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RESUME

Face au risque sur la biodiversité et sur la santé¢ humaine, que représente 1’utilisation des
pesticides de synthese et a ’apparition constante de souches résistantes, les produits naturels
paraissent présenter plusieurs avantages, et représentent une alternative intéressante a plus
d’un titre. C’est dans cette optique que nous nous sommes intéress¢ a certaines plantes, dans
une ¢tude comparative de 1’activité antimicrobienne, de leurs extraits et huiles essentielles, il
s’agit de : cinq Asteraceae : Artemisia herba alba, Inula viscosa, Chamaemelum fuscatum,
Calendula arvensis et Saussurea lappa. Une Fabaceae : Retama raetam. Une Myrtaceae :

Myrtus communis. Et une Rhamnaceae : Ziziphus jujuba.

Mots clé : Plantes aromatiques et médicinales, huiles essentielles, extraits de plantes,

activité antimicrobienne.
ABSTRACT

Given the risk to biodiversity and human health posed by the use of synthetic pesticides
and the constant emergence of resistant strains, natural products appear to have several
advantages, and represent an attractive alternative. It is in this light that we are interested in
certain plants, in a comparative study of antimicrobial activity, their extracts and essential
oils, it is: five Asteraceae: Artemisia herba alba, Inula viscosa, Chamaemelum fuscatum
Calendula arvensis and Saussurea lappa. A Fabaceae: Retama raetam. A Myrtaceae: Myrtus

communis. And Rhamnaceae: Ziziphus jujuba.

Keywords: Aromatic and medicinal plants, essential oils, plant extracts, antimicrobial

activity.
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Introduction générale

Introduction générale :

Suite a I’augmentation de la population mondiale et face au dilemme de pouvoir nourrir
un nombre d’habitants de plus en plus important, I’agriculture n’a cessé de s’intensifier,
notamment dans les pays développés, amenant ainsi les agriculteurs a essayer de produire
toujours davantage, ce qui a engendré une utilisation massive de pesticides de tous genres,
tous azimuts, afin d’augmenter les rendements et protéger les cultures et les produits

agricoles, contre les bio-agresseurs.

Cette omniprésence des pesticides n’a pas été sans conséquence, elle a finie par polluer,
I’air, le sol, les eaux et menace la santé de ceux-la méme dont ils étaient sensé améliorer
I’alimentation, sur un double plan, quantitatif et qualitatif, d’une part, et d’autre part, elle a
contribuée a appauvrir la biodiversité, de part leur effet non sélectif, en ayant un impact
collatéral, sur la faune et la flore terrestre et marine « utile ». Pour preuve, nous pouvons citer
I’exemple de la diminution dramatique des populations d’abeilles -causée notamment par les
néonicotinoides- dont le manque a gagner du service qu’elles rendent dans la pollinisation,
représente un colt difficile a supporter pour I’agriculture, si on venait a se passer de cet

insecte butineur par excellence ; les exemples sont nombreux, le risque avéré.

Pour pallier a tous ces problémes, les scientifiques se sont penchés sur des moyens de
lutte, plus « respectueux » de I’environnement, la lutte biologique était née, mettant en jeu, les
relations antagoniques entre différents organismes, I’agent de lutte est ainsi appelé

« auxiliaire ».

Mais tres vite, ces moyens pourtant tres prometteurs, ont montré leurs limites sur le
terrain, tant leurs applications étaient tributaire de plusieurs facteurs extrinséques limitant, les
résultats escomptés ont alors eté moins spectaculaires et surtout moins rentables que ceux

obtenus avec les moyens « conventionnels ».

Depuis quelques années, un nouvel axe de la lutte biologique c’est ouvert et semble plus
a méme de satisfaire les besoins, non encore atteints, qui réside dans I’utilisation de produits
naturels, issus du métabolisme secondaire des plantes, notamment les plantes aromatiques et
medicinales, ou encore de microorganismes endophytes ou mycorhiziens de ces derniéres, qui

produisent aussi des molécules bio-actives d’intérét pour des domaines tels que la médecine,
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I’industrie pharmaceutique, I’agroalimentaire, ainsi que I’agriculture ; ouvrant ainsi une

nouvelle ére, notamment pour I’agriculture, I’ere des bio-pesticides.

C’est dans cette perspective que nous nous sommes intéressés a quelques plantes, dont
leurs extraits pourraient éventuellement, avoir des effets antagoniques, vis-a-vis de certains

microorganismes phytopathogenes, d’importance économique avérée.
Cette étude comportera pour cela, quatre volets, a savoir :

- La production d’une huile essentielle et d’extraits hydroalcooliques de deux plantes
steppiques d’importance écologique, I’une étant une plante pastorale par excellence,
qui est I’armoise blanche (Artemisis herba alba), I’autre étant une plante fixatrice de
dunes (Retama raetam).

- L’évaluation in vitro de I’activité antimicrobienne de ces extraits et huile produits,
ainsi que sept autres extraits et huiles, fournis dans le cadre d’autres études, touchant
d’autres aspects de bio-activité.

- La sélection des meilleurs extraits et huiles essentielles et recherche des
concentrations minimales inhibitrice de croissance microbienne.

- Des essais de quelques combinaisons d’extraits et d’huiles essentielles, en vu de

I’optimisation de I’effet antimicrobien.
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I- Les plantes aromatiques et médicinales :

Les plantes aromatiques et médicinales (P.A.M.) est une appellation donnée aux plantes
culinaires, ayant la faculté de servir de condiment, d’épice et de fagon générale les aromates
d’ou le qualificatif, plantes aromatiques ; et aux plantes ayant un ou plusieurs principes actifs

qui leur conférent un pouvoir thérapeutique (plantes médicinales).

Les P.AM. sont d’une importance considérable, notamment celles des zones
désertiques. En effet, en raison des différents stress et perturbations qu’elles subissent dans
leur environnement, ces plantes synthétisent différentes substances bioactives ayant des
propriétés médicinales et un fort potentiel nutraceutique, elles constituent a cet effet une

source précieuse de nouveaux composés fonctionnels. (Neffati et Sghaier, 2004).

De nos jours entre 20000 et 25000 plantes sont utilisées dans la pharmacopée humaine.
75% des médicaments ont une origine végétale et 25% d’entre eux contiennent au moins une

molécule active d’origine végétale. (Adossides, 2003).

D’apres ce méme auteur, I’exploitation des ressources naturelle et notamment du monde

végétal est encore capitale a I’heure actuelle, elle est réalisée par :

- L’étude chimiotaxonomique, qui consiste a rechercher des catégories de molécules
dans les plantes en fonction de leur appartenance botanique.

- L’étude éthnopharmacologique qui consiste & recueillir des renseignements sur
I’utilisation des plantes aupres des populations ayant gardé un savoir faire ancestral.

- L’étude pharmacologique caractérisée par 1’observation du comportement des
plantes dans leur environnement naturel, les interactions plantes-plantes
(allélopathie), plantes-microorganismes, plantes-insectes, plantes-animaux, qui sont
associées a des signaux chimiques ou a I’apanage du métabolisme secondaire des

plantes.
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- Le métabolisme secondaire des plantes :
11-1 Généralités :

Nous connaissons actuellement plus 250 000 espéces végétales. Celles-ci produisent un
large éventail de substances chimiques de structures variées. Parmi elles, nous distinguons

classiquement les métabolites primaires et les métabolites secondaires (Vu T.D., 2008)

Outre le métabolisme primaire, les végétaux ont donc cette particularité de présenter un
important métabolisme secondaire, ils synthétisent une profusion de substances chimiques,
qui sont souvent spécifiques d’un groupe taxonomique particulier. Ces métabolites
secondaires, sont soit des produits terminaux ou de déchet du métabolisme, soit des
substances de réserve manifestant une métabolisation réorientée ; ils trouvent leur origine

dans des produits du métabolisme des glucides, des lipides et des acides aminés (Richter,

1993)

Contrairement aux glucides, aux protéines, aux acides nucléiques et aux lipides, les
métabolites secondaires ne sont pas essentiels a la croissance et au développement de base des
plantes, mais ils jouent un role important dans leur survie en fournissant une protection contre
les herbivores et contre les maladies ; il existe trois catégories principales de métabolites
secondaires : les composés phénoliques, les terpénoides et les alcaloides (Nabors, 2008 ;

Abderrazak et Jo€l, 2007).

Cela dit, méme si ces métabolites n’arborent pas un role « essentiel », ils permettent au
végétal, d’aprés Meyer et al. 2008, d’étre en relation constante avec son environnement, en
recevant, émettant ou échangeant des signaux afin de moduler son développement vers une
exploitation efficace des ressources de son milieu. Le végétal protege et défend ses surfaces
d’échanges, vitales pour sa nutrition et sa reproduction, grace aux métabolites secondaires ; il
utilise aussi la mobilité des animaux au cours de sa reproduction, en attirant pollinisateurs et
disséminateurs grace aux métabolites secondaires, conférant couleur, parfum ou saveur. Enfin
il augmente ses performances, en attirant des symbiotes ou en €éliminant des concurrents a

I’aide d’un dialogue chimique dont les répliques sont encore des métabolites secondaires.

D’apres Guignard 2000, la distinction entre métabolites primaires et secondaires n’a
rien d’absolue, car des composés appartenant & une méme classe chimique comme les
caroténoides se rangent a la fois parmi les premiers (caroténoides des « antennes » des

chloroplastes) et les seconds (caroténoides a fonction de colorant des fleurs et des fruits) ; le

5
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role d’écran anti UV B du noyau des flavonoides, lequel conditionne I’habitat terrestre,
correspond a une fonction du métabolisme primaire, en revanche la variété des flavonoides,

différentes d’une espéce a une autre, est bien un caracteére de métabolites secondaires.

Dans le méme ordre d’idée, Gravot 2008, site la lignine comme un composé
extrémement fréquent chez les plantes et clairement indispensable pour la plupart a leur
croissance et développement, elle est cependant considérée parmi les métabolites secondaires,
les caroténoides sont aussi traités souvent en tant que tel, alors que certains sont notoirement

impliqués dans la photosynthése.

Il est a noter que les métabolites secondaires s’accumulent fréquemment a des
emplacements différents de leur lieu de synthése, par exemple la nicotine est synthétisée au
niveau des racines, puis elle migre vers le feuillage (Guignard, 2000). Ce sont des molécules
organiques complexes, synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes

autotrophes (Abderrazak et Joé€l, 2007).

Toutefois, certains métabolites secondaires sont solubles dans 1’eau, tels que la plus part
des alcaloides, les anthocyanes, ainsi que certains tanins faiblement polymérisés, ils
s’accumulent dans les vacuoles, d’autres y sont insolubles, c’est le cas des dérivés
phénoliques, des terpénes... etc., ils peuvent alors se fixer sur la paroi squelettique dont ils
renforcent I’imputrescibilité, mais généralement la plante développe des organes spécialisés

de synthése et de stockage qui forment un appareil sécréteur (Guignard, 2000).

D’apres le méme auteur, les métabolites secondaires sont souvent capables d’étre
métabolisés a nouveau sous des formes dérivées, exemple de la caféine qui, lors de la

maturation des fruits est en partie réutilisée dans la synthése d’aminoacides.

La figure suivante, illustre les différentes relations qu’entretien une plante avec son

environnement, grace aux métabolites secondaires.
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Fig. 01 : Place des métabolites secondaires dans les relations du végétal avec I’environnement

11-2 Les métabolites secondaires :

La figure suivante, tente un apergu général et une classification non exhaustifs, des

métabolites secondaires.
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Fig. 02 : Apergu général des métabolites secondaires
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1- Les polyphénols :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un
cycle aromatique, portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide ; ils
sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,

pollens, fruits, graines et bois) (Boizot et Charpentier, 2006).

C’est un groupe de nombreux composés carbonés cycliques dont la structure ne contient
pas d’azote, ils sont produits principalement a partir des acides aminés, phénylalanine et
tyrosine ; environ 40% du carbone circulant dans la biosphére, se présente sous forme de
composés phénoliques, que 1’on trouve dans les parois cellulaires et dans les vacuoles des

cellules qui les produisent (Nabors, 2008).

Les polyphénols sont divisés en plusieurs classes, en fonction du nombre de cycles
phénoliques qu’ils contiennent, ainsi que des différentes structures formées par les liaisons de
ces cycles les uns aux autres; les principaux groupes sont: les flavonoides, les acides

phénoliques, les alcools phénoliques, les stilbénes et les lignanes (D’ Archivio, 2007).

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues parmi lesquelles, 4000
flavonoides, qui représente le groupe le plus important en terme de nombre (Cheynier, 2005 ;

Rong, 2010).

Les composés phénoliques sont responsables de la majeure partie des caractéristiques
organoleptiques des aliments et boissons d’origine végétale ; ce sont des composés trés
réactifs et de bons substrats pour différentes enzymes, y compris les polyphénoloxydases, les
peroxydases, les estérases et glycosidases. Ils subissent de nombreuses réactions
enzymatiques et chimiques en post-récolte et durant le stockage de la nourriture et de la

transformation (Cheynier, 2005).

Le tableau suivant illustre les principales classes de composés phénoliques.
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Tableau 01. Les principales classes de composés phénoliques

SC(;L;EIS;? Classe Exemple Origine (exemple)
Ce Phénol simples Catéchol
Cs-Cy Acides hydrobenzoiques p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
Co-C; Acides hydroxycinnamiques | Acides caféique, férulique, | Pomme de terre, pomme
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
Cs-Cy4 Naphtoquinones Juglone Noix
Cs-C,-Cs | Stilbénes Resveratrol Vigne
Cs-C5-C¢ | Flavonoides
e Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, 1égumes, fleurs
e Antocyanes Cyanidine, pélargonidine Fleurs, fruits rouges
e Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
e Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Daidzeine Soja, pois
(C6-C5), Lignanes Pinorésinol Pin
(C¢-C3), | Lignines Bois, noyau des fruits
(Cis)n Tanins Raisin rouge, Kaki

Source : Macheix et al., 2005

1-1 Les flavonoides :

Les flavonoides (du latin flavus, jaune) sont des substances généralement colorées tres
repandues chez les végétaux, on les trouve dissoutes dans la vacuole a I’état hétéroside ou

comme constituants de plastes particuliers, les chromoplastes (Guignard, 2000).

