissance a une branche nouvelle de la phytothérapie: I’aromathérapie.
(BRUNETON, 1999)

Il s’agit d’un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et stockés
dans certains tissus végétaux spécialisés. Extraites de la plante grace a des procédés physiques
tels I’hydrodistillation, 1’entrainement a la vapeur ou par expression a froid dans le cas des
agrumes, les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur caractéristique de la plante.
(AFNOR, 2000).

Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les huiles essentielles ne contiennent pas
de corps gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile de tournesol, de
mais, d'amande douce, etc.)

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés de se solubiliser dans
les graisses et par leur caractere hydrophobe. Le terme « Essentielle » fait référence au parfum, a

I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante.
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1.4. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les HEs n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les genres capables d’¢élaborer
les constituants qui composent les HEs sont répartis dans un nombre limité de familles. (ex
:Apiaceae, Asteraceae,Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Poaceae, Rutaceae,
etc.).

Les HEs peuvent étre accumulées dans tous les types d’organes végétaux par exemple des fleurs
(oranger, rose, lavande) mais aussi des feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier noble) et, bien
que cela soit moins habituel, dans des écorces (cannelier), des bois (bois de rose, camphrier,
santal), des racines (vétiver), des rhizomes (curcuma, gingembre), des fruits secs (anis, badiane,
persil), des graines (muscade).

Si tous les organes d’une méme espeéce peuvent renfermer une huile essentielle, la composition
de cette derniere (qualitative et quantitative) peut varier selon sa localisation dans la plante.

La biosynthése et 1’accumulation des molécules aromatiques sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisées (cellules a essence, poches sécrétrices, canaux
sécréteurs ...), souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante (BRUNETON,

1999).

Figure 1: poche sécrétrice (feuille de lavande).
(A): épiderme ; (B): hypoderme; (C):huile essentielle ;(D): cellules chlorophyllienne; (E): poche
sécrétrice.
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Figure 2 : Deux glandes bicellulaires a essence avec un poil ramifié.
A : poile ramifiée ; B : glande
Les glandes proprement dites sont constituées dans les plantes par une cavité entourée d'une
couche de cellules. Dans cette cavité s'accumule la liqueur sécrétée. On nomme glandes
vésiculaires de petits réservoirs remplis d'huile essentielle et qu'on observe dans l'enveloppe
herbacée des végétaux.

Le contenu des glandes est épanché au dehors, soit par une sorte de sécrétion de la surface
extérieure, soit par une transsudation a travers les cellules de I'enveloppe de la glande.

1.5. Réle physiologique

Beaucoup de plantes produisent les huiles essentielles en tant que Métabolites secondaires, mais
leur rble exact dans les processus de la vie de la plante est inconnu (Rai et al., 2003).

Il y a beaucoup de spéculations au sujet du «rdle» d’huiles essentielles des plantes.

Certainement plusieurs effets apparents «utiles» ont été décrits: protection contre la flore
microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et bactéricides et contre les herbivores par
go(t et effets défavorables sur le systeme nerveux (Porter, 2001).

Certains auteurs pensent que la plante utilise 1’huile pour repousser ou attirer les insectes, dans

ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D’autres considérent 1’huile comme conservateur

de ’humidité des plantes dans les climats désertiques (BELAICHE, 1979).

1.6. Caractéristiques physique

Les HEs sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles, rarement colorées et
leur densité est en général inférieure a celle de I’cau. Elles ont un indice de réfraction élevé et la
plupart dévient la lumiere polarisée.

Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels, entrainables a la vapeur
d’eau, trés peu solubles dans 1’eau. (AFSSAPS. 2008).
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1.7. Composition chimique des HES

Les huiles essentielles sont des mélanges de composition chimique tres variable et complexe, en
effet, elles peuvent renfermer jusqu'a plusieurs centaines de molécules différentes, chacune ayant
des propriétés particulieres. Ces molécules appartiennent généralement a deux grandes familles

chimiques.

1.7.1.1. Les terpenes

Les terpénes sont des hydrocarbones naturels issus d’une voie métabolique secondaire de 1’acide
mévalonique, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte : leur formule brute est (C5HX)n
dont le x est variable en fonction du degré d’insaturation de la molécule et n peut prendre des
valeurs (1-8) sauf dans les polyterpenes qui peut atteindre plus de 100( le caoutchouc). La
molécule de base est I’isopréne de formule CSHS. Le terme terpénoide désigne un ensemble de
substances présentant le squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques

(alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.)

CH,

C

= \C/CHz

|
H

Figure 3: Unité isopréne

H,C

1.7.1.2. Classification des terpenes

Dans le regne végétal, les tetrpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites secondaires
(avec les flavonoides et les alcaloides). Leur classification est basée sur le nombre de répétitions
de I'unité de base isopréne : hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15),
diterpénes (C20), sesterpénes (C25), triterpénes (C30), tetraterpénes (C40) et polyterpénes. Dans
une huile essentielle, nous retrouvons presque exclusivement des mono- et sesquiterpénes.
Monoterpénes : Ces terpenes proprement dits sont des hydrocarbures en C10. Ils peuvent étre
acycliques, monocycliques ou bicycliques. A ces terpénes se rattachent un certain nombre de
produits naturels a fonctions chimiques spéciales, surtout alcool et aldéhyde.

Les sesquiterpénes : Un groupe particulier de sesquiterpénes est représenté par les azulénes,

composés instables dont le nom vient de leur coloration bleue et qui sont importants en
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pharmacognosie en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires. Ces composés, non saturés,
sont constitués par deux cycles penta et hepta carbonés. Nous retrouvons dans ce groupe le

chamazuléne (des essences de camomille et de matricaire).

1.7.2.1. Les phénols

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles. Les polyphénols naturels peuvent donc étre des molécules simples comme les acides

phenoliques, mais aussi des composés hautement polymérisés comme les tanins.

1.7.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides représentent la classe la plus abondante et la plus étudiée des phénols, Ils sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. Structuralement, les
flavonoides possedent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones, constitué
de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3.

Figure 4: Structure de base des flavonoides.

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, citons par exemple
les activités antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses. Ces activités sont attribuées en
partie, & la capacité de ces composes naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux

hydroxyles (-OH) et superoxydes (O2).

1.7.2.3. Les tanins
Les tanins sont un large groupe de composés polyphénoliques naturellement produits par les
plantes. Ces composés, solubles dans I’ eau, se caractérisent par leur faculté a se combiner aux

protéines et a d’autres polymeéres organiques. Ce sont des molécules assez volumineuses avec un

poids moléculaire généralement compris entre 500 et 3000 Da. (Haslam, 1998)
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Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A et de
phénylalanine. Cette biosynthese a permis la formation d’une grande diversité de molécules qui

sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe, d’un tissu particulaire.

I.8.Facteurs de variabilité de chimotype

Au sein d'une méme espece de plante, la composition de I'huile essentielle des divers individus
peut présenter des profils chimiques ou chémotypes différents.

1.8.1. Chimotype

C’est une classification chimique, biologique et botanique qui désigne la molécule
majoritairement présente dans une huile essentielle (Bruneton, 1999).
Cette classification des huiles essentielles selon le produit majoritaire ou chémotype dépend d’un

certain nombre de facteurs, entre autres.

1.8.2.Les facteurs intrinseques
1.8.2.1. Le cycle végétatif

Des variations importantes peuvent se produire au cours du cycle végétal autant en ce qui
concerne le rendement et la composition chimique des substances bioactives (GARNERO,
1991).

1.8.2.2.L’organe producteur

Les cellules productrices d’huile essentielle pouvant se situer dans différents organes, il est

possible d’obtenir différentes huiles selon les parties sélectionnées d’une méme plante.

1.8.3. Les facteurs extrinséques
1.8.3.1. facteur de I’environnement

Il s’agit de l’incidence des facteurs de 1’environnement tels que la température, 1’humidité
relative, la durée totale d’insolation, le régime de vents exercent une influence directe et les
pratiques culturales (1I’apport d’engrais et le régime hydrique) (Bruneton, 1999). Les facteurs
géographiques et edaphiques influencent aussi la composition des substances bioactives
(Garnero, 1991).
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1.8.3.2. Les transformations du matériel végétal

Le matériel végétal qui va subir I’extraction n’est pas toujours traité immédiatement. Des
modifications physiques et biochimiques dues a 1’action de I’air, du soleil et 1’échauffement en

tas peuvent se produire et se révéler facheuses pour la qualité de 1’extrait (Garnero, 1991).

1.9. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Le choix de la technique dépend principalement de la matiére premiéere

1.9.1. Distillation a I'eau ou ""hydrodistillation

Le matériel végétal a distiller se trouve en contact direct avec I'eau bouillante. Il peut flotter ou
étre complétement immergé selon sa densité et la quantité de matiére manipulée. L’évaporation
de I'eau dans I'alambic peut étre réalisée par chauffage direct (alambic a feu nu) ou par injection
de vapeur surchauffée Cette méthode est conseillée pour les matieres premiéres qui, par nature,
s'agglutinent facilement et donc empéchent la pénétration de la vapeur dans la masse véegétale,

telles que les pétales de roses, les fleurs d'orangers, etc. (Mathiewe et all., 1968).