Ce sont des dérivés phenylpropanoides solubles dans 1’eau, souvent incolores ou jaune
(exception faite des anthocyanes) ; ils constituent une famille de composés extrémement
vaste, jouant des roles physiologiques importants (interaction légumineuses / Rhyzobium,

filtre UV...) (Gravot, 2009).

Leur structure commune de base est le propane diphenylique, constitué de deux noyaux
benzeniques (anneau A et B) reliés par une chaine a trois carbones linéaires qui peut étre
fermée sous forme de pyrane (anneau C) avec I’'un des noyaux benzeniques, il existe six
classes : les flavonols, les flavones, les flavonones, les isoflavones, les anthocyanidines et les

flavanols, (D’ Archivio, 2007).

Fig. 03 : Structure de base des flavonoides (D’ Archivio 2007)
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Les principales catégories de flavonoides sont définies par :

1- la présence d’une double liaison entre les carbones 2 et 3 du cycle C, qui
détermine la planéité de la molécule, les flavones, flavonols et dérivés,
présentent une double liaison et sont des molécules planes, contrairement aux
flavonones et dérivés.

2- La présence de fonctions cétones, alcools et méthoxy.
1-2 Les acides phénoliques :

Ces composés sont divisés en deux catégories : les dérivés de ’acide benzoique et les

dérivés de I’acide cinnamique (D’ Archivio, 2007).

La formule de 1’acide benzoique découle de celle du benzene, par la substitution d’un
radical H a un radical COOH, tandis que dans 1’acide cinnamique, un radical H du benzéne

est remplacé par un radical CH=CH-COOH (Dacosta, 2003).

Acide benzoique CcHs COOH

Benzéne C¢Hg

Acide cinnamique C¢Hs CH=CH-COOH
La coumarine qui est un point de départ d’une famille de composés (les coumarines,
notamment dans les racines intervenant dans la formation de nodules abritant les Rhizibium)
se forme par une substitution sur un cycle aromatique, analogue a celle des dérivés de 1’acide

cinnamique (I’acide trans-cinnamique) par un glucoside (Richter, 1993).

Les acides phénoliques son souvent cités comme composés a grand pouvoir
antioxydant, néanmoins d’aprés Dacosta 2003, les derivés de I’acide cinnamique, notamment
I’acide caféique, ont des propriétés anti oxydantes supérieures a celles des dérivés de 1’acide

benzoique, dont le plus actif est 1’acide gallique.
1-3 les alcools phénoliques :

Les alcools phénoliques, dénommés aussi monolignols, représentent des précurseurs des
lignines, il en existe trois, a savoir : les alcools, coumarylique, coniferylique et sinapique ; en

effet la polymérisation de ces monolignols sous 1’action des peroxydases et/ou des laccases

10
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abouti a la formation de différentes formes de lignines, avec une relative complexité due au

nombre et a la fréquence de ces trois monomeéres. (Macheix et al.2005 ; Wertz, 2010)
1-4 les stilbénes :

Le représentant principal est le resvératrol qui est une phytoalexine produite par des
plantes en réponse a l'infection par des agents pathogeénes ou a différentes conditions de

stress. Il a été détecté dans plus de 70 especes de plantes (D’ Archivio, 2007).
1-5 les lignanes :

Les lignanes et néolignanes sont un groupe important de produits naturels, caractérisé
par le couplage de deux unités de phénylpropanoide Ce¢Cs, lorsque ces deux unités sont
reliées par une liaison C-C entre les positions 8 et 8 ' le composé est appelé lignane. Le terme
néolignane est employé pour définir tous les autres types de liaison entre ces deux unités.

http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/lignan/ page consultée le 21 mars 2015 a 23h.

Le nom de lignane vient du fait que chez les coniféres ces composés se rencontrent
surtout dans le bois, tandis que chez les plantes a fleurs leur répartition concerne tous les
tissus soumis a la lignification. Les néolignanes se limitent pratiquement aux espéces

ligneuses primitives (Guignard, 2000).

1-6 Les Tanins :

Les tanins ont une provenance chimique variée, ils ont toutefois un point commun qui
est la propriété de tanner le cuir, car ayant une capacité a précipiter les protéines. Dans les
plantes, les tanins ont, avec les composés phénoliques simples, une action protectrice contre
I’attaque des micro-organismes, en particulier en se déposant dans les parois cellulaires, dont

ils provoquent le brunissement (Richter, 1993).

En résumé les composés phénoliques participent a la défense de la plante contre les
agressions d’origine biologique, soit en tant que barriere mécanique dans le cas des lignines,

soit comme barriére chimique, en agissant comme antibiotiques ou antifongiques.

Outre les tanins, dont la toxicité vis-a-vis des microorganismes est un fait bien établi
expérimentalement et qui concerne de nombreux domaines : la pathologie végétale, les
sciences du bois, des aliments et du sol ; de trés nombreux composés phénoliques simples
(acides caféique, férulique, chlorogénique, coumarines, flavonoides, lignanes...) présentent

¢galement une activité antibactérienne et antifongique, soit dans leur état normal, soit apres

11
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qu’ils soient oxydés en quinones par les enzymes de la plante ou des microorganismes.

(Macheix, 2005).
2- Lesterpenes :

Le nom vient du mot allemand Terpen (1866) provenant de das Terpentin : (la
térébenthine). L'emprunt francisé terpéne date de la fin du XIX®™ siécle (1871). Au sens
strict, les terpeénes sont des hydrocarbures mais de nombreux dérivés (alcools, aldéhydes,
cétones, acides), de structure apparentée, sont considérés comme des composés terpéniques.
Ils sont présents, dans les végétaux, dont ils sont souvent les constituants "de senteur”
(térébenthine, camphre, menthol, citronelle). Certains d'entre eux ont un réle biologique
important (hormones, vitamines).
http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ ABCDORGA/ORGANIQU.htm Derni¢re mise a jour
le 15/09/2014, page consultée le 20-04-2015 a 18h00.

La particularité structurale la plus importante des terpénes est la présence dans leur
squelette d'une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (C5HS) reconnue par Wallach deés
1887. On les trouve fréquemment dans les huiles volatiles des plantes, nommées huiles

essentielles (Lamarti et al., 1994).

T
C CH,
/2N
H,C C
|
H

Fig. 04 : Structure de I’isopréne

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpenes
proprement dit ou monoterpénes en Cj, les sesquiterpénes en C;s, les diterpénes en Cy, les
triterpenes en Cs, les tetraterpénes en Cy (caroténoides), et les polyterpénes (Guignard,

2000).

les isoprénoides regroupent a la fois des molécules de faibles poids moléculaires,
volatiles et composants principaux d’huiles essentielles, et des molécules hautement

polymérisées comme par exemple le caoutchouc (polyterpéne) (Gravot, 2009

12
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http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:8Z0 h46ujl4J:perso.univ-
rennesl.fr/antoine.gravot/index.htm/L2Phytoressources/M%25C3%25A9tabolites%252
Osecondaires2009.doc+&cd=1&hl=fr&ct=clnk&ql=fr) page consultée le 25 mars 2015 a
21h.

Ce méme auteur parle aussi de produits tels que certains ardmes de la tomate et 1’acide
abscissique (une hormone en C15 de réponse au stress hydrique, trés importante chez les

plantes) comme étant des produits du catabolisme de caroténoides (C40).
2-1 Monoterpenes et sesquiterpenes :

Les monoterpenes et les sesquiterpenes sont les constituants les plus simples de la série
des terpenes, issus du couplage de deux unités isopréniques, il en existe plus de mille, certains
de structures « régulieres », ce sont les ¢léments habituelles des huiles essentielles ; certaines
possedent des structures « irrégulicres », ils participent a la formation des pyréthrines
(substances neurotoxiques extraites de plantes de la famille des Astéracées, comme le
pyréthre (Chrysanthemum cinerariaefolium), utilisés comme insecticides), et composent
certaines huiles essentielles de cette méme famille; d’autres, cyclisés en
methylcyclopenthanes constituent les iridoides (monoterpénes comportant un hétérocycle

oxygéné et un reste glucose, tel que le loganoside) (Bruneton, 2008 et Guignard 2000).
2-2 Diterpeénes :

Les métabolites secondaires diterpeniques sont peu nombreux, nous pouvons citer les
acides résiniques des coniferes, le ginkolides du ginkgo, la taxinine de Iif

etc...(Guignard,2000).

Certains diterpenes tels que les gibbérellines sont unanimes au régne végétal, d’autres
ont par contre une distribution plus restreinte. Ils sont particulierement abondants chez les
Astéraceae avec plus de 1200 produits repartis en une centaine de squelettes, ils sont
néanmoins plus dispersés chez les Gentianales, les Géraniales et les Fabales. (Bruneton,

2008).

2-3 Triterpénes et stéroides :

Les triterpeénes se rencontrent a 1’état libre (squaléne, phytosterols, triterpenes

pentacycliques), ou sous forme d’hétérosides (saponosides). Le squaléne représente le point

13
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de départ de la biosynthése des triterpénes qui abouti aprés oxydation et cyclisation, soit aux

phytostérols , soit aux triterpénes pentacycliques.

Les phytostérols rencontrés le plus fréquemment sont le stigmastérol et les et y

sitostérols, ils entrent dans la constitution des cires.

Les triterpénes pentacycliques interviennent dans la plante comme antifongiques et
antimicrobiens, ils se substituent aux stérols membranaires et ameénent leurs destructions

(Guignard, 2000).
2-4 Tétraterpénes (caroténoides) :

Les caroténoides sont les seuls représentant de ce groupe, ce sont des substances colorée
en jaune, orange ou rouge, responsables de la coloration de nombreux fruits et fleurs ; ils se
constituent dans les plastes et se présentent souvent sous forme cristalline. Les caroténoides
des pigments assimilateurs sont synthétisés par les chloroplastes, ceux des fleurs et fruits sont

synthétisés par les chromoplastes.

Les caroténoides des chloroplastes sont assez semblables pour I’ensemble des plantes
supérieures (pB-caroténe, luteine, violaxanthine, zeaxanthine), tandis qu’il existe une grande
variété chez ceux des chromoplastes (lycopeéne de la tomate, violaxanthine de la violette,

rhodaxanthine de I’if, crocetine du safran (Guignard 2000).
2-5 Les polyterpenes :

Les polyterpénes représentent des molécules a haut poids moléculaire, ils englobent des
produits tels que les latex, les résines, les gommes ; nous pouvant citer a titre d’exemple le
solanésol qui est un terpéne alcool présent dans les tissus de nombreux végétaux, le

caoutchouc aussi en est un exemple de polyterpéne extrait a partir de 1’hévéa (Euphorbiacées).
3- Les huiles essentielles :

Définition : la norme AFNOR NF T 75-006 de février 1998 définie 1’huile essentielle
comme ceci : « Produit obtenu a partir d’une matiere premicre végétale, soit par entrainement
a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par
distillation séche. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés

physiques, pour les deux premiers modes d’obtention, elle peut subir des traitements
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physiques n’entrainant pas de changement significatif de sa composition (par exemple,
redistillation, aération,...). Cette définition par procédé est restrictive : elle exclut aussi bien
les produits obtenus par extraction a I’aide des solvants, que ceux obtenus par tout autre

procédé (Bruneton, 2005).

3-1 Composition chimique des huiles essentielles :

Guenther, 1948 (in Perricone et al., 2015) attribua ce concept a von Hohenheim qui

dans le 16°™ siécle, a utilisé le terme "Quinta Essentia” ou composé actif essentielle.

Bien que le nom huile essentielle préte souvent a confusion, les huiles essentielles ne
contiennent pas de corps gras, le terme « huile » fait référence a leur liposolubilité et par leur
caractéere hydrophobe ; le terme « essentielle » est quant a lui, du aux parfums qu’elles

conférent aux plantes qui les produisent.

Les huiles essentielles sont en fait un mélange de composés lipophiles, volatils et
souvent liquides, de composition en général trés complexe, plus de 3000 y ont été isolés
jusqu’a présent ; la plupart d’entre eux sont des carbures monoterpéniques, des aldéhydes et
des alcools monoterpéniques, des cétones et des epoxydes monoterpéniques. On recontre
¢galement des hydrocarbures sesquiterpeniques, des alcools sesquiterpéniques, des cétones et

des epoxydes sesquiterpéniques. (Teuscher et al., 2005).

Cela dit sur ces 3000 huiles essentielles, seulement 300 d’entre eux sont utilisés dans les
parfums et les produits de maquillage (crémes, savons, etc.), produits d'hygiéne, la dentisterie,
l'agriculture, en tant que conservateurs, additifs aromatisants pour les aliments, désodorisants

ménagers, produits et solvants industriels, etc. (Burt, 2004 in Perricone et al., 2015).
3-2 Répartition, localisation et fonctions des huiles essentielles :

Selon Bruneton, 2005, les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux
supérieurs, cet auteur site que selon Lawrence, il y aurait 17500 espéces aromatiques, il parle
cependant de nombre limité de familles capables d’en produire, il en site pour exemple : les
Mpyrtaceae, les Lauraceae, les Rutaceae, les Lamiaceae, les Asteraceae, les Apiaceae, les

Cupressaceae, les Poaceae, les Zingiberaceae, les Piperaceae.

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et

s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la
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cellule et recouverte d’une cuticule ; elles sont ensuite stockées soit dans des cellules a
essence, soit dans des poils glandulaires, des poches sécrétrices, des canaux sécréteurs ou

encore dans des papilles (Teuscher et al., 2005).

Fig. 05 : Exemples des appareils sécréteurs des H.E. d’aprés Guignard et al. 2004

1: Poche sécrétrice d’une feuille d’Eucalyptus globulus (Myrtacées) ; 2 : Cellule isolée située sous 1’épiderme, e, de la
feuille de Sassafras officinale (Lauracées) ; 3 : Poil de menthe poivrée Mentha piperita (Lamiacées) : 1’essence (en noir)
s’accumule sous la cuticule, ct, trés épaisse 4 : Poil de patchouli Pogostemon (Lamiacées), 5 : laticiféres, lat, dans la racine
d’un Salsifis (Astéracées).

D’apres Teuscher et al., 2005, les gouttelettes d’huile essentielle ainsi produites, sont
entourées de membranes spéciales, constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement
polymérisés, associés a des groupements peroxydes qui leurs confére des propriétés lipophiles
et par voie de conséquence, une perméabilité extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces
membranes limitent donc fortement, 1’évaporation de ces huiles essentielles, ainsi que leur

oxydation a I’air.

En ce qui concerne la fonction biologique des huiles essentielles, elle demeure encore
mal connue, il est toutefois établi qu’elles jouent un rdle écologique important, aussi bien
dans le domaine des interactions végétales (agents allélopathiques, notamment inhibiteurs de
la germination) que dans celui des interactions avec d’autres organismes (protection contre les

prédateurs et attraction des pollinisateurs (Bruneton, 2005).
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3-3 Propriétés physiques et composition chimique :

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante et trés volatiles,
généralement non colorés. Leur densité¢ est inferieure a celle de I’eau, avec cependant
quelques exceptions (H.E. de girofle et de cannelle). Elles ont un indice de réfraction élevé et
la plupart devient la lumiére polarisée ; elles sont solubles dans les solvants organiques usuels
et liposolubles, mais trés peu solubles dans I’eau, elles le sont toutefois suffisamment pour

communiquer a celle-ci une odeur nette (Bruneton 2005).

Sur le plan chimique, et selon le méme auteur, les huiles essentielles sont des mélanges
complexes et éminemment variables de constituants qui appartiennent, de fagon quasi
exclusive, a deux groupes: le groupe des terpénoides d’une part et celui des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre part. Elles peuvent
¢galement renfermer divers produits issus de processus déprédatifs mettant en jeu des

constituants non volatils.

D’apres Pibiri 2006, I’activité biologique d’une huile essentielle est due, a ses groupes
fonctionnels des composants majoritaires pris séparément (alcools, phénols, composés
terpéniques) et les possibles effets synergiques entre eux, 1’activité est donc déterminée par la

nature des structures chimiques qu’elle contient ainsi qu’a leur proportions.

Il est cependant probable d’apreés Lahlou 2004, que les composés minoritaires puissent
agir de maniere synergique. A cet effet la valeur d’une huile essentielle peut provenir de

I’intégralité de ses composants et non seulement de ses composés majoritaires.

Ceci dit, les composés chimiques de plus grande efficacité et a plus large spectre, sont
des phénols (thymol, carvacrol et eugenol) des alcools (a-terpinol, terpinen-4-ol, Linalol), des

aldéhydes, des cétones et plus rarement des terpénes (Dorman et Deans, 2000 in Pibiri, 2006)
3-4 Activité antimicrobienne des huiles essentielles :

En raison de leur lipophilie, la plupart des huiles essentielles possédent des propriétés
antimicrobiennes, plus ou moins prononcées. Leurs constituants se lient aux membranes
cellulaires des micro-organismes et inhibent notamment les échanges d’électrons
membranaires lors des phosphorylations oxydatives et freinent ainsi le métabolisme
énergétique et a des concentration élevées, les huiles essentielles entrainent la lyse

membranaire et la dénaturation des protéines cytoplasmiques (Teuscher et al., 2005).
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Tian et al., 2012 ont étudié¢ les mécanismes d’action antifongique de I’huile essentielle
de I’aneth (Anethum graveolens L.) sur Aspergillus flavus et ont mis en évidence des 1ésions
dans la membrane plasmique, ainsi que I’inhibition de la synthése de I’ergostérol, le
dysfonctionnement mitochondrial par chute du potentiel de membrane mitochondrial et
I’acidification du milieu externe, ainsi que 1I’accumulation des espéces réactives de I’oxygene
(E.R.O.), ou dysfonctionnement des systemes de régulation de 1’oxygene aboutissant a un

stress oxydatif.

L’ergostérol est le stérol majoritaire qui constitue la membrane cellulaire des
microorganismes ; il participe donc au maintien de I’intégrité cellulaire. Les travaux de Pinto
et al. 2006 sur ’activité antifongique du thym de bergéere, (Tymus pulegioides) ont montré une

réduction du contenu en ergostérol de 80 a 100 % sur Candida albicans.

Les travaux de Zeng et al., 2015 sur D’activité et les mécanismes antifongiques du
fenouil commun (Foeniculum vulgare L.) ont mis en évidence 1’endommagement de la
membrane plasmique et des organites intracellulaires, ainsi que I’inhibition de ’activité de
certaines enzymes mitochondriales tel que la succinate déshydrogénase, la malate

déshydrogénase et I’ ATPase.

3-5 Notion de chémotypes :

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. L'exemple le plus
marquant est celui de l'espéce sauvage Thymus vulgaris présente dans le sud de la France. 1l
existe en effet six chémotypes différents pour cette seule espece. Ces différences sont au
niveau de la nature du monoterpéne majoritaire de I'huile essentielle qui peut étre soit le
géraniol, 1'a terpinéol, le thuyanol-4, le linalool, le carvacrol ou le thymol (Thompson et al.,

2003 in Piochon, 2008).

Ce polymorphisme chimique existe aussi pour bien d'autres espéces, a titre d’exemple,
nous pouvons citer Thymus algeriensis Boiss. & Reut. (Thym d’Afrique du nord), qui
présente selon Zouari et al. 2012, cinq chémotypes, a savoir : (a-pinéne / 1,8-cinéole / cis-
sabinéne hydrate / camphre / viridiflorol), (1,8-cinéole / camphre / acétate de terpényle), (o-
pinéne / 1 , 8-cinéole / camphre), (1,8-cinéole / camphre / 4 terpinéol) et (a-pinéne / 1,8-

cinéole / cis-sabinéne hydrate / camphre / 4-terpinéol).
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Piochon 2008, note que des huiles essentielles a chémotypes différents présenteront

non seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres variables.

IT existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de
I'huile essentielle. La température, le taux d'humidité, la durée d'ensoleillement, la
composition du sol sont autant de facteurs d'ordre environnemental susceptibles d'exercer des

modifications chimiques (Bruneton, 1999).
4- Les Alcaloides :

Les alcaloides forment une grande famille de molécules chimiquement hétérogénes, ils
ont pour points communs, leur solubilité¢ dans I’eau, leur forte activité¢ biologique, souvent
leur amertume, ainsi que la présence d’au moins un atome d’azote dans leurs structures, qui
accepte souvent un proton et leur confére un caractére légerement alcalin d’ou leur nom

d’alcaloides (Hopkins, 2003).

Les alcaloides sont principalement extraits des plantes, mais on les trouve également
chez quelques animaux comme les fourmis, les grenouilles et les coccinelles ; le premier
alcaloide identifi¢ est la morphine a partir de I’opium en 1806, depuis, plus de dix mille
alcaloides ont été isolés des plantes. Ce sont des composés relativement stables ayant
différentes voies biosynthétiques, la plupart du temps a partir des acides aminés tels que la
lysine, 1’ornithine, la tyrosine et le tryptophane. Quelques structures sont relativement

simples, tandis que d'autres sont tout a fait complexes. (Mauro, 2006).
D’apres Gravot 2009, on distingue généralement :

e Les alcaloides vrais, qui sont du point de vue de la biosynthése, dérivés
d’acides aminés, et qui présentent au moins un hétérocycle, exemple: la
strychine dérivée du tryptophane.

e Les proto-alcaloides, qui dérivent d’acides aminés mais pour lesquels 1’azote
est en dehors des structures cycliques, exemple : la colchicine.

e Les pseudo-alcaloides, qui ne dérivent pas d’acides aminés, exemple : la

caféine.

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon

l'espece, ils s’accumulent uniquement selon les cas, dans les écorces, racines, feuilles ou dans
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les fruits. A titre d’exemple les tubercules de pomme de terre ne contiennent pas d'alcaloides,
tandis que les parties vertes contiennent la solanine toxique. Chez le tabac -un autre exemple-
la nicotine est produite dans les racines, mais transférée ensuite vers les feuilles ou elle est
stockée. La partie dans laquelle les alcaloides s'accumulent n'est pas forcément celle ou ils

sont synthétisés (Mann et al., 1994 ; Harborne et al., 1995 ; Kutchan, 1995) in Mauro, 2006.

Les alcaloides représentent un arsenal chimique de défense des plantes contre I'attaque

des herbivores et des microorganismes. La nicotine empéche la croissance des larves du tabac.

La solanine et la tomatine sont impliquées dans la résistance de la pomme de terre et de
la tomate vis-a-vis des certains pathogeénes. En outre, des alcaloides protégent aussi les plantes
contre les dommages provoqués par la lumiere UV. Ils constituent aussi une réserve de
substances capables de fournir I'azote ou d'autres fragments nécessaires au développement de
la plante mais parfois, ils n’ont pas de role précis et sont simplement des sous-produits du

métabolisme végétal. (Mauro, 2006 et Gravot, 2009).
5- Relation entre les métabolites secondaires et les organismes endophytes :

Les endophytes sont des champignons ou des bactéries qui vivent a I’intérieur des
plantes dans une relation symbiotique, cette colonisation des tissus végétaux, crée un effet de
barri¢re contre les organismes pathogenes, par la production de métabolites secondaires qui
inhibent la croissance des concurrents ou agents pathogénes. De cette fagon, ils jouent un role

trés important dans les mécanismes de défense des plantes (Muna et al. 2014).

Les endophytes sont reconnus comme source potentielle de nouveaux produits bioactifs
naturels pour l'exploitation en médecine, en agriculture et dans l'industrie (Bacon et Blanc,

2000; Strobel et Daisy, 2003; Kumar et Sagar, 2007) in Baby et Mini Priya 2011.

Ils sont omniprésents avec une riche biodiversité, ils ont été trouvés dans toutes les
especes de plantes étudiés a ce jour. Il est a noter que, parmi les quelques 300 000 plantes qui
existent sur terre, chaque plante est 1'hote d'un ou de plusieurs endophytes (Strobel et Daisy,

2003) in Baby et Mini Priya 2011.

Les endophytes peuvent coopérer avec leur plante hote en produisant des métabolites
secondaires qui peuvent protéger la plante, en lui fournissant la capacité de se défendre contre
les prédateurs, aider leurs hdtes a s’adapter dans différentes conditions de stress pour la

survie. Il a été rapporté que la présence d'un mutualiste endophyte fonctionne comme un
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« déclencheur biologique » pour stimuler le systéme de réponse au stress plus efficacement
que les plantes qui en sont dépourvues. Ils encouragent la croissance des plantes de différentes
facons, tels que la production de sidérophores comme 1’entérobactine, ainsi que la production
de régulateurs de croissance tel que l'acide indole acétique, ou encore, la fourniture de

vitamines essentielles pour les plantes (Muna et al. 2014).

Des études récentes ont rapporté¢ des centaines de produits naturels, tels que les
alcaloides, les terpeénes, les flavonoides, et les stéroides, etc., isolés a partir d’endophytes

(Baby et Mini Priya 2011).

I1 devient de plus en plus clair d’aprés Zhang et al. 2013, que la flore microbienne du
sol, constituée d’une vaste gamme de bactérie, champignons, nématodes et autres organismes,

n’est pas le fruit du hasard, mais plutot le résultat d’une régulation active par les plantes.

Sugiyama et Yazaki, 2012, in Zhang et al. 2013, citent les exsudats racinaires ayant
comme fonction, non seulement la nutrition des micro-organismes du sol, mais aussi le role
de signal dans les interactions plantes micro-organismes, ils ont démontré a cet effet que les
flavonoides et strigolactones dans les exsudats racinaires, servent de signales moléculaires
« d’appel » a des interactions symbiotiques entre les légumineuses et les Rhizobium et/ou les
champignons micorhiziens arbusculaires. Ils rapportent aussi que les endophytes peuvent

changer la production de métabolites secondaires dans leurs plantes hotes.

Dans le méme ordre d’idée, Chen et al. 2006, ont constaté que la production
d’alcaloides chez Dendrobium candidum (orchidée) peut étre induite par un éliciteur

fongique.

Wagas et al. 2013, ont émis I'hypothése que la capacité des plantes a inhiber la
croissance de plantes voisines « allélopathie » est due a des métabolites spécifiques produits
par des organismes symbiotiques associés a la plante hote. Ils ont isolé a cet effet un
métabolite bioactif (acide benzoique), produits par un champignon endophyte du tournesol,
Helianthus annuus, en I’occurrence le Cladosporium cladosporioides qui c¢’est révélé avoir un

effet inhibiteur significatif sur la germination et la croissance des graines de laitue.

Xuping et al. 2014 ont identifi¢ un composé bioactif (trichodermine) isolé a partir d’un

champignon endophyte de 1'ail Allium sativum, en 1’occurence Trichoderma brevicompactum
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qui s’est révélé avoir une activité inhibitrice marquée sur Rhizoctonia solani ainsi que sur

Botrytis cinerea.
6- Méthodes d’extractions des métabolites secondaires :
6-1 Hydrodistillation

Il s’agit de la méthode la plus simple et la plus anciennement utilisée. La matiére
végétale est immergée directement dans 1’eau, placé sur une source de chaleur, le tout est
ensuite porté a 1’ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et I’'H.E se sépare
de I’hydrolysat par simple différence de densité. L’H.E étant plus 1égére que I’eau, elle
surnage au dessus de I’hydrolysat (Hellal, 2011).

6-2 Distillation par entrainement & la vapeur d’eau

Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans 1’eau
mais placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau, qui
endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles qui sont
ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la qualité de
I’H.E en minimisant les altérations hydrolytiques (Hellal, 2011).

6-3 Hydrodiffusion

Cette technique est relativement récente, elle consiste a faire passer du haut vers le bas
et a pression réduite la vapeur d’eau au travers la matiére végétale. L’avantage de cette
méthode est d’€tre plus rapide donc, moins dommageable pour les composés volatils (Hellal,

2011).
6-4 Extraction a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a broyer, a
I’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer I’essence. Le produit
ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Roux,

2008).
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6-5 Extraction assistée par micro-ondes

C’est une nouvelle technique qui combine [’utilisation des micro-ondes et d’autres
méthodes traditionnelles. Dans ce procédé, la matiere végétale est chauffée par micro-ondes
dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de manic¢re séquentielle. Les
composés volatils sont entrainés par la vapeur d’eau formée a partir de I’eau propre a la
plante. Ils sont ensuite récupérés a 1’aide des procédés classiques condensation,
refroidissement, et décantation. Des études démontrent que cette technique posséde plusieurs
avantages tels que le gain de temps d’extraction, utilisation de petites quantités de solvant, et

un rendement d’extraction élevé (Hemwimon et al., 2007).
6-6 Extraction par les solvants et les graisses

Il s’agit d’extrait de plantes obtenu au moyen de solvants non aqueux (hexane, éther de
pétrole etc.), mais aussi de graisses, des huiles (absorption des composés volatils lipophiles
par les corps gras). Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus élevé que ’eau, si bien que
les extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais également un bon
nombre de composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras. Un lavage
a I’éthanol permet 1’¢élimination de ces composés non désirables (Hernandez-Ochoa, 2005).