Schéma d'un montage dhydrodistillation

Tube réfrigérant

Feuilles ,poudrs, ||

riz=s .

issues deplanes] | B a3 S \
e ¢ ) o
> 8 %
{ [ &
o

Pierres
ponces + eau
|| | Distillat : ezu +
huile sssenticlle

Figure 5: schéma d’un montage d’hydrodistillation
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1.9.2. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entralnement a la vapeur d’eau correspond a la vaporisation en présence de vapeur d’eau d’une
substance peu ou pas miscible a I’eau. La matic¢re premicre est mise en présence d’eau portée a
ébullition ou de vapeur d’eau dans un alambic. La vapeur d’cau entraine la vapeur d’huile
essentielle qui est condensée dans le réfrigérant pour étre récupérée en phase liquide dans un
vase florentin (ou essencier) ou I’huile essentielle est séparée de I’eau par décantation
(AFSSAPS, 2008).

L’avantage de cette technique est d’éviter certains phénoménes d’hydrolyse ou de dégradation

pouvant affecter la qualité des huiles essentielles.

Photo 3: un montage d’entrainement a la vapeur d’eau

1.9.3. Distillation seche

L’huile essentielle est obtenue par distillation des bois, écorces ou racines, sans addition d’eau

ou de vapeur d’eau (AFSSAPS, 2008).

1.9.4.Expression a froid

Ce mode d’obtention ne s’applique qu’aux fruits d’agrumes (Citrus spp.) par des procédés
mécaniques a température ambiante.

Le principe de la méthode est le suivant : les « zestes » sont dilacérés et le contenu des poches
sécrétrices qui ont été rompues est récupéré par un procédé physique. Le procédé classique
consiste a exercer sous un courant d’eau une action abrasive sur toute la surface du fruit. Aprés
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¢limination des déchets solides, I’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par
centrifugation (AFSSAPS, 2008).

1.9.5.Extraction par micro-ondes

Au début des années 1990 est apparue une toute nouvelle technique appelée « hydrodistillation
par micro-ondes sous vide » (Figure 7). Dans ce procéde, la matrice végeétale est chauffée par
micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de maniére
séquentielle. Les composés volatils sont entrainés par la vapeur d'eau formée a partir de I'eau
propre a la plante. lls sont ensuite récupérés a l'aide des procédés classiques de condensation,
refroidissement et decantation. Ce procédé permet un gain de temps (temps d'extraction divisé

par 5 a 10) et d'énergie (température plus basse) considérable (Piochon, 2008).

—
=)

MICIO-Ondey "{"_“z,‘\" o

Figure 7 : Extraction par micro-ondes.

1.10. Méthodes d’identification chimique des huiles essentielles

Les méthodes d’analyse ont pour but I’identification quantitative et qualitative des différents
constituants du mélange complexe des huiles essentielles.

Parmi ces techniques les plus utilisées sont : La chromatographie en phase gazeuse CPG et la
chromatographie gazeuse couplée a la spectroscopie de masse CPG/SM. Diverses techniques
chromatographiques, telles que la CCM, la CLHP, la CPG, ainsi que ’'RMN du C-13 sont
souvent utilisées. On s’intéresse dans ce travail a la technique la plus fréquemment utilisée, celle
du CPG.
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1.10.1. La chromatographie en phase gazeuse (CPG/DIF)

Les progrés technologique réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases
stationnaires et des détecteurs (DIF) ont fait de la chromatographie en phase gazeuse la méthode
de référence dans 1’analyse des huiles essentielles. Cette technique permet 1’analyse qualitative et
quantitative des mélanges trés complexes de composé gazeux ou susceptibles d’étre vaporiser
par chauffage sans décomposition.

La CPG repose sur le principe de migration différentielle des constituants d’un mélange a travers
une phase stationnaire (liquide ou solide) et une phase mobile gazeuse.

Durant leur passage a travers la colonne, les composes analysés se répartissent entre la phase
stationnaire et la phase gazeuse suivant les regles physico- chimique de partition (gaz liquide) ou
d’adsorption (gaz solide). Les constituants du mélange analysés parcourent la colonne
chromatographique dans des temps de rétention différent. Ces derniers sont liés aux conditions
opératoires de I’analyse et pour s’affranchir de leur variabilité, des indices calculés a partir d’une
gamme ¢talons d’alcanes, en isothermes ou en programmation de température ont été mis en
place. Ceci a la publication de banques de données d’indices de rétention relatifs a différent
phases stationnaires .pour réaliser une identification en CPG/DIF, les indices de rétention polaire
(Ir p) et apolaire (Ir a) d’un constituant donné sont comparés a ceux d’échantillons authentiques,
contenus dans des bibliothéques de référence ou répertorié dans la littérature.

Cependant, une reproductibilité parfaite des indices de rétention est difficile a obtenir et ne peut
étre observée que sur des chromatogrammes réalisés sur une période courte avec des conditions

expérimentales rigoureusement identiques. (El-kalamouni, 2010)

1.10.2. La chromatographie gazeuse couplée a la spectroscopie de masse CPG/SM

La conception d’un appareil CPG correspond schématiquement a 1’association de différents
modules spécialisés : I’injecteur, la colonne, et le détecteur, integrés dans un méme bati. La
phase mobile nécessaire pour entrainer 1’échantillon dans la colonne est un gaz, appelé gaz
vecteur ou gaz porteur (Rouessac, 1995.)

Actuellement cette technique est la plus frequemment utilisée, elle repose sur le principe de la
séparation des composés volatils d’'un mélange complexe. Cette méthode consiste & injecter
I’huile essentielle diluée dans un solvant (non retenu par la phase stationnaire) dans une colonne,
cette derniére est liée a un spectrométre de masse lui-méme lié a un détecteur. Chaque
constituant possede un indice de rétention, ce dernier est un parametre caractéristique de chaque

constituant de 1’huile essentielle.
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1.10.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a I’olfactométrie (CPG/O)

Les huiles essentielles obtenues renferment tres souvent des centaines de composés volatils. Le
couplage CPG/O combine la séparation des composés volatils par CPG avec 1’évaluation
olfactive. En sortie de colonne, une partie des composés €lués est envoyée vers un cone de
détection nasale qui permet 1’évaluation olfactive en méme temps que 1I’enregistrement du

chromatogramme
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Chapitre 111

Les champignons

Les champignons sont des contaminants fréquents de nombreux substrats végétaux et de certains
produits d’origine animale. Leur présence peut améliorer les qualités organoleptiques du produit

ou, au contraire, 1’altérer et conduire a I’accumulation de métabolites secondaires toxiques.
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I1.1.Définition

Les champignons Appelés aussi mycetes, représentent 1’un des plus importants groupes
d’organismes sur Terre et jouent un réle clé¢ dans un grand nombre d’écosystémes.

D’un point de vue structural, on trouve une grande variété de champignons. Ils sont classés en
deux grandes catégories : Certaines especes ont la capacité d'adopter les deux formes :

- La forme moisissure : filaments longs, fins et ramifiés a structure cellulaire appelée hyphe
formant un mycélium, souvent visibles a 1’ceil nu.

-La forme levure : champignons microscopiques unicellulaires possédant un seul noyau et se
reproduisant soit de facon asexuée par bourgeonnement ou scissiparité, soit par reproduction
sexuée par formation de spores.

Une autre de leur caractéristique remarquable est leur reproduction. Ils produisent en effet un
grand nombre de spores, ce qui leur assure un pouvoir de diffusion (et de contamination)
considérable. Ces spores sont issues de plusieurs modalités de reproduction sexuée ou asexuée

qui seront la base de leur classification (Chabasse et all, 2002)

11.2.Modes de vie

Les champignons ont un réle tres important dans la dégradation de la matiere organique et
constituent une part importante des décomposeurs sur Terre. De plus, certains champignons
peuvent étre phytopathogénes ou provoquer des mycoses chez les animaux (Lutzoni et al.,

2004). Un troisiéme mode de vie, symbiotique, est également trés répand.

11.3.Classification des champignons

La classification des champignons est essentiellement basée sur des caractéres purement
morphologiques (Meyer et al., 2004).
La classification de Kwon Chung et Bennett (1992) est la plus utilisée actuellement (Figure7).

Deuteromycotina

. . I Basidiomycotina
Chytrimycotina

\

'.\ -
Champignons

Zygomycotina / %4 Ascomycotina




Figure 8 : Classification des champignons (Kwon Chung et Bennett, 1992).
11.4. Identification morphologique

L’identification d’une espece fongique repose sur I’analyse de critéres culturaux (température et
vitesse de croissance, milieux favorables) et morphologiques. Ces derniers sont constitués des
parametres macroscopiques (aspect des colonies, de leur revers) et microscopique (aspect du
mycélium, des spores, des phialides, des conidiophores,...) (Cahagnier et Richard Molard,
1998).

11.4.1. Criteres d’identification macroscopique

L’aspect des colonies représente un critére d’identification. Les champignons filamenteux
forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses ou granuleuses ;
parfois certaines colonies peuvent avoir une apparence glabre (I’absence ou pauvreté du

myceélium aérien).