6-7 Extraction par fluides supercritique

Le principal avantage de cette technique est celui de combiner les caractéristiques des gaz et
des liquides pendant le processus d’extraction. En outre tous les processus de dégradation
possibles tels que 1’oxydation ou isomérisation sont réduits au minimum du fait que le temps
d’extraction y’est réduit (Hellal, 2011). Au-dela du point critique (P= 73,8 bars, T°= 31,1°C),
le CO, qui est le fluides le plus utilisé, posseéde les propriétés intermédiaires entre celles des

liquides et celles des gaz, ce qui lui confére un bon pouvoir d’extraction (Piochon, 2008).
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I11-  Généralités sur les especes fongiques testées :

Un grand nombre d’espeéces fongiques, appartenant principalement aux genres
Penicillium, Aspergillus et Fusarium, présents dans I’air ambiant, le sol et sur les cultures,
sont connues pour étre des contaminants des produits agricoles. Elles se développent sur les
cultures avant ou aprés les récoltes, et notamment durant leur stockage avant transformation
industrielle. Leur présence entraine une altération des propriétés organoleptiques, une
diminution des qualités nutritives et de la disponibilit¢ en volume des grains récoltés.

(Joubrane, 2011).

Outre cette dépréciation qualitative et quantitative induite par les champignons
phytopathogénes, ces derniers ont la capacité de produire des mycotoxines, dangereuses pour
I’alimentation humaine et animale, qui de ce fait peuvent rendre souvent les productions

agricoles non commercialisables ce qui représente une perte se€che pour I’agriculteur.

A cet effet les principales mycotoxines peuvent étre produites par 5 genres de
champignons, a savoir : Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps et Alternaria. Compte
tenu de leurs propriétés toxiques chez I’homme et 1’animal et de leur fréquence de
contamination des matiéres premicres et des aliments, les mycotoxines les plus importantes
sont les aflatoxines, 1’ochratoxine A, les fumonisines, les trichothécénes et la zéaralénone.

(Tabuc, 2007).
Nous nous somme intéressé dans cette étude, a trois genres d’entre eux, a savoir :

Fusarium, Alternaria (champignons de champs) et Aspergillus (champignon de
stockage).

1- Le genre Fusarium

Fusarium est un genre de champignons imparfaits (deutéromycétes), les formes
parfaites (t¢léomorphes) de quelques espéces de Fusarium sont connues, et appartiennent a la
classe des Ascomycétes (ordre des Hypocréales, famille des Nectriacées, genres Gibberella,

Calonectria, et Nectria). Pour plusieurs especes le stade parfait demeure inconnu.

Le genre Fusarium tire son nom du latin fusus car ses spores sont en forme de fuseau, a
cet effet, le principal caractére morphologique de ce genre, est la présence de macroconidies
fusiformes et cloisonnées. Il regroupe plusieurs espéces phytopathogénes susceptibles

d’attaquer un grand nombre de plantes.
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Ces champignons infectent de nombreuses céréales, graminées et autres plantes, ils
survivent dans les graines, dans les résidus de culture et dans le sol. A 'automne, favorisé par
les sols humides, ils envahissent le collet, les racines, ils provoquent la pourriture des
semences et la brilure des semis, les plantules meurent avant leur levée, tandis que la
croissance des plantules qui lévent, est stoppée et le collet, les racines ou la base de la tige

présentent une pourriture allant du brun au brun rouge.

Le champignon se conserve dans le sol grace a ses chlamydospores et au mycélium
capable de survivre sur les débris. La dissémination se fait au niveau du sol par les eaux de
ruissellement, le vent ou les éclaboussures ou sont introduit dans du terreau ou plants

contaminés.

Certaines espéces saprophytes sont accessoirement capables de se développer en tant

que pathogénes secondaires sur des tissus végétaux sénescents.

Les champignons de ce genre s’averent plus dangereux par leur caractére ubiquiste et
peuvent poser de gros problémes en agriculture et en horticulture. Les maladies causées par
ces champignons sont difficiles a diagnostiquer et se répandent facilement, constituant ainsi
I’origine d’une importante perte pour les cultivateurs. Di a leurs facilités de dissémination et
a leurs persistances dans le sol, la lutte contre ces maladies reste limitée a des mesures

prophylactiques. (Rakotoarimanga 2014).

Pour ce qui est des especes les plus importantes sur le plant phytopathologique nous
pouvons citer, le F. graminearum, F. culmorum, F. solani, ainsi que F. oxysporum qui est un
complexe d'espéces telluriques, comprenant de nombreuses formes spéciales (formae
speciales notés f. sp.), qui infectent collectivement plus de 100 hotes différents, responsables
de diverses maladies, principalement des trachéomycoses causant le flétrissement vasculaire
di a l'envahissement des vaisseaux du xyléme par le pathogeéne, dont la forme spéciale

albedinis sur palmier dattier.

Pour exemple Cette maladie est destructive sur blé qui peut dévaster une culture en
quelques semaines avant la récolte. Elle peut étre associée a la fois a de fortes pertes de
rendement (avortement et faible poids des grains) elle affecte la qualité technologique et
sanitaire des farines de blé avec une dégradation de la force boulangere, une dégradation des

téguments. Les grains infectés étant plus petits et décolorés, les lots de blé peuvent étre
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déclassés, les rendements sont fortement diminués et la qualité germinative des semences est

altérée. (Siou, 2013).

Les qualités protéiques sont également altérées avec la perte de protéines comme

I’albumine et le gluten (Brown et al., 2010).
2- Le genre Aspergillus

Aspergillus est un genre de champignons imparfaits (deutéromycétes). Les formes
parfaites (téléomorphes) de quelques espéces d'Aspergillus sont connues, et appartiennent a la
classe des Ascomycetes (ordre des Eurotiales, famille des Trichocomacées). Pour plusieurs

especes d'Aspergillus, le stade parfait demeure inconnu

Les Aspergillus sont caractérisés par un appareil végétatif (thalle) formé de filaments
mycéliens hyalins, de diamétre fin et régulier, septés et ramifiés. Sur les filaments végétatifs
prennent naissance des filaments dressés, non cloisonnés (conidiophores) qui se terminent par
une vésicule de forme variable sur la quelle sont disposées les cellules conidiogénes ou
phialides. Les phialides peuvent étre insérées directement sur la vésicule (tétes unisériées) ou
portées par des petits structures insérés sur la vésicule (té€tes bisériées) nommées métules ou
stérigmates. Les conidies, séches, disposées en chaines divergentes ou associées en colonnes
compactes, sont toujours unicellulaires, globuleuses, sub-globuleuses ou elliptiques, lisses ou
ornementées, hyalines ou pigmentées en jaune, vert, brun ou noir. L’ensemble vesicule *
métules + phialides +conidies constitue la téte aspergillaire caractéristique du genre
Aspergillus. (Tabuc, 2007).

Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture classiques

(gélose au malt, Sabouraud) additionnés d’antibiotiques.

Sur le plan macroscopique, les Aspergillus forment des colonies souvent poudreuses ou
granuleuses. La couleur de colonies permet une orientation rapide dans 1’identification
d’espéces : gris-vert pour A. fumigatus, vert-jaune pour A. flavus et les espéces du groupe A.
glaucus, vert foncé a chamois pour A. nidulans, brun canelle pour A. terreus, chamois clair,
jaune et rose pour A. versicolor, jaune puis noir pour A. niger et blanche pour A. candidus. Le
revers de la colonie est incolore ou jaune, mais il peut brunir ou rougir avec 1’age (Chermette

et Bussieras, 1993).
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3- Le genre Alternaria

Le genre Alternaria est classé parmi les Deuteromycetes Dematiaceae, formant un
mycélium cloisonné brun ne présentant aucun mode de reproduction sexuée connu. Les
champignons appartenant a ce genre se multiplient de maniére asexuée a partir de filaments
spécialisés appelés conidiophores ou vont étre différenciées des conidies (ou spores), brunes
¢galement, trés caractéristiques du genre, organisées en chainette. Ce sont des dictyospores :
conidies piriformes, a la base ¢largie avec des cloisons transversales, obliques et
longitudinales en nombre variable dont 1’aspect global rappel la forme d’une massue.
(Simmons 1992, in Calmes 2011). La taxonomie moléculaire basée sur la comparaison des
séquences nucléotidiques, a abouti au classement de ce genre parmi les Ascomycéte. (Calmes

2011).

Le genre Alternaria regroupe plus de 100 especes ubiquitaires extrémement répandues
dans les sols, la végétation, I’air ou les aliments, ceci dit, la majorité des especes de ce genre
sont des champignons phytopathogénes inféodés a une famille de plantes ou a une plante
spécifiquement. Ils sont généralement présents sur les semences provoquant des manques a la
levée ou des fontes de semis. Les jeunes pousses atteintes constituent une source importante
d’inoculum primaire pour les plantes matures ou tous les organes aériens peuvent étre affectés

(Champion, 1997).

Selon Calmes, 2011, la gamme de plantes hotes concernées par 1’alternariose est tres
variée et certaines especes peuvent provoquer d’importants dégats sur des especes cultivées
occasionnant des pertes financiéres significatives. C’est le cas, par exemple d’A. triticina sur

les céréales, A. dauci et A. radicina sur cultures maraichéres comme la carotte.

27



CHAPITRE 02
MATERIEL ET METHODES



Chapitre 02 : Matériel et méthodes

A- Matériel :

I- Le matériel végétal :

Pour les besoins des extractions d’huiles essentielles et d’extraits végétaux, nous avons
opté pour deux plantes steppiques, connues pour leurs vertus thérapeutiques, il s’agit de
I’armoise blanche (Artemisia herba alba) et le retam (Retama raetam).

I-1 Artemisia herba alba :

La partie aérienne (tiges et feuilles) de I’armoise blanche a été échantillonnée a une
vingtaine de kilomeétres au sud ouest de la ville d’Aflou, au lieu dit Chouabir (33°58'30.78"N,
2° 2'3.59"E), sur un terrain mis en défend relativement plat, dans lequel 1’armoise est
dominante avec quelques touffes d’Alfa et une population éparse de genévrier.

Le prélévement des échantillons a été effectué de maniére aléatoire sur I’ensemble de la
parcelle, le 15 mars 2015, entre 12h et 13h, par temps ensoleillé avec une température de
11°C. et absence de vent.

I-2 Retama raetam :

L’échantillonnage de la partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs) de Retama raetam a été
réalisé a la sortie nord de la ville de Laghouat, au pied d’une dune, a proximité de 1’Agence
Nationale de la Conservation de la Nature (33°51'47.35"N, 2°51'54.08"E) de maniere
aléatoire sur plusieurs pieds, le 15 mars 2015, entre 15h et 16h, par temps ensoleillé avec une

température de 19°C. et absence de vent.

La figure suivante illustre la situation géographique des lieux d’échantillonnage.
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Fig. 06 : Photo satellite des sites d’échantillonnage
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Fig. 08 : Photo d’un pied d’Artemisia herba alba prise sur le site d’échantillonnage
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Fig. 10 : Photo d’un pied de Retama raaetam prise sur le site d’échantillonnage
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En plus de ces deux especes, nous avons utilisé des huiles essentielles et des extraits qui

nous ont été aimablement fournis par M

elle

Abdellaoui K., enseignante a 1’université Mouloud

Mammeri de Tizi-Ouzou, fournis dans le cadre d’autres études, touchant d’autres aspects de

bio-activité, a savoir :

- huiles essentielles de [Chamaemelum fuscatum, Calendula arvensis,

aérienne), Saussurea lappa (racines)].

(partie

- Extraits méthanoliques de : Inula viscosa et Myrtus communis (feuilles), Ziziphus

Jjujuba (Fruits), Saussurea lappa (Racines).

Le tableau suivant résume quelques caractéristiques des plantes testées

Tableau 2. Bréves description des plantes testées :

Noms de I’espéce

systématique

Répartition
géographique

Bréve description

Photographie

Nom scientifique :
Artemisia herba
alba

Nom commun :
armoise blanche
Nom vernaculaire :
Chiha, Ifsi ou
zezzaré

Classe : Magnoliopsida
Ordre: Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Artemisia
Espéce: A. herba alba
(Asso)

Espéce méditerranéenne
s’¢tend de I’Espagne, des
iles canaries a I’Egypte
et a I’Asie occidentale,
en Algérie elle est
extrémement  rependue
sur les hauts plateaux et
au nord du Sahara et
assez rare dans la zone
littorale (Ait Youcef,
2006).

Plante vivace trés
tomenteuses a4  racines
obliques nombreuses et
rhizosphére peu profonde,
tiges ligneuses, ramifiées
pouvant atteindre 70 cm de
haut, beige (Négre 1962).

Nom scientifique :
Retama raetam
Nom commun :
Rotem

Nom vernaculaire :
R’tem, telit, telggit

Classe : Magnoliopsida
Ordre : Fabales
Famille : Fabacées
Sous famille :
Papilionacées

Genre : Rétama
Espéce : Rétama
raetam (Forssk.) Webb

Plante originaire des
sables maritimes de

la région
méditerranéenne et des
sites de sable dans le
Sahara

Plante pérenne, reconnus
comme fixatrice de dunes
arbuste monoique, pouvant
atteindre 3m de long,
caractérisé par un tronc
trapu et court, rameaux
denses, arqués, flexibles et
retombants.(Zohary,
1962). (Ozenda, 1958).

Nom scientifique :
Myrtus communis
Nom commun :
Myrte commun
Nom vernaculaire :

rihan, mersin

Classe : Magnoliopsida
Ordre: Myrtales
Famille : Mirtaceae
Genre : Myrtus

Espéce : Myrtus
communis L.

Trés commune dans le
tell et dans le littoral
Algérois et Constantinois

(Ait Youcef, 20006).

Arbre de 2 a 3 meétre de
haut, posséde des feuilles
opposées a trés court
pétiole, ovales a la base,
pointues au sommet, elles
sont entiéres, luisantes,
fermes et persistantes a
fleurs blanches, le fruit est
une baie ovoide, de
couleur foncée, d’une
odeur agréable. (Dellil,
2010).
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Nom scientifique :
Inula viscosa
Nom commun :
Inule visqueuse
Nom vernaculaire :
amagramane ou
mersitt

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe: Asteridae
Ordre: Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Inula

Espece: 1. viscosa L.

C’est une plante a
répartition
méditerranéenne, trés

commune en Algérie (Ait
Youcef, 2006).

I s’agit d’un sous
arbrisseau vivace, de 40
cm a Im de haut cette
plante  glanduleuse et
visqueuse a odeur forte,
pousse en buissons trés
denses (Ait Youcef, 20006).

Nom scientifique :
Chaememelum

fuscatum

Nom commun :
artemis brunétre,
artemis précoce,
camomille brunatre

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe: Asteridae
Ordre: Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Chaememelum
Espéce : C. fuscatum
(Brot.) Vasc., 1967

Plante commune du
pourtour méditerranéen.
(Réseau Tela botanica,

2011).

Plante Thérophyte
annuelle de 1-3 dm, glabre
a tiges ascendantes ou
dressées, rameuses, les
feuilles bipennatiséquées,

Nom scientifique :
Calendula arvensis

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe: Asteridae

Plante annuelle thérophyte
de 10 a 40 cm de hauteur,

Nom commun : Ordre: Asterales plante’ . . pubescente, a odeur forte ;
. . subméditerranéenne . ,
Souci des chapms Famille : Asteraceae . tige dressée ou ascendante,
. subatlantique cpg s 12

Nom vernaculaire : Genre : Calendula ramifiée, a rameaux étalés.

Djemra Espéce : C. arvensis L. Lombard, 2002
i P

Plante vivace atteignant 2

m de haut, a feuilles en

forme de coeur, trés

grandes a la base, les

Classe : Magnoliopsida feuilles supérieures sont

Nom scientifique : Sous-classe: Asteridae Plante d"origine ailés et plus petites. Les

Saussurea lappa
Nom commun :
Costus indien

Ordre: Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Saussurea
Espéce : S. lappa
((Decne.)C.B.Clarke.)

himalayenne poussant a
des altitudes dépassants
les 4000 metres

fleurs d'environ 2
centimétres de longueur
sont de couleur bleu-violet
ou presque noir; les
racines est généralement
de la taille d’un doigt avec
une partie ligneuse
jaunatre et une écorce
sombre (Waly, 2009).

Nom scientifique :
Ziziphus jujuba
Nom commun :
jujubier commun
Nom vernaculaire :
El Aanab

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe: Rosidae
Ordre: Rhamnales
Famille : Rhamnaceae
Genre : Ziziphus
Espéce : Z. jujuba Mill.

répandu  en  Algérie,
Tunisie, Italie, Espagne
et partout dans 1’Europe
Méridionale et le Proche-
Orient.

C'est un arbre ou arbuste
de 6 a 10m de haut a
rameaux épineux (mais il

existe des variétés
inermes), a feuilles
caduques oblongues,
finement dentées, a

stipules  épineuses. Les
fleurs petites, jaunatres,
apparaissent a l'aisselle des
feuilles. Le fruit, ovoide,
est une drupe, d'abord
jaune puis rouge a maturité
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II- Matériel biologique :

II-1 Les isolats fongiques :

Des isolats fongiques phytopathogénes ont été fournis par le laboratoire de mycologie

du département de biologie de I'universit¢ Amar Telidji - Laghouat. Les noms des espéces,

leurs références ainsi que leur origine, sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 3. Les isolats fongiques utilis€s lors des tests microbiologiques :

Organe Année
N° | Code Isolat variété
d’isolement d’isolement

01 | APO114 . . MOHAMED BEN

Aspergillus sp. Graine BACHIR 2014
02 | A0214 | 4iternaria sp. Graine blé dur: vitron 2014
03 | Pg0513 | Fusarium pseudograminearum Graine Lignée de blé dur 2013
04 Fusarium oxysporum f. sp lycopersici | Non fournie Non fournie Non fournie
05 | ANO614 Aspergilus niger Graine blé dur : Vitron 2014
06 Fusarium oxysporum f. sp. albedinis | Non fournie Non fournie Non fournie

La planche suivante illustre des observations microscopiques des isolats utilisés, dans

les différents tests microbiologiques.
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Alternaria sp.G. 400X Aspergillus sp.G. 400X

F. pseudograminearum G. 400X Aspergillus niger G. 400X

F. oxysporum f.sp. albedinis G. 400X

Fig 11: observation microscopique des
isolats fongiques testés : G. 400X
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I1-2 Les souches bactériennes
A défaut de souches phytopathogenes, nous avons utilisé des souches microbiennes de
référence, choisies en fonction de leur pathogénécité et leurs résistances aux antibiotiques et
implication dans les intoxications alimentaires, il s’agit en I’occurrence :
Pseudomonas aeruginosa

Bacillus cereus

Ces souches ont ét¢ aimablement fournies par le laboratoire de microbiologie de la
société pharmaceutique (Aldaph-Novonordisk) sise a la zone industrielle Oued-Aissi de Tizi

Ouzou, conservées dans du milieu P.C.A. a 4°C.

.II-3 Le témoin positif

Le choix de I’huile essentielle de thym, comme témoin positif peut étre justifié par deux
raisons :

Ses propriétés antimicrobiennes avérées.

C’est un produit naturel, plus proche des extraits et huiles essentielles que nous avons

testé, par rapport aux antibiotiques et antifongiques classiques.

C’est une huile essentielle de thym (Thymus vulgaris) commerciale 100% pure,
référencée : THILL-S NR1, SDZ et certifiée par Ecocert SAS F 32600(ISO). Cette huile est
naturelle, issue de I’agriculture biologique, achetée a la société frangaise FLORAME. Elle a

¢été conservée en position verticale, a I’obscurité et au frais (réfrigération).

Le profil chromatographique de I’huile essentielle de thym telle que déterminée par le

fournisseur commercial est illustré dans le Tableau 03.
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Tableau 4. Profil chromatographique de I’huile essentielle de thymus vulgaris (seuls les

composés de pourcentage supérieur a 0,05 % ont été rapportés)

Temps de rétention (min) Identification Aire (%)
5.163 Tricycléne 0.05
5.277 a-Thuyéne 1.08
5.473 a- Pinéne 1.08
5.896 Camphéne 0.78
6.758 [1-Pinéne 0.40
7.068 3-Octanone 0.09
7.239 Myrceéne 1.70
7.720 a- Phellandréne 0.22
8.196 a- Terpinéne 1.85
8.611 p-Cymeéne 18.82
8.715 Limonene* 1.12

1,8-Cinéole
9.515 cis-[J- Ociméne 0.05
10.030 [J- Terpinéne 9.52
10.354 trans -4-Thujanol 0.61
10.587 Oxyde de linalol 0.07
11.320 Terpinoléne 0.38
11.825 Cis 4-Thujanol 0.13
12.049 Linalol* 5.68
14.106 Camphre 0.40
15.354 Bornéol 1.90
15.996 Terpinén-4-ol 1.07
16.887 a- Terpinéol 0.11
18.801 Acétate de bornyle 0.12
19.906 Thymol méthyl éther 0.47
22.820 Carvacrol méthyl éther 0.24
23.554 Thymol 45.85
23.863 Isothymol (Carvacrol) 3.17
30.140 B-Caryophylléne 1.54
31.263 Alloaromadendréne 0.16
34.621 Lédene 0.12
36.368 v-Cadinéne 0.14
39.525 Oxyde de caryophylléne 0.25

II-4 Les milieux de culture :

Nous avons utilisé le milieu Sabouraud est pour la préculture des souches fongiques,

la mise en évidence de I’activité antifongique des différents extraits et huiles essentielles

testés, pour la détermination de la CMI et la CMF ainsi que les essais de combinaison.

37



Chauffe ballon

Chapitre 02 : Mateériel et méthodes

En ce qui concerne les précultures bactériennes, la mise en évidence de I’activité
antibactérienne des différents extraits et huiles essentielles testés, ainsi que pour la

détermination de la CMI et la CMB, nous avons utilis¢ La Gélose Mueller Hinton (M.H.)

Il est a noté que par souci d’économie de milieu de culture, tous les tests ont été

réalisés sur des boites de pétri de 55Smm de diamétre.

B- Méthodes :
1I- Méthodes d’extraction :

I-1 Hydrodistillation

L’extraction de I’huile essentielle a partir de la partie aérienne d’Artemisia herba alba
est réalisée a 1’aide d’un hydrodistillateur simple (figure), cette technique consiste a porter a
¢bullition, 100g de matiere végétale finement coupée, dans un ballon de 1L, contenant 600 ml
d’eau distillée. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers un coude a 60°, puis
par le réfrigérant qui permet la condensation de la vapeur contenant I’huile essentielle, dans

une ampoule a décanter de 250 ml. La durée moyenne d’une extraction et de 4 heurs

Coude 60 Réfrigérant

Circuit ouvert
d’eau

Ballon de 1L

Fig. 12 : Dispositif de I’hydrodistillation

I-2 Séparation et conservation des huiles essentielles extraites

La séparation de I’huile essentielle de la phase aqueuse (hydrolat) est une extraction

liquide-liquide, réalisée dans l’ampoule a décanter, par différence de densité, 1’huile
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essentielle étant moins dense remonte a la surface, il suffit alors de libérer 1’hydrolat et de

récupérer 1’huile.

L’huile essentielle obtenue est pesée pour chaque extraction, pour le calcul du
rendement, elles sont ensuite conservées dans des flacons en verre brun hermétiquement
fermés et couverts de feuilles d’aluminium et conservées au réfrigérateur a une température de

5-6 °C., en vue des tests microbiologiques.

H.E. en surface

IEA

|

‘

Fig. 14 : Récupération de I’huile essentielle

Fig. 13 : Libération de I’hydrolat

1-3 Calcul du rendement de I’hydrodistillation

Le rendement d’une extraction est le rapport de la masse de I’huile extraite, a la masse
de la matiére végétale utilisée. Le rendement est exprimé en pourcentage calculé¢ par la

formule suivante :

R=Y2E 100
MMV

Avec : R=rendement de I’extraction en %
MHE : moyenne de la masse de I’huile essentielle des différentes extractions en (g).
MMV : masse de la matiere végétale séchée (g)

Il est a noter qu’une hydrodistillation de la partie aérienne (Tiges, feuilles, fleurs) de

Retama raetam, a été réalisée, mais que cette dernieére avait un rendement infiniment réduit,
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c’est la raison pour laquelle nous n’avons pas continué¢ 1’extraction de 1’huile essentielle pour

cette plante.

I-4 Extraction au soxhlet par solvant hydro alcoolique

Le Schéma du montage utilisé pour 1’extraction par soxhlet est présenté dans la figure
Un extracteur Soxhlet est une piece de verrerie utilisée en chimie analytique et en chimie
organique qui permet de faire 1’extraction continue par solvant d’un solide (figure 9). Il se
compose d’un corps en verre (4) dans lequel est placé une cartouche en papier filtre épais (5),
d’un tube siphon (6/7) et d’un tube d’adduction (3). Le corps de I’extracteur est placé sur un
ballon (2) contenant le solvant d’extraction. Les résidus a extraire sont placés dans

I’extracteur surmonté d’un réfrigérant (9).

L’avantage de ce type d'extraction est que le solvant condensé, s’accumule dans un
réservoir a siphon, ce qui augmente la durée de contact entre le solvant et le produit a extraire.
Quand le solvant atteint un certain niveau, il amorce le siphon et retourne dans le ballon en

entralnant la substance dissoute (Feknous, et al.,2014)

Plusieurs cycles sont nécessaires en fonction du solvant, de la plante utilisée,

I’extraction est arrétée lorsque le solvant dans le siphon devient clair.
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Fig. 15 : Dispositif de I’extraction par soxhlet
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Pour une meilleure affinité entre le solvant et les composés susceptibles d’étre extraits,
nous avons utilis¢ un mélange d’éthanol et d’aux distillée, avec un rapport de 70/30.

Les deux espéces échantillonnées, en I’occurrence Artemisia herba alba et Retama
raetam, ont subi I’extraction au soxhlet selon le mode opératoire suivant.

Mode opératoire :
v 15g de la matiére végétale broyée sont placé dans une cartouche en papier filtre.
Dans un ballon de 11 a fond plat, on introduit 150 ml du mélange éthanol eau distillée (70/30).

v" La cartouche est ensuite placée dans I’extracteur d’un soxhlet de 250ml.

v' Le corps de I’extracteur muni d’un réfrigérant est placé sur le ballon contenant le
solvant et maintenu par une pince fixé sur une statif

V' Suite a I’ébullition, la vapeur du solvant se condensent dans le réfrigérant et s’écoulent
au travers de la cartouche et immerge progressivement le broyat végétal

v" En atteignant le sommet du tube siphon, le solvant retourne dans le ballon, cela
représente un cycle.

v Le cycle d’extraction recommence, et la couleur du solvant s’éclaircie
progressivement jusqu’a ce qu’il devienne pratiquement transparent.

v L’extrais et alors récupéré dans le ballon et filtré.

v" Afin d’éviter I’interaction de solvant utilisé avec las souches a tester, il est éliminé au
rotavapor.

1I- Méthodes microbiologiques :

Ce travail expérimental a été réalisé pendant une durée de trois mois et demie au sein
du laboratoire de microbiologie de la faculté¢ des sciences biologiques et des sciences

agronomiques — Université Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou.
L’objectif de cette étude est :

L’évaluation du pouvoir inhibiteur de la croissance fongique et bactérienne de quatre
huiles essentielles a savoir : Artemisia herba alba, Calendula, Chamaemelum fuscatum et
Saussurea lappa. ; Ainsi que six extraits, en 1’occurrence, Artemisia herba alba, Retama

raetam, inula viscosa, Myrtus communis, Saussurea lappa ainsi que Zizyphus jujuba.