Le relief des colonies: il peut étre plat ou plissé et la consistance des colonies peut étre variable

(molle, friable, élastique ou dure).

La taille des colonies: Elle peut-étre tres variable en fonction des genres fongiques : petites

colonies (Cladosporium) ou au contraire, colonies étendues, envahissantes (Mucor, Rhizopus).

La couleur des colonies : est un élément trés important d’identification ; les couleurs les plus
fréquentes sont le blanc, le créme, le jaune, 1’orange, le rouge allant jusqu’au violet ou le bleue,
le vert, le brun allant jusqu’au noir. Les pigments peuvent étre localisés au niveau du mycélium

(Aspergillus, Penicillium) ou diffuser dans le milieu de culture (Fusarium).

Les structures de fructification : la présence ou I’absence, au centre de la colonie, des
structures de fructification sexuée (cléistothéces) ou asexuée (pycnides) est aussi un élément

important de diagnose (Botton et al., 1990).

11.4.2.Critéres d’identification microscopique

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait apres réalisation d’un étalement entre
lame et lamelle et coloration de la préparation au Bleu Cotton. Généralement, un examen a
I’objectif 40 est suffisant pour mettre en évidence la plupart des éléments importants de diagnose

(Cahagnier et Richard-Mollard, 1998).
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Le thalle : tous les champignons possédent un appareil végétatif constitué de filaments (hyphes)
qui, ensemble, forment le thalle filamenteux ou le myceélium ; le thalle peut étre siphoné ou
septé.

Les spores : qui sont le produit de la reproduction asexuée peuvent étre endogenes ou exogenes,
L’examen des spores et de leur organisation est une étape importante de 1’identification fongique

(Campbell et al., 1996).

11.5.Modes de reproduction

Les champignons se reproduisent de deux manieres :
++ Par voie sexuée: suite a la fusion de deux cellules gamétiques.
+ Par voie asexuée ou végétative, la plupart d’entre eux étant rencontrés dans le groupe des

imparfaits.
11.5.1.La reproduction sexuée

Des champignons se reproduisent selon un cycle de reproduction sexuée. La reproduction sexuée
implique la production d’organes sexués et de gamétes, la fusion des gamétes ou des organes
sexués suivie par la fusion nucléaire ou caryogamie et la méiose, le développement des organes
de fructification (Larpent J. et Larpent G., 1990).

11.5.2.La reproduction végétative

Elle est beaucoup plus répandue que la précédente, et si elle ne fait pas intervenir de
transformation génétique, elle joue un grand réle dans la dissémination des especes. Elle se fait,
soit par une fragmentation du thalle, soit par la production de spores asexuées (Branger et al.,
2007)

I11. Activités biologiques des huiles essentielles
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Chapitre VI

Les activités
biologiques des huiles

essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses,
antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également des

propriétés anticancéreuses (Valnet, 2005).

I11.1. L’activité antioxydante
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Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales s’intéresse beaucoup au
concept de stress oxydatif, en référence a une situation ou la cellule ne controle plus la présence

excessive de radicaux oxygenes toxiques.

Ces dernicres années, 1’intérét porte aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés
thérapeutiques, a augmente considérablement. Des recherches scientifiques dans diverses
spécialités ont été développées pour ’extraction, I’identification et la quantification de ces
composes a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les
produits agroalimentaires (Popovici et all., 2009).

Les HEs possedent une propriété antioxydante importante. Cette propriété est notamment
attribuée, a la présence dans la composition de ces HEs de composés phénoliques et des
monoterpenes oxygeéneés et aussi des monoterpénes hydrocarbonés.

L’activité antixydante de ces composés est exploitée dans la prévention et la lutte contre les

maladies comme 1’ Alzheimer, I’artérioscléose et le cancer (Gardner P., 1997).

I11.1.1. Stress oxydant

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre profond
de la balance entre les systemes oxydants et les capacités antioxydantes de I’organisme en faveur

des premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaires irréversibles (Pincemail et al., 1999).
111.1.2. Les radicaux libres

Se sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possedent un électron
Célibataire, résultant soit d’un gain soit de la perte d’un électron (Twedt 2001). Cette structure
électronique déséquilibrée leur confére une grande réactivité sur les constituants organiques et

sur les structures cellulaires.

Radical Formule
Anion superoxyde 02
Peroxyde d’hydrogéne H202
Hydroxyle OH.
Peroxyle ROO.
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Hydroperoxydes ROOH
Alcoxyles RO.

Oxygeéne singulet 1/202
Oxyde nitrique NO.

Tableau 1: Liste des principaux radicaux libres.

I11.1.3.Les sources de production des radicaux libres

Des radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogeénes
qu’exogeénes. Sans vouloir faire du finalisme, nous pouvons considérer que certaines de ces
productions sont volontairement programmées par I’organisme a des fins de défense ou d’envoie
des signaux. (Hininger-Favier).

a) La mitochondrie est la source de production majeure d’O2°- dans la cellule intacte.

b) L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés

c) Plusieurs autres systemes enzymatiques produisent des radicaux libres au cours de réaction
biochimiques

d) Les métaux toxiques (chrome, vanadium, cuivre) mais aussi le fer libres.

e) Les rayonnements sont par différents mécanismes des sources de radicaux.

I11.1.4.Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou
réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible (Halliwell et Gutteridge, 2007). Ainsi, les
antioxydants servent a controler le niveau des especes réactives pour minimiser le dommage
oxydatif (Tang et Halliwell, 2010).

111.1.5.1.Les antioxydants endogenes

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes (Superoxyde dismutase, Catalase et Glutathion
peroxydase) élaborés par notre organisme avec I’aide de certains minéraux. Elles sont présentes

en permanence dans 1’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age (Mika et al., 2004).
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> Les superoxydes dismutases (SOD) : sont des métallo-enzymes se retrouvant dans
I’ensemble du monde du vivant. Elles catalysent la dismutation de deux anions superoxydes en
dioxygene et peroxyde d’hydrogene (Arora et al., 2002).

> Les catalases (CAT) : Sont des enzymes majoritairement peroxysomales catalysant la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne (Arora et al., 2002).

> Les peroxydases (POX): Sont une large famille multigénique d’enzymes hémiques
catalysant la réduction d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats comme
donneurs d’¢électrons.

> Les peroxyredoxines (PRX), aussi appelées thiorédoxines peroxydases, sont des
peroxydases non hémiques contenant un résidu cystéine au niveau de leur site catalytique. Les
PRX sont des éléments essentiels du systeme de détoxication des espéces réactives de 1’oxygene.
> Glutathion péroxydase (GPX) : Elle agit en synergie avec la SOD puisque sont role est
d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et O2.

111.1.5.2.Les antioxydants exogénes

Ils sont présents dans I’alimentation tels que les vitamines A, C, E et les polyphénols en
particulier les flavonoides, ainsi que les cofacteurs des enzymes impliquées dans les systemes
antioxydants endogéenes comme le sélénium, le zinc et le manganeése (tableau).

Ces antioxydants nutritionnels sont indispensables mais leur action est limitée jusqu’a ce qu’ils

soient régénéres.

Antioxydant Protege contre

Vitamine C | Les maladies cardiovasculaires, les cataractes, et certains types de
cancer

Vitamine E Les maladies cardiaques et cancer de la prostate, ralentit la

maladie d’Alzheimer
Caroténoides Les cancers, en particulier le cancer du poumon, et les maladies
cardiovasculaires

Flavonoides
Cancer
Sélénium Réduction de I’incidence des cancers de la prostate, du colon et du
poumon

Tableau 2 : r6le des antioxydants contre les maladies
111.1.6.Mode d’action des HES

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation

alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
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(Richard, 1992).

les polyphénols, et, en particulier, les flavonoides. En effet, de nombreuses revues leur conferent
le role d’excellents piégeurs d’espéces réactives directement issues de I’oxygeéne (O2-¢, HOe,
NOe-, H202, 102, HOCI, RO* et ROO¢) provenant de biomolécules telles que les lipoprotéines,
les protéines et les acides oligonucléiques (ADN, ARN) (Quideau et al., 2011).

D’une manicére générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de

donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol.

111.1.7.Méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante

Les méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant peuvent étre qualitatives ou quantitatives. Les
méthodes qualitatives, utilisées pour repérer 1’activité antioxydante de composés, sont
relativement peu nombreuses et font intervenir en général, la coloration ou la décoloration d’un
réactif spécifique en présence d’agents antioxydants. Une des méthodes utilisées pour la
détection d’antioxydants est la chromatographie sur couche mince (CCM), qui donne naissance a
des réactions colorées en présence de tels composés (Li Peiwu et al., 1999).

Une autre méthode a été proposée par Glavind et Holmer (1967) qui combine la méthode
précédente avec la détection visuelle pour 1’évaluation de 1’activité de balayage de radical libre

des fractions antioxydantes en employant le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

111.2.Activité antibactérienne

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HEs, il est probable que
leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs

sites d’action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002).