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI), ainsi que 1’effet

obtenu a ces concentrations (effet statique ou létal).
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Tester certaines interactions entre les huiles essentielles et les extraits par le biais de

combinaisons deux a deux et détermination des concentrations sub-inhibitrices.
II-1 Evaluation qualitative et quantitative de I’activité antimicrobienne
1- Préparation des suspensions fongiques :

A partir des boites de Pétri conservées contenant les souches fongiques, trois disques
mycéliens d’environ 4mm de diamétre pour chaque souche ont été prélevés, puis déposés en
forme de triangle dans des boites de Pétri préalablement coulées de milieu Sabouraud, puis
incubé a 25°C jusqu’a ce que la croissance mycélienne soit bien caractérisée (trois a six

jours).

Les spores sont récupérées par lavage de la boite de Pétri avec un volume de 5ml d’eau
physiologique stérile a 0.9%. Aprés homogénéisation, les suspensions sont standardisées a 10°
UFC/ml en effectuant des dénombrements sur la cellule de Thoma et des dilutions, si

nécessaire.
2- Préparation des suspensions bactériennes

Les tests antibactériens sont réalisés a partir de cultures jeunes en phase exponentielle
de croissance (culture de 15 a 18 heures). Pour ce faire, les souches bactériennes sont

repiquées sur le milieu MH gélosé, puis les boites sont incubées a 37°C

Nous prélevons a partir de cultures pures de 16 heures, a 1’aide d’une pipette Pasteur
quelques colonies bien isolées de chacune des souches a tester, que nous déchargeons dans
10ml de I’eau physiologique stérile a 0,9%. Les suspensions bactériennes, ainsi obtenues, sont
standardisées, a 1’aide d’un spectrophotomeétre, a une DO de 0,08 a 0,10 a une longueur
d’onde de 620nm. Cette absorbance correspond & une concentration de 10’ UFC/ml. Nous
avons, ensuite, réalisé une dilution au 1/10 afin d’obtenir une suspension standardisée a 10°

UFC/ml.
Méthode des puits :

L’évaluation de D’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode des puits

décrite par Ismail et al. (2008).
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3- Confection du puits

. 2- Ensemencement
4- Extrait
<«—+4— 1- Milieu de culture

7 approprié
5- Diamétre d’inhibition

Fig. 16 : schéma descriptif de la technique des puits

Cette méthode consiste a estimer 1’inhibition de la croissance des germes testés au

contact des extraits et huiles essentielles testés.

Pour ce qui concerne les isolats fongiques, a partir d’une suspension standardisée a 10°
UFC/ml, nous avons effectué un ensemencement en surface de 50ul dans des boites (55mm)
contenant du milieu Sabouraud préalablement coulé et solidifié, puis étalement a I’aide d’un

rateau.

Pour ce qui est des souches bactériennes, 1’ensemencement de la suspension
standardisée a 10° UFC/ml, se fait en masse, en déposant 500ul au fond des boites de Pétri
stériles (55mm), puis la gélose M.H. est coulée en surfusion (45°C environ) les boites sont

agitées doucement afin d’obtenir un ensemencement homogeéne.

Apres solidification des milieux de culture, des puits d’environ 6mm de diamétre ont été
confectionné a I’aide d’une pipette Pasteur retournée et flambée a son extrémité large. A

I’intérieur de ces puits sont déposé 30ul d’huile essentielle ou d’extrait a tester pur.

La lecture est faite aprés 72 heures d’incubation a 25°C pour les isolats
fongiques et 24 heures a 37°C. pour les souches bactériennes. Les diametres des zones

d’inhibition sont mesurés a I’aide d’une régle et exprimés en millimétre (mm).
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3- Détermination des CMI, CMB et CMF
3-1 Détermination des CMI
Méthode des spots
Principe de 1a méthode

Ce test non quantitatif a pour objectif d’estimer la concentration minimale inhibitrice
des souches testées au contact de différentes concentrations des agents antimicrobiens étudiés

(Sokmen et al., 2004).

3 spots en triangle de la
suspension microbienne

2ml de milieu mélangé a
,/l\ I'extrait ou H.E.

10ml de milieu

Fig. 17 : schéma descriptif de la technique des spots

Cette technique est réalisée en trois étapes :

— Dans des boites de Pétri stériles, nous avons fait couler 10ml de milieu (MH pour les
bactéries et Sabouraud pour les souches fongiques) qui va servir d’apport en
nutriments pour les microorganismes ;

— Apres solidification de cette premicre couche, nous mélangeons dans 2ml du milieu de
culture, des volumes variables de 1’agent antimicrobien a tester. Puis, la dilution
obtenue est versée et étalée d’une fagon homogene dans les boites de Pétri
préalablement coulées ;

— Apreés solidification, de la deuxiéme couche, nous avons déposé 3 spots de Sul de la

suspension microbienne a 10° UFC/ml en forme de triangle.

Les boites sont, ensuite, incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C

pendant 72h pour les moisissures.

La plus petite concentration pour laquelle il n’y’a aucun développement visible de la

souche est considérée comme étant la CMI.
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3-2 Détermination des CMB et CMF

La détermination des concentrations minimales fongicide (CMF) et bactéricide (CMB)
est réalisée par un prélévement, a I’aide d’une pipette Pasteur, dans les zones d’inhibition (ne
présentant aucune culture visible). Chaque prélévement est, ensuite, déposé en stries sur le
milieu de culture approprié (MH pour les bactéries et Sabouraud pour les souches fongiques)
ne contenant aucun agent susceptible d’étre inhibiteur de la croissance de la souche en
question. Les boites ensemencées sont incubées a 25°C pendant 72h pour les souches

fongiques et a 37°C pendant 24h pour les souches bactériennes.
4- Combinaisons des huiles essentielles et des extraits végétaux

Pour essayer d’optimiser 1’activité antimicrobienne et d’abaisser les CMI des huiles
essentielles et des extraits étudiés, certaines associations ont été réalisées par la méthode des
spots, a cet effet les huiles essentielles et/ou les extraits sont associ¢ deux a deux avec des

concentrations différentes décroissantes de maniére graduelle.
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Chapitre 03 Résultats et discussion

I- Résultats et discussion

1. Rendement de I’extraction de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba

Le rendement de I’extraction de I’huile essentielle de I’armoise blanche est de 0,59%, ce
qui est bas par rapport a ce qui est rapporté dans la bibliographie, a titre d’exemple, Ghanmi et
al., parlent d’un rendement estimé entre 0,56 et 1,23%, Salido et al., citent des rendements
entre 0,41 et 2,30%, Akrout, 2004 fait état d’un rendement de 0,65%, Khebri, 2011, parle

d’un rendement de 1,7%.

Cela pourrait s’expliquer par la période d’échantillonnage relativement précoce (mi

mars) qui correspond a la période de reprise de végétation de 1I’armoise blanche.
2. Tests antimicrobiens

L’ensemble des résultats obtenus lors des tests d’activité antifongique et
antibactérienne effectués sur les huiles essentielles et les extraits végétaux étudiés sont
présentés dans des tableaux permettant des comparaisons entre les agents antimicrobiens et
les souches bactériennes et fongiques testées. A la lecture de ces tableaux, nous considérons
les réactions comme étant positives lorsque le diamétre d’inhibition observée est supérieur ou

¢gal a 10 mm (Souza et al., 2007).
2.1 Evaluation comparative de I’activité antifongique des huiles essentielles

L’évaluation de I’activité antifongique réalisée sur quatre huiles essentielles (extraites
au laboratoire) issues de différentes plantes et une huile essentielle commerciale (huile
essentielle de thym) testées sur six especes de moisissures a conduit a 1’obtention des résultats

rapportés dans le Tableau 5.
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Tableau 5. Effet inhibiteur sur la croissance fongique des huiles essentielles évalué sur milieu
Saboureaud apres 72h d’incubation a 25°C.

Huile Alternaria F. F. oxysporum | F.oxysporum | Aspergillus | Aspergillus
essentielle sp. pseudograminearum | f.sp. albedinis | f.sp. lycopercisi niger sp.
Artemisia Ralent. Dvp.
+
herba alba Abs. halo Abs. halo + 11mm 30mm Abs. halo 7mm
Calendula + inhibition totale Ralent. Dvp.
Arvensis Abs. halo 55mm + 11mm Abs. halo 15mm
Chamaemelum + inhibition totale Ralent. Dvp. Ralent. Dvp.
fuscatum Abs. halo 55mm Abs. halo 6mm L6mm
Saussurea | popmy | DNNDHGRGNE | e | SN 17 mm
lappa 55mm
Thymus + inhibition totale + inhibition + inhibition + inhibition
. + 31mm + 34mm

vulgaris 55mm totale 55mm totale 55mm totale 55mm
commercial

L’examen des résultats du Tableau 5 permet de relever I’effet antifongique exercé par

certaines des huiles essentielles testées. A cet effet, I’huile essentielle de Calendula arvensis

a montré une activité antifongique au méme titre que I’huile essentielle de Chamaemelum.

fuscatum avec un spectre 1égérement plus large pour la premicre.

L’huile essentielle d’A. herba alba a exhibé une activité antifongique relativement

faible vis-a-vis d’une seule souche, en 1I’occurrence F. oxysporum f sp. Albidinis.

L’huile essentielle de S. lappa est celle qui s’est montrée la plus active, avec des effets

inhibiteurs appréciables sur toutes les souches fongiques testées.

2.2 Evaluation comparative de I’activité antifongique des extraits végétaux

Le Tableau 6 indique les résultats de I’évaluation de 1’activité antifongique réalisée sur six

extraits issus de différentes plantes testées sur six especes de moisissures.
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Tableau 6. Effet inhibiteur sur la croissance fongique des extraits végétaux évalué sur milieu
Saboureaud apres 72h d’incubation a 25°C.

Extrait Alternaria F. F. oxysporum | F. oxysporum Aspergillus | Aspergillus
végétal sp. pseudograminearum | f.sp. albedinis | f.sp. lycopercisi niger sp.
Artemisia Abs. halo Abs. halo Ralentissement +13mm Abs. halo +9 mm
herba alba sur 1 1lmm
Retama Abs. hal Abs. hal Ralentissement Abs. hal + (pas fie 8 mm
raetam 5. halo 5. halo sur 12mm S. halo sporulation)
sur 25mm
Inula vi Abs. hal Abs. hal +12 mm + 10mm psde g
nula viscosa s. halo s. halo sporulation)
sur 28mm
Myrtus + (pas de Ralent.
communis + 15mm +12mm +17 mm Abs. halo sporulation) Dvp. 12
sur 30 mm mm
Zyziphus Abs. halo Abs. halo Abs. halo Abs. halo Abs. halo +10 mm
jujuba
Saussurea +32 mm +25 mm +15 mm + 17mm + inhibition | +22mma
lappa totale S55Smm | 25 mm

L’extrait d’l. viscosa s’est montré 1égérement actif contre Aspergillus sp. et le F.

oxysporum f. sp. albidinis. ainsi que sur le F. oxysporum f. sp. lycopercisi.

De méme, les résultats obtenus ont révélé 1’action inhibitrice de 1’extrait de M.
communis sur Alternaria sp. F. pseudograminearum ainsi que sur F. oxysporum f. sp.

albidinis

Quant a 1”’extrait de S. lappa, a I’instar de son huile essentielle, il s’est montré plus

actif, en inhibant remarquablement la croissance de toutes les souches fongiques testées.

2.3 Evaluation comparative de I’activité antibactérienne des huiles essentielles et
des extraits végétaux

Les résultats de 1’évaluation de D’effet inhibiteur de la croissance des souches
bactériennes par les huiles essentiels et les extraits végétaux sont présentés dans le Tableau 7.
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Tableau 7. Inhibition de la croissance bactérienne par les huiles essenticlles et les extraits
végétaux €valuée sur milieu Muller Hinton aprés 24h d’incubation a 37°C.

Saussurea

} Pseudomonas . Pseudomonas )
Huiles . Bacillus cereus e . Bacillus cereus
X aeruginosa Extrait végétal Aeruginosa
essentielles Gram + Gram +
Gram - Gram -

Artemisia Abs. halo Abs. halo Artemisia Abs. halo Abs. halo
herba alba herba alba
Calendula Abs. halo Abs. halo Retama raetam +17 mm Abs. halo
arvensis
Chamaemelum )
fuscatum Abs. halo Abs. halo Inula viscosa + 13 mm Abs. halo
Saussurea Myrthus
- G | Abshalo | oo #2mm +23mm
I:Iérgﬁz +31mm +25mm Ziziphus jujuba + 18 mm +16 mm

lappa

Abs. halo

La seule huile essentielle qui s’est révélée active contre les souches bactériennes

utilisées est celle de Saussurea lappa, elle a inhibé la croissance de P. aeruginosa

Par contre, les extraits de Retama raetam, Inula viscosa ainsi que Saussurea lappa ont

montré une activité antibactérienne, sur Pseudomonas aeruginosa

Les extraits de M. communis et Z. jujuba, ont exhibé une activité antibactérienne vis-

a-vis des deux souches bactérienne P. aeruginosa et B.cereus.

obtenus avec les extraits et huiles essentielles testés purs a raison de 30ul/puits.

Les planches suivantes illustrent les halos d’inhibitions des tests les plus probants
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H.E. Saussurea lappa sur Aspergillus sp. Aspergillus sp.
Aspergillus sp. Témoin négatif Témoin positif

g =S

H.E. Saussurea lappa sur Aspergillus niger Aspergillus niger
Aspergillus niger Témoin négatif Témoin positif

H.E. Saussurea Iappa sur Alternaria sp. Alternaria sp.
Alternaria sp. Témoin négatif Témoin positif

Fig. 18 : halos d’inhibition des extraits et huiles essentielles testés purs a raison de 30ul/puits.
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Ext. S. lappa sur Alternaria sp. Ext. M. communis sur
Alternaria sp.