De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des HEs sur les bactéries
comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force motrice de
proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules

(Davidson, 1997).

Le mode d’action des HEs dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants
actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement de

conformation de la membrane (Carson et al., 2002).
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Une inhibition de la décarboxylation des acides amines chez Enterobacter aerogenes a aussi été
rapportée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les HES peuvent aussi inhiber la synthése de
DNA, ARN, des protéines et des polysaccharides (Cox et al., 1991).

111.3.Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agro alimentaire, les huiles essentielles ou leurs composés
actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les champignons
phytopathogeénes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-Balchin, 2002).
L'action antifongique des huiles essentielles est due a une augmentation de la permeabilité de la
membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu
cytoplasmique et donc la mort de la levure. En effet, les composés terpéniques des huiles
essentielles et plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les
aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique des

levures (Giordani et Kaloustian, 2006).

Freeman et Carel (2006), ont signalé que les groupes moléculaires avec les plus puissantes
actions antibactériennes sont également des antifongiques efficaces, mais ils doivent étre utilisés
sur de plus longues périodes. Expérimentalement, les H.E. des plantes aromatiques et
médicinales ont fait preuve de leur efficacité antifongique parfois méme supérieure a celle des

agents antifongiques commerciaux.

I11.4. Activité antivirale

De nombreuses familles de molécules chimiques rencontrées dans les extraits végétaux ont
montré "in vivo" une activité antivirale et, parmi elles, les monoterpénols et les monoterpénals
(Freeman et Carel, 2006).

Selon les travaux d'Inouye et Abe, (2007), il existe des HEs de plantes exotiques tres puissantes

qui ont un fort pouvoir antiviral et qui sont connues pour leur efficacité.

I11.5. Toxicité des huiles essentielles
Alors que de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits sur le marché,
la toxicité des huiles essentielles est moins investiguée. La plupart du temps, sous le terme de

toxicité sont décrites des données expérimentales accumulées en vue d’évaluer le risque que
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représente leur emploi. Les interactions de ces produits avec les médicaments sont aussi peu
mentionnées (Pibiri, 2006).

Cependant quelques informations sur certaines toxicités sont décrites par la littérature :

En regle générale, les huiles essenticlles d’usage commun ont une toxicité par voie orale faible
ou tres faible avec des DL50 supérieures & 5g/kg. En ce qui concerne la lavande la toxicité est
faible autour des 5g/kg (donnée observée chez 1’animal) (Bruneton, 1993). Chez I’homme des
intoxications aigues sont possibles. Les accidents graves, les plus souvent observés chez les

petits enfants, sont provoqués par 1’ingestion en quantité importante d’huiles essentielles.

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en raison
de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles riches en
cinnamaldéhyde (Smith et al., 2000).
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Partie 11
Etude expérimentale



Chapitre |
Materiels et méthode

1.2. Zone de récolte
La plante d’Artemisia herba alba a été récoltée au moins de mars 2014, de la région de Oued

Athmania (Djebel Grouz) a I'est algérien (40 km a I'ouest de Constantine). Latitude: 36.2498,

36° 14’ 59" Nord, 6° 17 10" Est
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La plante d'Eucalyptus globulus a été récoltée au moins d'avril 2014, de jardin Annexe de
campus de I'Université de Mentouri constatine.
L’identification des plantes a été réalisée par Mr. Boughada Samir, cadre a la direction général de

protection des forets.

Figure 11 : carte géographique de zone de récolte.

|. 3.Extraction des huiles essentielles

L'extraction des huiles essentielles a été effectuée par Hydrodistillation, dans un appareil de type
Clevenger. 11 est constitué d’un chauffe ballon qui permet la distribution homogene de la chaleur
dans un ballon en verre de 1 litres surmonté d'une colonne reliée a un réfrigérant La distillation a
été réalisée pendant 1h30 par ébullition de 100 g du matériel végétal (fraiche) avec 500 ml d'eau
distillée. Les huiles essentielles sont séparées de I’hydrolat par décantation. La quantité

d’essence obtenue est pesée pour le calcul du rendement.

On a utilisé 850 g de partie aérienne (tiges et feuilles) d’artemisia heba alba, et 400 ¢

d’Eucalyptus globulus.

L’huile essentielle a été stockée et conservée de fagon optimale a 4 °C a 1’abri de la lumiére.
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Figure 11 : appareille d’hydrodistillation de type Clavenger.
|.4.Détermination de rendement d’extraction

Selon la norme AFNOR (2000), le rendement en huile essentielle (RHE) est défini comme étant
le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apreés 1’extraction (M') et la masse de la
matiére végétale utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné par la

formule suivante :

RHE (%) = M’/M x 100

RHE : rendement en huile essentielle;
M" : masse d’huile essentielle en gramme;

M : masse de la matiere végétale utilisée en gramme.

1.5. Etude physique et chimique des H.Es

Les différentes mesures effectuées sur des huiles essentielles fraichement distillées donnent des
résultats d’une constance trés utile pour vérifier leur qualité, ainsi que pour déterminer leurs

pouvoirs thérapeutique.
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1.5.1. La densité
On utilise le terme densité ou la masse volumique, représentée par P20, qui est le rapport de
lamasse d’un volume de liquide a 20°C par le volume de ce méme liquide a 20°C (Kaloustian,

Hadji-Minaglou, 2012).

1.2.2. Indice de réfraction

La réfraction est le changement de direction subi par un rayon lumineux lorsqu’il passe d’un
milieu optique donné (par exemple 1’air) a un autre milieu (par exemple une I’huile essentielle).
L’indice de réfraction(n) d’un milieu est le rapport entre la vitesse de la lumiere dans le vide (c)
et la vitesse de la lumiére dans la substance a analyser (V) (Kaloustian, Hadji-Minaglou, 2012).
Les indices de réfraction des HEs d’armoise et I’eucalyptus, on été calculées et déterminées a

I’aide d’un réfractométre de laboratoire de chimie.

1.2.3. Miscibilité a I’éthanol

Plusieurs tests de solubilité sont réalisés avec des volumes croissants d’alcool par rapport a la
méme quantité d’huile essentielle. Il suffira de déterminer la limite de solubilit¢ de 1’huile
essentielle a analyser par rapport a I’¢thanol (Kaloustian, Hadji-Minaglou, 2012).

Le test de miscibilité a été réalisé dans le laboratoire par versement des quantités égales des

deux liquides (HE et éthanol) dans une éprouvette (50%/50%), puis agitation et décantation.

1.2.4. Le facteur pH

Le pH (potentiel hydrogéne) mesure le nombre de H+, c'est-a-dire le degré d’acidité d’une
solution. Les huiles essentielles qualité présente un pH voisin de 5, elles constituent donc des
solutions acide (AFSSAPS, 2008).

Dans notre travail, on a utilisé le papier pH pour déterminé le pH de deux H.Es.

1.2.5.L’analyse chromatographique

Les analyses chromatographiques de I’'HE d’Artemisia herba alba ont été effectuées sur un
chromatographe en phase gazeuse, équipé d'une colonne capillaire (30 m x 0,32 mm) avec une
épaisseur du film Polyéthyléne glycol de 0,25 um, d'un détecteur FID réglé a 260 °C et alimenté par
un mélange de gaz H2/Air et un injecteur split réglé a 275 °C. Le volume injecté est de 1 ul. Le gaz
utilisé est I'azote avec un debit de 1,7 ml/min. La température de la colonne est programmee de 50 a
250 °C a raison d’une montée de 4 °C/min et un palier de 5 minutes a la température finale.

L’appareille est de type AGC serie 600 piloté manuellement.
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Et D’analyse chromatographique de L’Eucalyptus globulus ont été effectué sur un
chromatographe en phase gazeuse La colonne utilisée est une colonne capillaire en silice fondue
et une couche de Polyéthyléne glycol de 30 m de longueur et de 0,32 mm de diamétre intérieur, le
gaz vecteur est I’azote( N2) avec une pression de 0,6 bar a I’entrée de I’injecteur, son débit est a
I’ordre de 1 ml/min, le détecteur est alimente par un mélange d H2 avec une pression d’entrée de
0,8 bar et d’air synthétique avec une pression d’entrée de 1 bar, la température de four a été
programmée au début a 50°C pendant 5min puis montée jusqu’a 200°C a raison de 4°C/min, la
température de 1’injecteur est de 220°C, la température de détecteur est de 230°C, le volume

injecté est de 1pl.

Photo 4: appareillage de la chromatographie en phase gazeuse
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1.3. L’activité antifongique

1.3.1. Culture des champignons dans I’infusoire
-Mettre la paille du blé dans un bol et ajouter I’eau distillée ; laisser quelques jours (4j-7j).
-Technique d’isolement :
La préparation des dilutions jusqu’a I’interprétation des résultats (Rapilly, 1968).
- On dépose un volume de 1ml de chaque dilution dans un boite de pétri et verser par-dessus le
milieu sabouraud, quand les maintient dans les conditions suivantes :

Température : ambiante 27°c.

Durée d’incubation : 4;.

1.3.2. Purification des échantillons

La purification des souches est effectuée par prélévement d’un hyphe terminal aprés culture en
boite de Pétri sur un milieu neuf. La souche est ensemencée au centre de la boite.

Le prélévement a lieu lorsque le développement de la souche est suffisant. L’étude approfondie

d’une souche est effectuée a partir d’une culture issue d’une seule spore (Guiraud, 1998).

1.3.3ldentification des souches de champignon

1.3.3.1. Etude des caracteres macroscopique des champignons
Les caracteres culturaux ainsi étudiés sont :
* Vitesse de croissance.
* Couleur des colonies et variation des couleurs en fonction du temps.
* Structure du thalle.
* Couleur de I’envers des colonies.
* Couleur et changement de couleur du milieu.
* Présence de gouttes de transpiration sur le mycélium aérien.

* Odeurs.

1.3.3.3. Etude des caracteres microscopiques

La détermination des moisissures fait appel aux caracteres morphologiques. Elle nécessite le
montage de préparations microscopiques, parfois une coloration du matériel a examiner et des

mesures micrométriques sont nécessaires (Botton et al., 1990).
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1.3.5. La méthode appliquée pour tester I’activité antifongique

- on a utilisé la technique des puits qu’est I'une des méthodes de diffusion en milieu solide, et
c’est la technique la plus utilisée et la plus simple pour évaluer 1’activité antifongique des huiles
essentielles.

On suive les étapes suivantes:

- Le milieu utilisé pour la culture des champignons c’est le milicu de Saboreaux traité par un
antibiotique.

- on coule 15 ml de milieu Saboreaux dans les boites de pétries, on laisse refroidir et solidifier,
et on étale 1 ml de suspension de culture fongique sur le milieu de culture, puis on réalise un
puits de 5mm au centre de chaque boite de pétrie.

-pour chaque souche de champignon, on utilise quatre boites, trois pour des déférentes doses de
I’H.E (1ul 3, 5.51pl, et 10.51pl) et la derniére comme témoin.

- Enfin les boites de pétries aprés une fermeture hermétique sont mises a une étuve de
température 25°C. Puis on suit, dans le temps, le développement des cultures en fonction de la
concentration en HE.

Le travail est appliqué sur les cinq souches fongiques obtenues dans 1’infusoire, 1’alternarai et le
penicillium, rhizopus - penicellomyces. penicillum. Toujours en présence du bec benzine, afin
d’éviter toute contamination. Cependant pour les cing souches fongiques, sont les souches
préparées dans un infusoire (des pailles et de I’eau). Le milieu utilisé est le saboreuax.

L’effet des H.Es sur la cible est appréci¢ par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du
diamétre d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible
ou résistante. Les mesures sont effectuées, la premiere aprés trois jours d'incubation et la

deuxieme apres sept jours et la troisieme apres dix jours.
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I.4. Evaluation d’activité antioxydante de deux plantes

1.4.1. Méthode appliquée (DPPH)

Pour tester 1’activité antioxydante des HES, nous avons utilisé la méthode au DPPH, dont le
DPPH est un radical libre, stable, qui posséde une bande d’absorbance a 517 nm, employé pour
¢évaluer ’activité antioxydante des composés pures ou de mélange complexe. Ce radical libre
présente une coloration violet foncé, lorsqu’il est piégé par les antioxydants, il apparait sous sa

forme réduite de couleur jaune pale.

N~ ~ T Antioxydant-OH + Antioxvdant-O’

Y N s NA
I NH
O:N : ,’! ? \.('NO: (:)-\: . J . NO.
DPPH (violet) DPPH (jaune)

La solution de DPPH est préparée par dissoudre de 1.2 mg de poudre de DPPH dans 50 ml de
méthanol.

Pour les H.Es et le vC, on prépare des solutions méres de concentration (1 mg/ml). Des dilutions
sont préparées a partir de cette solution.

Les préparations des dilutions de ces solutions sont réalisées par préparer 5 tubes dans chaque
tube 2 ml de DPPH, on ajoute 1ml de solution meére (HEs et vC) dans le premier tube, et on
prend 1 ml de premier tube et on met dans le deuxiéme, et on répete I’opération jusqu’a le
cinquiéme tube, a la fin on obtient 5 concentration.

On obtient les concentrations suivantes: 0.33 g/ml; 0.11g/ml; 0.03 g/ml; 0.01 g/ml, et
0.004g/ml.

Le pourcentage d’inhibition antiradicalaire est calculé a partir d’une solution témoin (ou

contréle)

1.4.2. Détermination du pourcentage d’inhibition
Selon Sharififar et al., (2007), I’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (1%) est

calculée de la maniére suivante :
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1% = (A blanc — A échantillon) x100/A blanc

A blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol).
A échantillon : Absorbance du composé d'essai.

Tous les essais ont été effectués en triple

I.5. Dosage des Protéines totales

Les protéines sont dosées par colorimétrie selon la méthode de Bradford (1976). Le principe de
la méthode est basé sur la fixation d’un colorant acide (bleu de coomassie) sur les protéines au
niveau de résidus basiques et aromatiques, cette fixation provoque un transfert de sa couleur qui
passe du rouge au bleu. Ce changement de coloration est mesuré a une longueur d’onde de

595nm par spectrophotometre (JENWAY 6400).

1.6. Dosage des lipides

Le taux de lipides est déterminé selon la méthode de Goldsworthy et al., (1972) qui utilise la
vanilline comme réactif et une solution mére de lipides a 2,5 mg/ml comme standard. Le dosage
est réalisé sur des prises aliquotes de 100 ul des extraits lipidiques ou de la gamme étalon
auxquelles on ajoute 1 ml d’acide sulfurique (96 %). Apres agitation et chauffage dans des bains
a sec a 100 °C pendant 10 mn, puis refroidissement, 200 pl sont repris auxquels sont ajoutés 2,5
ml de la réactive vanilline. Une fois agités et mis a 1’obscurité pendant 30 minutes, une
coloration rose se développe dont I’intensité est lue a une longueur d’onde de 530 nm par

spectrophotomeétre (JENWAY 3600).
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4 ml suspension de souche

Ultra-turax

+

1 mI TCA

Centrifugation 5000 rpm (10 min)

Surnggent

v

culot

Ether +chloroforme
(2 ml/1 ml)

Centrifugation 5000 rpm (10 min)

100 pl des extraits

1 ml d’acide sulfurique (96 %)

Agitation et chauffage a 100 °C (10 min)

200 pl extrait
2,5 ml de vanilline

Lue a la longueur d’onde de 530 nm
Goldsworthy et al., (1972)

1 ml NaOH +agitation

100p1 des extraits

4 ml de BBC

Lue a longueur d’onde
595 nm
Bradford (1976).

Figure 13: Principe de dosage des protéines et lipides totaux.
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Chapitre I
Reésultats et discussions

I11.1. Le rendement
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Le rendement des huiles essentielles extraites a été calculé en fonction de la matiére végétale
fraiche de la partie aérienne des plantes étudiées. De ce fait le rendement en huile essentielle
d’Artemisia herba alba a donné un taux de 0,19%. Cependant pour 1’eucalyptus globuluse a
marqué la valeur 0.48%.

Pour I’espeéce d’armoise, notre rendement est faible comparativement a celui de 18 provenances
d’armoise blanche en Tunisie (0,68 %-1,93 %) (Houari, 2009). Et de méme pour le rendement
d’armoise blanche qui a été notée en Espagne (0.41 % - 2.30 %) pour 16 échantillons de 4
provenances (Salido, 2004). Bien que pour 1’eucalyptus globuluse On remarque que notre
rendement est plus élevee que celui de la rose (0,1-0,35 %) et plus faible que celui de la menthe
poivrée (0,5-1 %), le néroli (0,5-1 %), I’anise (1-3 %), la lavande (0,8-2,8 %), le romarin (1-2,5
%) et le thym (2-2,75 %) (Edward et al. 1987). Cette différence de rendement entre les méme
especes peut étre attribuée a de nombreux facteurs : stade de croissance, conditions

pédoclimatiques et édaphiques de la région, technique d’extraction, etc..... (Fellah, 2006).

I1.2. Caracteéristiques physique et chimique des HEs

H.E/caractére pH IR m'.S,C'b'“te a densité couleur
I'éthanol
Armoise H.B 6 1.657 4/5 0.819 g/ml | Jaune pale
Eucalyptus 7 1.653 4/5 0.877 g/ml brun

Tableau 3 : caracteres physique et chimique des deux H.Es d’Artemisia herba alba et
Eucalyptus globulus.

Selon les critéres fournis par I’AFNOR les caractéristiques physiques et chimiques des HEs
obtenus sont sur les normes.

Pour le pH pour I’armoise blanche (pH= 6). L’Eucalyptus (pH= 7) ce pH est Probablement
élevé est ca peut étre due a la conservation ou la manipulation qui peuvent influencées le pH de
nos huiles essentielles.