A\

N Fig. 18 suite: halos d’inhibition des extraits et huiles essentielles testés purs a raison de 30ul/puits.
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H.E. Artemisia herba alba Ext. S. lappa sur F. 0. Ext. M. communis sur F. 0.
sur F.o0. albedinis albedinis albedinis

F.o. albedinis témoin

.. F.o. albedinis témoin
négatif

positif

Ext. S. lappa sur Ext. S. lappa sur F. 0. H.E. S. lappa sur F. 0.
Aspergillus sp. lycopersici lycopersici

Fig. 18 suite : halos d’inhibition des extraits et huiles essentielles testés purs a raison de 30ul/puits.
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Ext. M. communis sur P. Ext. S. lappa sur P. H.E. S. lappa sur P.
aeruginosa aeruginosa aeruginosa

Ext. Z.jujuba sur P. Ext. R retam sur P. P. aeruginosa témoin
aeruginosa aeruginosa négatif

P. aeruginosa témoin
positif

Fig. 18 suite : halos d’inhibition des extraits et huiles essentielles testés purs a raison de 30ul/puits.
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Ext. M. communis sur B. Ext. Z. jujuba sur B. cereus
cereus

B. cereus témoin négatif B. cereus témoin positif

Fig. 18 suite : halos d’inhibition des extraits et huiles essentielles testés purs a raison de 30ul/puits.
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3. Détermination des Concentrations minimales inhibitrices (C.M.1.)

La détermination des C.M.I. a été réalisée avec la méthode des spots, nous avons
¢galement vérifié la nature de ’action des huiles et des extraits testés (fongistatique ou

fongicide pour les champignons et Bactériostatique ou bactéricide pour les bactéries).

Pour des problémes de faisabilité, nous avons réduit le nombre d’huiles essentielles et
d’extraits pour lesquels nous avons déterminé les C.M.I., pour cela nous avons retenu les
extraits et les huiles qui ont montré le plus large spectre, et nous nous sommes limité a une
souche par genre pour les souches fongiques, a savoir: F. oxysporum f sp. albidinis,

Alternaria sp. et A. niger
Pour les souches fongiques, nous avons retenu :

- T’huile essenticlle et I’extrait de Saussurea lappa, ainsi que I’extrait de Myrtus
communis, testés sur F. oxysporum f. sp. albidinis, Alternaria sp. ainsi que A.
niger.

- T’huile essentielle de I’armoise blanche a été retenue en dépit du fait qu’elle ait
montré une activité antifongique limitée a une seule souche, en 1’occurrence le F.
oxysporum f. sp. Albidinis. Ceci peut aussi étre justifié par la nécessité de rechercher

des produits a spectre réduit, dans une optique de lutte biologique.
Pour les souches bactériennes, nous avons déterminé les C.M.I. pour :

- les extraits de: Retama raetam, Myrtus vulgaris, Zyzyphus jujuba, ainsi que

Saussurea lappa

Les résultats de ces tests sont résumés dans les Tableaux 08, 09, 10 pour les souches
fongiques et 11 et 12 pour les souches bactériennes.

Tableau 8. C.M.I. des huiles essentielles d’A. herba alba, S. lappa, T. vulgaris ainsi que
des extraits de M. communis et S. lappa contre F. oxysporum f.sp. Albidinis

Extrait ou huile C.M.1. (%) C.M.F./C.M.Fs.
Huile Artemisia herba alba 0,125 CMFs.
essenticlle Saussurea Iapp_a 0,025 C.M.F.

Thymus vulgaris (commerciale) 0,005 C.M.F.
Extrait Saussurea lappa 0,025 C.M.F.
végétal Myrtus communis 0,075 C.MF.
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Tableau 9. C.M.I. des huiles essentielles de Saussurea lappa, Thymus vulgaris ainsi que des
extraits de Myrtus communis et Saussurea lappa contre Alternaria sp.

Extrait ou huile C.M.1. (%) C.M.F./C.M.Fs.
Huile H.E. Saussurea lappa 0,02 C.M.F.
essentielle H.E. Thymus vulgaris (commerciale) 0,005 C.M.F.
Extrait Ext. Myrtus communis 0,15 C.M.F.
végetal Ext. Saussurea lappa 0,0125 C.M.F.

Tableau 10. C.M.1I. des huiles essentielles de Saussurea lappa, Thymus vulgaris et de I’extrait
de Myrtus communis contre Aspergillus niger

Extrait ou huile C.M.1. (%) C.M.F./C.M.Fs.
Huile H.E. Saussurea lappa 0,01 C.M.F.
essentielle H.E. Thymus vulgaris (commerciale) 0,0025 C.M.F.
Ef(tr,alt Ext. Saussurea lappa 0,025 C.M.F.
végétal

Tableau 11. C.M.I. des extraits de Retama raetam, Myrtus communis Zyzyphus, Saussurea

lappa contre Pseudomonas aeruginosa

Extrait C.M.1. (%) C.M.B./C.M.Bs.
Ext. Retama raetam 0,15 C.M.B.
Ext. Myrtus communis 0,025 C.M.Bs.
Ext. Zyzyphus jujuba 0,05 C.M.B.
Ext. Saussurea lappa 0,025 C.M.B.

Tableau 12. C.M.1. des extraits de Myrtus communis et Zyzyphus, contre Bacillus cereus

Extrait

C.M.1. (%)

C.M.B./C.M.Bs.

Ext. Myrtus communis

0,075

C.M.B.

Ext. Zyzyphus jujuba

Pas d’inhibition jusqu’a 0,125
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¢

Témoin négatif
—

- —
N
4
i

CMI 125pul/ml 75ul/ml 25ul/ml

Fig. 19 : Photo du test en spot des CMI pour ’'H.E. d’A.
herba alba sur F. 0. albedinis

4 A i .
a N i b ;
125pul/ml CMI 75ul/ml 25ul/ml

Fig. 20 : Photo du test en spot des CMI pour ’extrait de M.
communis sur F. 0. albedinis
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\_/’

oouim Soutmi

Fig. 21 : Photo du test en spot des CMI pour ’extrait de M.
communis sur B. cereus

Le pouvoir inhibiteur des huiles essentielles vis-a-vis d’une souche microbienne est
classé en: excellent pour des CMI < 50ul/ml (0,05%), intéressant pour des CMI entre 50ul/ml
(0,05%) et 250ul/ml (0,25%), faible pour des CMI entre 250ul/ml (0,25%) et 500ul/ml (0,5%)
et médiocre ou nul pour des CMI > 500ul/ml (0,5%) (Koba et al., 2004).

A cet effet, nous pouvons considérer le pouvoir inhibiteur de I’huile essentielle de S.
lappa ainsi que son extrait comme excellent contre F. oxysporum f.sp. Albidinis, Alternaria
sp, ainsi que A. niger. De méme, celui de 1’extrait de S. lappa, est jugé excellent contre P.
aeruginosa.

L’extrait de M. communis a un pouvoir inhibiteur jugé intéressant vis-a-vis de F
oxysporum f.sp. Albidinis, Alternaria sp et B. cereus ainsi qu’une activité excellente vis-a-vis

de P. aeruginosa.

Quant a extrait de R. raetam, ainsi que 1’huile essentielle d’A. herba alba leur pouvoir
inhibiteur est intéressant, celui de Retama contre P. aeruginosa, et 1’huile d’armoise contre

F. oxysporum f. sp. Albidinis .

S’agissant de I’extrait de Z. jujuba, son pouvoir inhibiteur est jugé intéressant contre P.

aeruginosa et moyen contre B. cereus.
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D’apres les résultats obtenus, les huiles et les extraits testés exercent un effet fongicide
et bactéricide vis-a-vis de I’ensemble des souches testées, excepté 1’huile d’armoise testée sur
le Fusarium oxysporum f. sp. albedinis. Quant a I’extrait de M. communis son effet est

fongistatique et bactériostatique.
4. Effet des combinaisons des extraits et huiles essentielles:
Les combinaisons d’agents antimicrobiens ont un triple objectif :

- L’optimisation de I’effet antimicrobien, avec une possibilit¢ de diminuer les
concentrations minimales inhibitrices.

- La diminution du risque d’apparition de souches résistantes, par la diminution des
concentrations, ainsi que la multiplicité des produits auxquelles sont confrontés ces
microorganismes.

- Réduire I'impact négatif des composés végétaux sur les propriétés sensorielles des

produits alimentaires

L'interaction entre les composés bioactifs peut produire quatre types d'effets:
indifférents, additif, antagoniste, ou des effets synergiques. L’effet additif est observé
lorsque I'effet combiné est égale a la somme des effets individuels. L'antagonisme est observé
lorsque l'effet de I'un ou des deux composés est moins quand ils sont appliqués en méme
temps que lorsqu’ils sont individuellement appliqués. La synergie est observée lorsque 1'effet
des substances combinées est supérieur a la somme des effets individuels, tandis que 1'absence

d'interaction est définie comme de l'indifférence. (Imaél et Rodolfo Juliani, 2012).

A cet effet, nous avons tenté quelques essais de combinaison des huiles essentielles et
des extraits contre deux souches fongiques, a savoir, le F. oxysporum Fsp. albedinis et

Alternaria sp.

4.1 Association : HE Artemisia herba alba + HE Saussurea lappa vis-a-vis du

Fusarium oxysporum Fsp. albedinis :

En raison de I’épuisement de la quantit¢ d’huile essentielle de S. lappa, nous n’avons
pas pu faire une large gamme de combinaisons. Ainsi, nous avons juste essay¢ de baisser les
CMI respectives, en réduisant les concentrations de manicre graduelle, a raison de 20% a

chaque fois :
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Les résultats des combinaisons sont rapportés dans le Tableau 13

Tableau 13. Résultats de la combinaison des huiles essentielles d’Artamisia herba alba

et de Saussurea lappa sur Fusarium oxysporum f. sp. albedinis.

HE Artemisia herba alba 125ul/ml 100ul/ml 75ul/ml
HE Saussurea lappa 25ul/ml 20ul/ml 15ul/ml
Résultat Inhibition totale Inhibition totale Inhibition totale

L’examen des résultats du tableau 13, nous permet de constater que les huiles
essentielles d’Artemisia herba alba et de Saussurea lappa combinées, et testées sur F.
oxysporum f. sp. albedinis., ont un effet additif, les valeurs des C.M.I. respectives ont été

réduites par rapport a celles obtenues individuellement.

4.2 Association : extrait Myrtus communis + extrait sausurea lappa vis-a-vis du

Fusarium oxysporum Fsp. albedinis :

Nous avons réalisé pour ce test une matrice (gamme), a partir des deux CMI respectives,
en réduisant les concentrations de manicre graduelle, a raison de 20% a chaque fois. Les

résultats obtenus et les différentes concentrations utilisées sont illustrés dans le Tableau 14.

Tableau 14. Résultats de la combinaison des extrais de Myrtus communis et de Saussurea
lappa sur Fusarium oxysporum f. sp. albedinis.

Ext. Saussurea
25ul/ml 20pl/ml l6pul/ml 13ul/ml
Ext. Myrtus
75ul/ml - - - -
60ul/ml - - - -
48ul/ml - + + +
38,5ul/ml + + + +

A la lecture des résultats du Tableau 14, nous pouvons remarquer que les extraits de
Saussurea lappa associés a ceux de Myrtus communis, ont un léger effet synergique,
lorsqu’ils sont testés sur Fusarium oxysporum f. sp. albedinis. L’extrait de Saussurea lappa, a

permis de réduire la C.M.I de Myrtus communis de 75ul/ml a 48ul/ml.
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4.3 Association: HE sausurea lappa + extrait sausurea lappa vis-a-vis de

Alternaria sp. :

Les combinaisons ont été réalisées a partir des deux CMI respectives, en réduisant les
concentrations de manicre graduelle, a raison de 20% a chaque fois. Les résultats et les

différentes concentrations utilisées sont indiqués dans le Tableau 15.

Tableau 15. Résultats de la combinaison des extrais de Myrtus communis et de

Saussurea lappa sur Alternaria sp.

HE. Saussurea
12,5ul/ml 10pl/ml ul/ml
Ext. Saussurea

20ul/ml - - -
15pul/ml - + +
10pul/ml - + +

La photo suivante illustre les résultats de la matrice résumés dans le tableau 11, il est a

noté que les boites sont disposés dans le méme ordre que dans le tableau

Fig.21 : Photo de la matrice de la combinaison H.E. et extrait
de S. lappa contre Alternaria sp.

Les résultats du Tableau 14 permettent de constater que 1’huile essentielle et I’extrait de

Saussurea lappa combinés et testées sur Alternaria sp. produisent un effet inhibiteur additif.
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En effet, lorsque 1’'une ou I'autre des C.M.I. ne change pas, cela fait baisser ’autre, 1’effet

inhibiteur étant maintenu.

4.4 Association : extrait sausurea lappa + extrait Myrtus communis vis-a-vis
d’Alternaria sp. :

Les combinaisons sont réalisées par réduction des concentrations de maniére graduelle,
a raison de 20% a chaque fois. Ceci a conduit & ’obtention des résultats indiqués dans le
Tableau 16.

Tableau 16. Résultats de la combinaison de I’huile essentielle de Saussurea lappa de
I’extrait de Myrtus communis sur Alternaria sp.

HE. Saussurea
12,5ul/ml 10pl/ml 8ul/ml 6,5 nl/ml
Ext. Myrtus
150ul/ml - - - -
120pul/ml - ( - - 1 +
96ul/ml N.D. - - J +
77ul/ml + + + +

La photo suivante illustre les résultats de la matrice résumés dans le tableau 16, il est a

noté que les boites sont disposés dans le méme ordre que dans le tableau

Fig. 22 : Photo de la matrice de la combinaison extrait de S.
lappa et extrait de M. communis contre Alternaria sp.
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Selon les résultats du Tableau 16, 1’huile essentielle de Saussurea lappa combinée a
I’extrait de Myrtus communis , puis testé sur Alternaria sp. produit un net effet synergique.
Lorsque la concentration de 1’un et celle de I’autre diminue leurs C.M.I. respectives sont
réduites jusqu’a une concentration sub inhibitrice de 1’ordre de 8ul/ml pour I’huile essentielle

de Saussurea lappa et de 96ul/ml pour 1’extrait de Myrtus communis.
5. Discussion générale

La différence de réaction observée entre les bactéries a Gram+ et les bactéries a Gram
— pourrait étre attribuée a la différence dans la structure pariétale. En effet, il est
généralement admis que les bactéries a Gram — sont plus résistantes que celles a Gram +.
Mais, ce n’est pas le cas pour les résultats que nous avons obtenus, puisque B. cereus
(Gram+) a montré une sensibilité relativement proche de celle de P. aeruginosa (Gram-).

Ces résultats pourraient étre dus a des erreurs de mesure de diamétres d’inhibition.