Pour I’indice de réfraction, on a un enregistré un indice plus au moin élevé. A signalé que
I’indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpenes et en dérivés
oxygénés. Une forte teneur en monoterpenes donnera un indice élevé. Pour certains auteurs
(Kanko, 2004). En fin, la détermination des propriétés physico-chimiques est une étape
nécessaire mais demeure non suffisante pour caractériser I'HE. 1l sera donc primordial de

déterminer le profil chromatographique de I'essence aromatique.
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11.3. La chromatographie en phase gazeuse (CPG) des HEs

Les analyses chromatographiques des HE d’Artemisia herba alba ont révélé la présence de

soixante quatre composés volatils. La plante présente une grande variabilité chimique.
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Figure 14 : chromatogramme de I’HE d artemisia herba alba.
Tout ces variations au niveau de composé majoritaire attribuent a de nombreux facteurs : (stade
de croissance, conditions pédoclimatiques et édaphiques de la région, technique d’extraction
ect...). Pour | HE d’Eucalyptus globulus Les analyses chromatographiques ont révélé la présence
de soixante-dix composés volatils. De ce fait notre plante présente une grande variabilité

chimique.
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Figure 15 : chromatogramme de I’HE d’Eucalyptus globulus.

47




Les deux HEs étudié on une trés large variabilité chimique, qui lui donne un trés large intervalle

des activités biologique.

11.4. Teste de I’activité antifongique des deux HEs

11.4.1. Identification des souches

Apres la culture et I’isolement des souches fongique, on a trouvé cinq souches. L’identification
de ces souches fongique a été réalisées par M®'"® Baaziz Wided, au laboratoire de microbiologie,
ou on déterminé les genres.

- S1: Rhizopus : est un genre de moisissures communes qui se développent sous forme de
filaments dans  les sols, Il fait partie de I'ordre des Mucorales. Il produit a la fois des spores

sexuées et des spores asexuées.

Figure 16 : observation microscopique de Rhizopus (x400).
- S2 et S3 : penicillium spl et sp2 : Les Penicillium sont des champignons filamenteux, Le
conidiospore ramifi¢ posséde une forme ressemblant a celle d’un pinceau. Les conidies sont
disposées en longues chaines. Le thalle est vert ou blanc. Ce sont des champignons pour la
plupart trés communs dans I’environnement pouvant étre responsables de nombreuses

dégradations.

Figure 17 : observation microscopique de Penicillium (x400).
- S4: Alternaria : est le nom dun genre de champignons a reproduction asexuée
(Deutéromycetes). Ce genre renferme un grand nombre d'espéces (plus de soixante) parasites ou

saprophytes.
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Figure 18 : observation microscopique de [’Alternaria (x400).

- S5: Penicillomyces, sont des champignons imparfait généralement de couleur claire disposée en

tres longue chaines.

Figure 19 : observation microscopique de /’Penicillomyces(x400).

11.4.2. Evaluation de L’activité antifongique

Figure 20 : montrant I’effet du HE de /’Eucalyptus globulus sur le Penicillomyces.
A: le témoin ; B: dose 1 ; C : dose 2 ; D dose 3
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Figure 21 : montrant I’effet du HE de |’Artemisia herba alba sur le Rhizopus.
A: le témoin ; B: dose 1 ; C : dose 2 ; Dose 3

Les observations effectuées sur I’effet des H.Es d’Artemisia herba alba et I'Eucalyptus globulus

sur des souches fongique, sont représentées dans les tableaux (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13).

Tableau 4 : zone d’inhibition de HES d’Artemisia herba alba, (Rizopus sp.)

souches doses d'HE 3 jours 7 jours 10 jours
0 pL - - -
Rhizopus 3 pL 25 mm 15 mm 7.5 mm
5,5 UL 32 mm 21 mm 10 mm
10,5 pL + ++ 56 mm 23 mm
Tableau 5: zone d’inhibition de HES d’Eucalyptus globulus, (Rizopus sp).
souches doses d'HE 3 jours 7 jours 10 jours
0 pL - - -
Rhizopus 3 uL 10 mm 6 mm -
5,5 UL 13 mm 8 mm -
10,5 pL 36 mm 27.5 mm 16 mm
Tableau 6: zone d’inhibition de HES d’Artemisia herba alba, (Alternaria sp.)
souches doses d'HE 3 jours 7 jours 10 jours
0 puL - - -
Alternaria 3 L - - -
5,5 uL + - -
10,5 uL + + -
Tableau 7: zone d’inhibition de HES d’Eucalyptus globulus (Alternaria sp.)
souches doses d'HE 3 jours 7 jours 10 jours
O pL - - -
Alternaria 3 uL - - -
55 uL + - -
10,5 L + - -
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Tableau 8 : zone d’inhibition de HES d’Eucalyptus globulus (Penicilomyces sp.)

souches doses d'HE 3 jours 7 jours 10 jours
0pL - - -

Penicilomyces 3 uL 15 mm 9.3 mm 7.5 mm

5,5 UL 14 mm 11 mm 9.5mm

10,5 pL 18 mm 14 mm 11 mm

Tableau 9 : zone d’inhibition de HES d’Artemisia herba alba, (Penicillomyces sp.)

souches doses d'HE 3 jours 7 jours 10 jours
0 uL - - -
Penicilomyces 3 uL 20 mm 11 mm 8.5 mm
5,5 UL 19 mm 11.5 9 mm
10,5 pL 32 mm 12.5 mm 10 mm
Tableau 10 : zone d’inhibition de HES, d’Artemisia herba alba (Penicillium sp I.)
souches doses d'HE 3 jours 7 jours 10 jours
témoin - - -
Penicillium 3 uL 6 mm - -
| 9,5 UL 8 mm - -
10,5 uL 15 mm 10 mm -
Tableau 11 : zone d’inhibition de HES d 'Eucalyptus globulus, (Penicillium sp I).
souches doses d'HE 3 jours 7 jours 10 jours
0 puL - - -
Penicillium 3 uL 12 mm - -
| 9,5 UL 10 mm - -
10,5 uL 12 mm - -
Tableau 12 : zone d’inhibition de HES, d’Artemisia herba alba (Penicillium sp I1).
souches doses d'HE 3 jours 7 jours 10 jours
0 puL - - -
Penicillium 3 uL 11mm 8 mm -
11 5,5 UL 14 mm 9 mm 6 mm
10,5 uL 13 mm 9 mm 6.5 mm

Tableau 13 : zone d’inhibition de HES d’Eucalyptus globulus, (Penicillium sp 11.)

souches doses d'HE 3 jours 7 jours 10 jours
0 pL - - -
Penicillium 3pL - - -
1 55 uL - - -
10,5 uL 14 mm 12 mm -
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Le test antifongique des huiles essentielles montrent que parmi les souches étudiés le Rhizopus et
le penicillomyces sont les plus influencés en suite le penicillium Il puis le penicillium 1, et enfin
I'Alternaria. Ou I'effet des doses des HEs est aussi trés clair. Parmi les deux HEs, I'efficacité de
I'nuile essentielle d’Armoise est relativement plus élevée.

Selon ces résultats on peut classer les souches fongiques testées en trois groupes :

1- deux souches sensibles : sont le Rhizopus et Penicillomyces.

2- deux souches peu sensibles : sont le penicillium | et le penicillium.

3- une souche reésistante : c’est I’Alternaria.

L’étude de I’activité antifongique des HES d’Artemisia herba albaet et d’Eucalyptus globulus
sur les souches fongique de Rhizopus et Penicillomyces, penicillium | et le penicilliume 11 et
I’Alternaria par la méthode de puis en milieu solide a révélé que les H.Es des deux plantes
possedent une remarquable activité antifongique relativement qui se différe selon les deux HEs
et aussi selon la souche testé, cette activité antifongique liée a la richesse de ces huiles en
composés bioactifs largement répandus dans les plantes médicinales. Mais les résulta révelent

qu'il y a des souches fongique résistantes a ces HEs comme celle de I'Alternaria.

IL.5. L’activité antioxydante des ’HEs

Nous avons choisi la méthode DPPH en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de sa
reproductibilité, mais aussi parce que les mesures ICso exprimées en mg/mL sont comparables entre

elles et non pas seulement a celle d’une référence. (El kalamouni, 2010)

concentration de vC | DO Reépétitionl | DO Répétitionll | DO répétitionlll | moyenne |% d'inhibition
Cl 0,351 0,341 0.349 0.347 40.48%
C2 0,493 0,473 0.480 0.482 17.32%
C3 0.534 0,523 0.525 0.527 9.60%
C4 0,563 0,548 0.558 0.556 4.63%
C5 0.575 0,573 0.574 0.574 1.54%

Tableau 13 : le pourcentage d’inhibition antioxydante de I’HE d’Artemisia h.a

concentration de vC | DO Reépétitionl | DO Répétitionll | DO répétitionlll | moyenne |% d'inhibition
Cl 0,374 0,365 0.366 0.368 36.37%
C2 0,492 0,474 0.485 0.483 17.15%
C3 0.536 0,535 0.535 0.535 8.20%
C4 0,550 0,548 0.549 0.549 5.83%
C5 0.577 0,576 0.578 0.577 1.02%

Tableau 14 : le pourcentage d’inhibition antioxydante de I’'HE d 'Eucalyptus globulus.
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concentration de vC [ DO Répétitionl | DO Répétitionll | DO répétitionlll | moyenne [% d'inhibition
Cl 0,007 0,004 0,005 0.0053 99%
C2 0,263 0,265 0,256 0.262 55%
C3 0,471 0,483 0,481 0.478 18%
C4 0,552 0,547 0,546 0.548 6%
C5 0,579 0,565 0,568 0.571 2%

Tableau 15 : le pourcentage d’inhibition antioxydante de vitamine C

La diminution de 1’absorbance du radical DPPH est expliquée par sa réduction en présence des

extraits des HES. D’une maniére générale, les deux HEs ont provoquées une diminution plus ou

moins importante de 1’absorbance a 515nm selon les doses étudiées. Pour mieux caractériser le

pouvoir antioxydant, nous avons introduit le paramétre d’IC50 :

- Le calcul d’IC50 : il définit la concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50%

du DPPH en solution. Les valeurs de IC50 des deux espéeces ont été estimées en utilisant la

courbe de régression linéaire : y=ax + b Ouy = 50% (pourcentage de réduction de DPPH) et

X : IC50 (la concentration en extrait et de I’acide ascorbique)
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Figure 22 : Evolution d’activité antioxydante en fonction de différentes concentrations de I’H.E

d’Artemisia h.a
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Figure 24 : Evolution d’activité antioxydante en fonction de différentes concentrations de
vitamine C.

Les figures 15, 16, 17, représentent la variation du pouvoir antioxydant en fonction de la
concentration des huiles essentielles, ainsi que de celle du vC. Nous avons remarqué qu’il n’y a
aucune différence d’effet antioxydant entre les trois échantillons pour la concentration 0.004
mg/ml, a partir de 0,03 mg/ml, par contre nous avons remarqué une différence entre le vC et les

deux huiles d’Atemisia h.a et I’Eucalyptus globulus.

L’extrait IC50 (mg/ml)
H.E d’artemisia h.a. 0.42
H.E d’eucalyptus g. 0.47
Acide ascorbique 0.15

Tableau 16 : Valeurs des IC50 des HE.s d’Artemisia h.a et d’Eucalyptus g.
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L’acide ascorbique (vitamine C) est un antioxydant standard utilisé a des fins comparatives. Il a
montré une activité antiradicalaire tres puissante avec 1C50 de 1’ordre de 0,15mg/ml. D’apreés le
(tableau 16), il semble que les huiles essentielle d’Artemisia herba alba et /’Eucalyptus globulus
ont une activité antioxydante, mais elle est moins efficace que celle de la vitamine C, et que ’'HE
de [’Artemisia herba alba a une activité antioxydante plus au moins supérieure a celle
d’Eucalyptus globulus.

Malgré que I’activité antioxydante des huiles essentielles testés considére faible devant celle de
vC, mais elle reste considerable. Ce pouvoir antioxdant due a la richesse en composes
phénoliques ou Les groupements hydroxyle dans les composés phénoliques peuvent servir
comme donneur d’électron. Et des monoterpénes oxygénés et aussi des monoterpenes
hydrocarbonés. Et précisément les flavonoides qui sont, reconnus comme d’excellents
antioxydants (Bruneton, 1999).

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
(Richard, 1992).

11.6. Le dosage de protéine

Plusieurs auteurs ont montrés que les microorganismes sont capables de synthétiser une
multitude de protéines et d’enzymes spécifiques a la détoxification leur permettant de maintenir
a un niveau suffisamment bas les concentrations intracellulaires de polluant. De nombreuses
études confirment le r6le des protéines du stress chez les microorganismes (Piccini et al, 1994 ;
Masaya et al , 2002 ; Redouan- Salah , 2004 ).

Le BBC est un pigment existe sous forme cationique, neutre et anionique. Sa longueur d'onde
d'absorbance maximale est 465 nm. Le pigment forme un complexe avec les protéines, sa
structure est modifiée par cette interaction et sa longueur d'onde d'absorbance maximale est
déplacée de 465 a 595 nm. La valeur d’absorbance dépond de la concentration de protéine de la
suspension porale. On a choisi les deux souches qui ont présenté une sensibilité vis-a-vis les
huiles essentielles étudiées (d apres les résultats des activités antifongiques) qui sont le Rhizopus

et Penicillomyces.
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Figure 25 : Evolution du taux de protéines totales en fonction des concentrations
Des HEs d’Armoise et I’Eucalyptus, (penicellomyces).
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Figure26 : Evolution du taux de protéines totales en fonction des concentrations
Des HEs d’Armoise et I’Eucalyptus, (Rhizopus).

Les variations des taux de protéines totales obtenues apres 15 jours de traitement sont
représentées dans les histogrammes (Figure 17 et 18). On constate que le taux de protéines chez
les traités tend a diminuer de maniere dose —dépendante d une fagon descendante et significative
(p<0.001) par rapport au témoin, il est de 4,25 pg /mg avec la dose 3 uL et atteint la valeur de
2,32 pg/ mg avec la dose 10,5 pl des huiles essentielles de 1’armoise blanche et ca pour le genre
Rhizopus. Tout de méme Pour le genre penicellomyces qui a marqué les valeurs 4,89, 4,61 et
3,62 ave les doses 3 pl, 5,5 pl et 10,5 pl respectivement.
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Pour les taux de protéines des suspensions sporale des champignons traités par les huiles
essentielles extraites d eucalyptus. D apres les histogrammes (Figure 17 et 18) on remarque il y
a des variations remarquables sur les taux des protéines totales entre le témoin et les traités.

En effet ce taux passe de 1.85ug/mg chez les traités avec la dose elevée 10.5ul de H.E d’armoise
a la valeur 2.32ug/mg pour les traités avec la faible dose .chez les traités par 10.5ul de H.E
d’Eucalyptus et le témoin avec 6.43ug/mg, pour la souche de Rhizopus.

Et pour la souche de Penicellomyces le taux de protéine passe de 2.6 pg/mg pour les traités par
10ul de I’H.E de I’Armoise et 3.52ug/mg pour les traités par 10ul de ’'H.E ‘Eucalyptus, a
6.13ug/mg pour les témoins. Les concentrations des protéines sont inversement proportionnelles
avec les concentrations des HEs. Ces études révélent aussi que les protéines sont plus influencées
par ’'H.E de I’Armoise que celle d’Eucalyptus et 1'effet des doses semble plus clair. Ces résultats
sont compatibles avec les résultats obtenus au test antifongique, ou I’activité anti fongique

d’Armoise est plus fore que celle d’Ecalyptus.

L'influence des doses des HEs d’artemisia herba alba et d’Eucalyptus globulus sur les protéines
des champignons est trés clair, ¢a prouve le pouvoir antioxydant de ces HEs, et la présence des

composeés capable de dénaturer et dégrader les protéines.

Les composés terpéniques des huiles essentielles et plus précisément leurs groupements
fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires
(protéines) et dégradent la membrane plasmique des champignons (Giordani et Kaloustian,
2006).

La teneur en protéines solubles totales est un test souvent utilisé pour mettre en évidence un
stress chez un bioindicateur. En effet, lorsque les contraintes environnementales (stress hydrique,
thermique, oxydant, exposition a une pollution, infection par des agents pathogénes...) sont

fortes, la plupart des protéines subit une dénaturation (John et al., 2009).

11.7. Le dosage des lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiées de
I’attaque par le radical OH, réaction appelée la peroxydation lipidique (Lee et al., 2006 ; Ré et
al., 2005). L’attaque des phospholipides membranaires modifient la fluidité la perméabilité de la
membrane, aboutissant a la désorganisation compléte de la membrane, et altérant de ce fait le
disfonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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Figure 28 : Evolution du taux de lipides totales en fonction des concentrations
Des HEs d’Armoise et I’Eucalyptus, (Rhizopus).
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Figure 29: Evolution du taux de lipides totales en fonction des concentrations
Des HEs d’Armoise et I’Eucalyptus, (Penicellomyces).

Les figures 22 et 23 illustrent les variations du taux de lipides en fonction des différentes
concentrations étudiées pour les HEs d’Armoise et 1’Eucalyptus. Dés le traitement par la plus
faible concentration (3ul), nous enregistrons une diminution considérable du taux de lipides par
rapport au témoin, et on remarque une autre fois que I’HE de I’armoise a 1a fort effet par rapport
au I’HE de I’Eucalyptus. Et que cet effet dépond la dose utilisé.

Les études de dosage de protéine et de lipide considéré comme des référence sur les effets
toxique des HEs étudiés, car les constituants des cellules du monde vivant sont presque les méme

(protéine, glucide, lipide, ...), avec des pourcentages différents.
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CONCLUSION GENERAL

La disparition de nombreuses substances actives de synthése en protection des cultures a
entrainé un regain d’intérét pour les substances d’origine naturelle.

En parallele a ces disparitions, le contexte réglementaire incite fortement a développer
I’utilisation des méthodes alternatives a la lutte chimique : directive cadre sur 1’utilisation
durable des pesticides, réglement 1107/2009 sur la mise en marche des produits phytosanitaires,
plan Ecophyto 2018. Parmi ces méthodes, on peut citer ’emploi de bio-pesticides et en
particulier des huiles essentielles.