En effet, plusieurs travaux ont démontré cette différence dans sensibilité des bactéries
aux huiles essenticelles (Falleh et al., 2008 ; Hayouni et al., 2007 ; Kone et al., 2004 ; Shan et
al., 2007 ; Turkmen et al., 2007 ). La résistance, généralement, élevée chez les Gram-, est
attribuée a la présence d’une membrane externe imperméable aux composés lipophiles.
L’absence de cette barriere chez les Gram+ permet le contact direct des constituants
hydrophobes des huiles essentielles avec la bicouche phospholipidique de la membrane

cellulaire bactérienne (Wendakoon et Sakaguchi, 1995).

D’aprés Haouari et Ferchichi (2009), ayant travaillé sur la composition de 1’huile
essentielle de 1’armoise blanche du sud de la Tunisie, cette espeéce aurait un haut niveau de
polymorphisme chimique. Ces auteurs ont décrit une centaine de composants dont dix
majoritaires (pourcentage >10%) qui sont le : cinéol, thuyone, chrysanthenone, camphre,
bornéol, acétate de chrysanthenyl, acétate de sabinyle, éthers de danova et davanone. Selon
Vernin et al. (1995) et Dob et al. (2006), les principaux constituants de I’armoise d’Algérie

sont camphre, a- et - thuyone, 1-8 cinéol et chrysanthenyl.

Houmani et al. ( 2004) ont aussi déterminé les principaux composants de 1’huile
essentielle d’Artemisia herba alba de la région de Djelfa, ce sont le camphre (39,16%), le 1-8
cinéol (12,38%) la chrysanthenone (7,06%), 1’a- thuyone (6,85%), le camphre (6,0%), la -
thuyone (4,78%), le bornéol (3,55%), la pinocavone (2,92%) et le spathulénol (1,31%).
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Cette forte variabilité¢ intra-spécifique de I’armoise blanche peut étre d’origine
géographique, génétique (Karousou et al., 2005 ; El Ajjouri et al.,2008), saisonniére (Ghanmi
et al., 2010) ou méme écologique (sol, humidité etc.) (Zaim, 2010).

Les travaux de Boudjelal, 2013 ont démontré une activité¢ antibactérienne de 1’extrait
méthanolique de I’armoise blanche contre quatre souches bactériennes, en 1’occurrence,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, ainsi que sur Pseudomonas

aeruginosa.

Pitarokili et al. (2003) cité par Ghrib (2009) ont attribué I’activité antifongique de
I’huile essentielle de 1’armoise blanche observée sur Fusarium oxysporum et Rhizopus

stolonifer a la présence de composés majoritaires tels que 1’a- et B- thuyone.

Kolai et al. (2012) ont également signalé une action antifongique de 1’huile essentielle
de I’armoise blanche de la région de Naama, exercée sur deux formes spécialesde Fusarium
oxysporum f sp. radicis-lycopersici. Ces auteurs ont rapporté une CMI de 0,2% pour les deux
souches fongiques, une valeur relativement proche de notre valeur obtenue avec la forme

spéciale albidinis (0,125%).

Ghrib (2009) a noté une activité considérable de cette huile sur Rhizopus stolonifere, F.
oxysporum, faible sur A. flavus et moyenne sur A. niger, ce dernier résultat est différent du

notre obtenu avec ce méme champignon n’ayant produit aucune réaction,

Ghanmi et al. (2012) ont constaté des différences importantes dans le rendement et la
composition chimique de I’huile essentielle de I’armoise blanche en fonction de la date de
récolte, a savoir : avril, juin, et septembre, dont les rendements étaient respectivement de 0,86,
1,23 et 0,56%. Les analyses chromatographiques ont révélé I’existence de deux composés
majoritaires, le chrysanthénone et le camphre, pour les échantillons des mois d’avril et juin,
par contre ceux du moi de septembre se distinguent par la présence du camphre et de I’a-

terpin-7-al.

De méme, Cherchari et al. (1996) ont révélé une forte activité de 1’huile essentielle
d’armoise blanche d’Algérie vis-a-vis de Staphylococus et un effet réduit contre les
entérobactéries. Par contre, les travaux de Yashphe et al. (1979) ont révélé une action
inhibitrice sur des bactéries a Gram+ (Hemolyticus, Streptococcus et staphylococcus aureus)

et des bactéries a Gram — (E. coli, Shigella sonnei et Salmonella typhosa), due a la fraction la
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plus active, en 1’occurrence 1’alcool de santoline, composé qui n’est pas signalé¢ dans

I’armoise blanche d’ Algérie.

A la lecture de cette rétrospective succincte des travaux menés sur [’activité
antimicrobienne de 1’armoise blanche, il est claire que cette espéce recele des activités
relatives sur une gamme assez étendue, mais la question qui en découle est alors pourquoi
notre huile essentielle et notre extrait n’ont eu d’effet que sur le Fusarium oxysporum f. sp.
Albidinis. Cela est aussi intrigant qu’intéressant, si 1’on considére que les produits naturels a
spectre réduit aptes a remplacer les pesticides de synthése a large spectre, offrent des
opportunités prometteuses dans une perspective de lutte biologique, puisqu’ils auraient

probablement moins d’impact sur les organismes auxiliaires.

A la lumiere des résultats obtenus, nous pouvons suggérer que la date de récolte assez
précoce (mars, quelques jours apres la reprise de végétation) confirmé par un rendement a
I’extraction treés bas, aurait influencé la composition chimique dans la mesure ou tous les
composés n’auraient peut étre pas encore été synthétisés (métabolisme secondaire moins

intense), ce qui a limité son action,.

Il est aussi a supposer qu’un chémotype particulier dans lequel le package chimique
aurait un effet sur une gamme réduite (composé (€s) qui aurait (aient) une action antagonique
et limiterait 1’expression de 1’activité des autres composés et par conséquent une action
limitée a certains microorganismes seulement)? A cet effet une étude de la composition

chimique serait intéressante.

S’agissant de Saussurea lappa, cette plante s’est montré la plus active vis-a-vis de la
gamme microbienne testée, en ayant le spectre le plus large, avec toutefois une inactivité

contre Bacillus cereus (Gram+) aussi bien pour I’huile que pour I’extrait.

D’aprés Garima et al. (2013), I’huile essentielle de S. lappa est riche en quelques 41
composants, parmi lesquels des aldéhydes (25,5%) des alcools et surtout des composés
terpéniques, notamment 1’élémol (5,84%) qui est un sesquiterpéne connu pour ses propriétés
antimicrobiennes. Il serait donc probable que ce composé soit présent dans notre huile et qui

a causé ’activité antimicrobienne observée.

Boulogne 2011, attribue 1’activité antifongique de I’huile essentielle de S. lappa a un
autre composé terpénique, en l’occurrence le caryophyllene oxide quelle contient. Ce

composé est aussi cité par Mohamed Saleem et al., 2012.
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En ce qui concerne I’extrait de S. lappa, d’aprés Mohamed Saleem 2012, il est riche en
alcaloides tel que la saussurine, qui est a I’origine de son activité antifongique, il parle aussi
de I’aspect astringent de cette plante, probablement du a la présence de forte teneurs en

tannins. Cette astringence pourrait étre a I’origine de sa forte activité antimicrobienne.

Les travaux de Kolisetty et al., 2007, ont isolé de I’extrait de racines de S. lappa quatre
flavonoides glucidiques et ont démontré que ces derniers avaient tous les quatre des effets
antimicrobiens, mais moins prononcées que celle obtenue avec le mélange des quatre, ¢’est un

exemple de synergie.

Quant a P’extrait de Myrtus communis, nos résultats concordent en partie avec ceux
d’ Amensour (2010), qui a observé une activité antifongique ¢élevée, notamment vis-a-vis de P.
aeruginosa, contre laquelle, ’auteur a noté que 1’extrait métanolique de M. communis avait
une forte activité ce qui va dans le méme sens que nos résultats. De plus, 1’auteur a noté une
activité antibactérienne plus importante contre les souches Gram positives que contre les
Gram négatives, chose que nous ne pouvons confirmer, vu que les deux souches que nous
avons testé, en 1’occurrence, P. aeruginosa (Gram -) et B. cereus (Gram +) ont semblé avoir

la méme sensibilité a notre extrait.
Des observations similaires ont été aussi rapportées par El Harchli et al. ( 2015).

Pour ce qui est de I’effet de I’extrait de Retama raetam, Edziri et al. (2012), ayant
évalué les activités antibactériennes, antifongiques et cytotoxiques de deux flavonoides isolés
des fleurs de Retama raetam, ont constat¢ que les deux composés licoflavone et dorrone,
avaient une importante activité contre Escherichia coli ainsi que Pseudomonas aeruginosa
(C.ML.L estimées a respectivement a 7,81 ug/ml et 15,62ug/ml). Ces résultats son en accord
avec notre résultat obtenu avec P. aeruginosa, dont la C.M.I. est faible le halo d’inhibition

similaire. Ils ont aussi noté une activité antifongique sur des levures du genre Candida.

Il est admis que les flavonoides servent de produits de défense des plantes contre les
microorganismes pathogenes, et selon ce méme auteur, I’emplacement et le nombre de groupe
hydroxyles, détermine la toxicité contre les microorganismes en formant des complexes avec
des protéines extracellulaires solubles et avec la paroi cellulaire, ils peuvent agir ainsi en

altérant la fonction de la membrane et/ou la paroi cellulaire.

Zerroug (2011) a démontré que les métabolites secondaires bioactifs des champignons

endophytes de Retama raetam sont doués d’activités antimicrobiennes, notamment sur
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Bacillus sp, Streptococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, etc... et d’activités
antifongiques, notamment sur Candida albicans, fusarium oxysporum f.sp. albidinis,

Phytophtora infestans etc...

A cet effet, sachant que nous avons utilisé¢ aussi bien les tiges, les feuilles et les fleurs,
serait-ce les flavonoides contenus dans les fleurs qui auraient eu cette réaction ; la faible
quantité de fleurs utilisée a I’extraction par rapport a la masse végétale, serait a 1’origine de la
réaction « timide » sur la gamme de microorganismes que nous avons utilisé, ou alors serait-

ce peut étre du a la qualité de la flore endphyte.

Concernant Ziziphus jujuba, les travaux de Al Reza et al., 2009 ont révélés une
grande activité antibacterienne, de 1’extrait méthanolique du fruit de Z. jujuba, contre cinq
souches de Lysteria monocytogene, cela va dans le méme sens que nos résultats, dans la
mesure ou notre extrait a exhibé une bonne activité antimicrobienne sur les deux souches

bactériennes testées.

En ce qui concerne 1’activité antifongique, Ahmad et al., 2011, ont établis que 1’extrait
méthanolique, de Z. jujuba, exhibait une faible activité antifongique contre Penicillium
notatum, Aspergillus niger, Trichoderma harzianum et s’est montré inactif contre Aspergillus
flavus, Fusarium oxysporum et Rhizopus stolonifer ; cela concorde avec nos résultats, en effet

notre extrait s’est montré inactif contre pratiquement toutes les souches fongiques testées.
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Conclusion générale
Au terme de ce travail, certaines conclusions peuvent étre tirées :

L’huile essentielle de Calendula arvensis a montré une activité antifongiqgue moyenne
au méme titre que I’huile essentielle de Chamaemelum. fuscatum, de méme que pour I’extrait

d’l. viscosa ainsi que Retama raetam avec un spectre limité.

L’huile essentielle d’A. herba alba a exhibé une activité antifongique relativement
faible, ce qui nous laisse supposer comparativement a son potentiel connu, que cette huile
essentielle a un chémotype particulier avec un spectre réduit, qu’il serait nécessaire de
caractériser dans la perspective de recherche de produits naturels dont le spectre réduit serait
intéressant dans le cadre d’une lutte biologique, puisqu’ils auraient probablement moins

d’impact sur les organismes auxiliaires.

L’extrait de Z. jujuba, pourrait étre exploité comme produits naturel antibactérien vu
qu’il a exhibé une activité antibactérienne vis-a-vis des deux souches bactérienne Gram + et

Gram- (P. aeruginosa et B.cereus) avec un pouvoir inhibiteur moyen a excellent.

L’extrait de M. communis peut étre considéré comme un bon produit naturel avec un

pouvoir inhibiteur intéressant a excellent sur un large spectre.

L’extrait de S. lappa, a I’instar de son huile essentielle, se sont montré les plus actifs,
en inhibant remarquablement la croissance de toutes les souches fongiques testées, ainsi
gu’une souche bactérienne, ils représentent pour cela les meilleurs produits de notre étude, a
méme d’étre exploité dans des études ultérieures, dans la perspective de recherche de produits
naturels capable d’agir sur une large gamme et a long terme, pourraient remplacer les produits

de synthese actuellement sur-utilisés.

Dans le cadre des combinaisons de substances, I’huile de S. lappa représenterait peut

étre un bon allié pour I’huile d’A. herba alba, afin de réduire les concentrations utilisées.

Les extraits de S. lappa et M. communis, se combinent relativement bien avec un léger

effet synergique.

La combinaison ayant exhibé le meilleur potentiel est I’huile de S. lappa associée a
I’extrait de M. communis, avec un net effet synergique. A cet effet cette combinaison,

mériterait d’étre reprise dans d’autres études plus approfondies afin d’élucider et d’exploiter
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I’origine de cette synergie, dans I’optique de I’établissement de mixture a haut pouvoir

antimicrobien.
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Composition des milieux de culture utilisés.

Composition en g/l :

» Gélose Mueller Hinton

T = L0 LR =T
Hydrolysat acide 08 CASEINE. .. ... e et et et et e e e e e e e et e e e ene e
0 T

BaU QisStillBe. .. .o e e e e e e

pH=7,4
Stérilisation a 120°C pendant 15 mn.

» Gélose Sabouraud

PEPIONE PEPSIQUE. .. ettt et et e e e e e e e e
GIUCOSE. .. e e e e e e e
N0 PP

BaU diStille. .. .o e e e e

pH=5,8
Stérilisation a 120°C pendant 15 mn.

» Eau physiologique stérile

Chlorure de sodium (NaCl) ..o

BaU QiStillBe. .. .o e e e

pH=7

Stérilisation : autoclavage a 120°C pendant 20 mn.

39
. 17,59
189
1000ml

1000ml

1000ml
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