De ce fait Un autre secteur a vu la lumiére ces dernieres années c est les biopesticides a
base des HES

Bien qu’accessibles a tous, les huiles essentielles peuvent représenter certains dangers et
malgré leur image de produits naturels elles ne sont pas dépourvues de toxicité. En effet, les
chercheurs signalent chaque année des problémes de sant¢ dus a l’utilisation des huiles
essentielles.

Les effets biologiques bénéfiques des composés volatils (huiles essentielles) est bien
étudiés par rapport aux effets toxiques pour cela on a basé dans ce modeste travail sur
I’évaluation de la toxicité des huiles essentielles et de mieux comprendre les réponses
biologiques induites suite a ’ajout des huiles essentielles a | échéle des microorganismes.

La croissance constitue avec la reproduction et la survie les criteres de base qui peuvent
faire d'un organisme un modele d’étude en écotoxicologie (Flammarion et Péry, 2004).

L’accroissement des micro-organismes peut étre quantifié par une augmentation de la
taille, du poids ou du nombre. Néanmoins, il existe plusieurs agents limitants. Le facteur limitant
est celui qui conditionne la vitesse ou I'amplitude d'un phénomeéne qui dépend de plusieurs autres
parameétres (Liebig, 1844).

Généralement, les facteurs écologiques sont utilisés pour décrire, analyser ou modeler
une fonction physiologique d'un organisme biologique. Parmi ces derniers nous on peut citer les
facteurs abiotiques (physico-chimiques et pollutions) qui ont des effets directs et rapides sur le
développement des organismes vivants (Wehner et Gehring, 1999 ; Branger et al., 2007). Ce
pendant, La compréhension des effets produits par les parametres conditionnant la croissance
d'une espéce donnée semble étre primordiale pour son utilisation expérimentale en
écotoxicologie (Schopfer, 1935 ; Ershov et al, 1999).

Le présent travail est consacré a la détermination du rendement, de la composition

chimique et des propriétés antioxydante et antifongique de I’huile essentielle extraite de
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I’ Artemisia heba alba récoltée dans la région Oued Athmnia (djebel grouz) en Mars 2014, et
I’Ecalyptus globulus récoltée dans la zone de Constantine en moins de Avril 2014 .

Le rendement moyen en huile essentielle est 0,19 % pour I’Artemisia heba alba, et de
048% pour I’Eucalyptus globulus. Les tests de qualité confirmeent une qualité acceptable pour
les huiles axtractés. Et Les analyses chimiques, par CPG montre la présence de grande variabilité
chimique pour les deux HEs.

En plus, dans cette étude, montrent que I’huile essentielle d’Artemisia herba alba et
d’Ecalyptus globulus présente, in vitro, une activité antioxydante remarquable et une activité
inhibitrice importante sur quatre souches des champignons testés parmi cing. Les performances
antioxydante et antifongique mises en évidence méritent d’étre étudier avec plus de détails afin
d’envisager des perspectives d’application de cette essence comme agent de bioconservation.

Et les testes de dosage de lipides et de protéines donnent une idée sur I’effet toxique des HEs. Ou

I’effet de ces huiles peut étre le méme sur une cellule humain.
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Annexe

RhizoDUS Absorbance | Absorbance | Absorbance | Absorbance
P (dosel) (dose2) (dose3) (témoin)
échantillon
traité par 4.25 pg/mg 2.96 pg/mg 2.32 pg/mg | 6.43 ng/mg
d'Eucalyptus G
Echantillon
traité par 3.12 ng/mg 2.32 ng/mg | 1.85pnug/mg | 6.43 pg/mg
d'Armoise H.B
Tableau : taux de protéine rhizopus
Taux de Taux de Taux de Taux de
Paecilomyces protéine protéine protéine protéine
(dosel) (dose2) (dose3) (témoin)
Echantillon
traité par 401 pg/mg | 3.29 pg/mg | 2.60 pg/mg | 6.13 pg/mg
d'Armoise H.B
échantillon
traité par 489 pg/mg | 4.61 pg/mg | 3.52 pg/mg | 6.13 pg/mg
d'Eucalyptus G
Tableau : taux de protéine Paecilomyces
Taux des Taux des Taux des Taux des
Rhizopus lipides lipides lipides lipides
(dosel) (dose2) (dose3) (témoin)
Echantillon
traité par
d"Eucalyptus G 2.10 pg/mg 1.83 ng/mg 1.56 pg/mg | 2.13 pg/mg
Echantillon
traité par 1.93 pg/mg 1.76 png/mg | 1.43 pg/mg | 2.13 pg/mg
d'Armoise H.B

Tableau : taux de lipides Rhizopus
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) Absorbance | Absorbance | Absorbance
Paecilomyces

Absorbance

(dosel) (dose2) (dose3) (témoin)
Echantillon
traité par
d'Armoise H.B 1.26 pg/mg 1.06 pg/mg | 0.78 pg/mg | 1.53 pg/mg
échantillon
traité par 1.38 pg/mg 1.13 pg/mg | 1.10 pg/mg | 1.53 pg/mg
d'Eucalyptus G

Tableau : taux de lipides Paecilomyces

Milieu de culture

GELOSE SABOURAUD
Neopeptone ................. 10g
Glucose.......cceevvvinnnnn. 20g

pH final 7,0

Lactophénol

Phénol pur cristallisé...............c..cooeoiii 20g
Acide lactique.........coovviiiiiiiiii 20g
Glycerine. ........ooevviiiiiiiiiiiiie 40g
Eaudistillée............oooooiiiii 20ml
A conserver en flacon coloré a 1’abri de la lumiére.
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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité antioxydante et 1’activité antifongique des huiles
essentielles extraie de la partie aérienne d’Artemisia heba alba et Eucalyptus globulus, des
plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle de 1’ Algérie. L’activité antioxydante a été
évaluée en utilisant les tests de DPPH. Dans un premier temps, les deux huile essentielles sont
obtenus par hydrodistillation, par un appareil de type Clavenger. Le rendement d’Artemisia heba
alba et Eucalyptus globulus est 0.19% et 0.48% respectivement. L’analyse chromatographique
montre une grande variabilité au niveau de la composition chimique. Par ailleurs, les deux
extraits ont montré une tres forte activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH. De plus.
L’effet antifongique des deux H.Es a été évalué par la méthode des puits, test de diffusion en
milieu solide de cing souches des champignons. Les résultats révélent que les deux extrait ont
exercé un effet antifongique considérable ; les souches testés sont classées comme sensible pour
le Rhizopus et Penicellomyces, et peu sensible qui sont le penicillium | et 11, et résistante dans le
cas de I’Alternaria. Un teste sur le taux de protéine total et de lipide des souches traitées par les
H.Es réveéle une trés grande influence sur les protéines et ca confirme que les deux H.Es sont
toxique a des grandes doses. Et comme conclusion, les H.Es d’Artemisia heba alba et Eucalyptus

globulus possedent une excellente activité antioxydante et un effet antifongique considérable.

Mots clés: huile essentielle, Artemisia herba alba, Eucalyptus globulus, antioxydante,
antifongique.

74



Leilall
Lalal) @il paldd) il jhill sliaal) g 5awsHU Baliaal) JaLiil) ani oa A yall oy (pe Ciagdl OS
L g« Eucalyptus globulus («sidl<li s Artemisia herba alba gmdll 4l s¢dl £13aY) (e daliiical)
JLEA aladiuly 3ansU aliaal) Jldil) anli ai | i) Jad) 8 Apaatial) 4 9a¥) A daddiieial) pdall clilball) (e
" hydrodistillation" Jislly bl Gk 8 dawbal) @gdl paddiu) & Al A DPPH
A g Nl Ao 70.48 9 70.19 O ey padd) il g3 Clavenger S Jlexiul
Cigasl) ol ciyglil (i o bdle | cpaliivual) i3l bkl S 31 61 B E gilag SN il
OF Omaliiually Galdl) ciby yhill slaal) SY) auli o3 LS DPPH Jsda 4galga B 5 S 308 Luula)
gl il kil (e ¥ guad Ao Ll G al g qla IR dug (B g e B L dd Gk
A Ambua )3 pidiall L) bl Al gty ghadll dlaa Bgale pilE Al Cualiiiol) NS o gl
. Alternaria & 4agta s 9 ¢ [1 5 | penicillium 4sslws J8 9 ¢ Penicelomycess Rhizopus
Ol Ao LSl Y Al g 3l dallaal) c¥Bll G pall g gl (e Jana (Ao JLEAY) Lids
Ciga ) A Al pdgd padAGUS 5 Adlall cle ol A dsand) (he (s ghn 4pal G 3 DS () My Glldg
slaal) LLEL Gady L b A 3 kes Artemisia herba alba, Eucalyptus globulus ¢x JS dsabad)
(i phaill slidae Jgia il Lgd g BacsS

Artemisia herba alba, ,clbidedll Claldae BawsY) claliaa ,B_y...u‘ﬂ < g ) :@’JGAJ\ Cilalsl)

Eucalyptus globulus

75



