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Introduction

Les plantes ont formé la base de systemes de médecine traditionnelle parmi lesquels
des populations rurales des pays en développement entre autres. La recherche de nouvelles
molécules, de nos jours, a pris une nette croissance ou la science de l'ethnobotanique et de
I'ethno pharmacognosie est utilisée comme guide pour conduire les chercheurs vers

différentes sources et classes de composés.

Les métabolites secondaires de ces plantes telle que les huiles essentielles, les tanins,
les flavonoides et les alcaloides aient constituent une ressource inestimable qui a été utilisée

pour trouver de nouvelles molécules bioactifs.

Les huiles essentielles sont des liquides huileux, aromatiques, trés concentrés
renfermant des mélanges complexes des substances volatils constitués de plusieurs dizaines
de composés, obtenus a partir d’un type d’aromates et plantes aromatiques et dans toutes les
régions climatiques du globe. Les facteurs environnementaux comme la température,
I’irradiante et la photopériode peuvent jouer un rdle primordial sur la qualité et la quantité de
I’huile essentielle. Cette huile essentielle se compose de plus d’une centaine de composés,
principalement des terpeénes. Les huiles essentielles présentent un grand intérét comme
matiére premicre destinée a différents secteurs d’activité tels que : la parfumerie, la

cosmétique, ’aromathérapie et ’agroalimentaire.

L'utilisation de ces huiles essentielles comme agent biologique ne peut se faire qu'en
caractériser et identifier ses composants, ce qui nécessite de s'appuyer sur les méthodes
utilisées a cet effet, devenues disponibles et accessibles aux chercheurs. Ces méthodes dite
chromatographique, mais restent limites sauf s’ils sont couplées avec des outils spectrales tel

que la spectroscopie de masse.

D’autre part, les infections posent un vrai probléme de santés publiques et méme
provoqué des maladiés aux plantes, en raison de leur fréquence, leur gravité et leur coft
socioéconomique. L'antibiothérapie reste le moyen de choix, mais ['émergence de
microbesrésistants pose un probléme de I'inefficacité de ces molécules antimicrobiennes. Sur
cette base, les recherches sont menées sur des alternatives naturelles ayant un effet efficace
contre ces microbes infectieuses, parmi les quelles figurent les huiles essentielles, dont
plusieurs études antérieures ont montré que leurs composants ont une activité biologique dans

ce contexte.

L’Algérie, soit l'un des pays les plus riches en plantes, bien qu'il n'y ait pas

d’estimation précise sur le chiffre actuelle, mais des études antérieures ont prouvé cette
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Introduction

diversité. (Quézel et santa, 1963) ont donné qu’il existe 3139 espéces, tandis que (Quézel et
medail, 1995) ont cité qu’il existe 3150 especes végétale. Dans le sud de I'Algérie, le Sahara,
l'un des plus grands déserts du monde, couvre 84% de la superficie totale algérienne
(2.381.741 km?). Les populations locales s'appuient encore sur les guérisseurs traditionnels
pour leurs soins de santé. Le Sahara de Saoura couvrant une superficie de 161 400 km?, elle
est le sixiéme plus grand département du pays. Le climat est chaud et sec en été et trés froid

en hiver avec 100 mm de pluie par an (Djellouli et al., 2013).

Les travaux qui font I’objet de cette thése de doctorat s’ inscrivent dans le théme de «
caractérisation, identification et valorisation des ressources végétales dans les zones arides et
semi arides de 1’Ouest Algérien ». Nous avons contribués a la caractérisation chimique et
I’évaluation biologique des huiles essentielles de deux plantes aromatiques appartiennent a la
famille des astéracées et poussent a I’état spontané¢ dans la région de Saoura, situé¢ au sud-

ouest Algérien, qui sont la Rhetinolepis lonadioides Coss et le Pulicaria crispa.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons divisé ce travail en trois parties. La premiere
partie est une revue bibliographique et comporte trois chapitres, dont le premier chapitre a été
consacrée a dresser une revue de littérature sur la famille des astéracées et ces deux especes.
Nous avons pointue a cette étude, sur ’utilisation ethnobotanique de ces deux espéces et les

travaux précédents sur les activités biologiques de ses extraits.

Dans le deuxiéme chapitre, nous avons précisé les procédés approuvées d'extraction
des huiles essentielles ainsi que les méthodes chromatographiques et spectrales pour séparer

et étudier les composants de leurs mélanges, indiquant leurs avantages et leurs inconvénients.

Le dernier chapitre de 1'¢tude théorique, nous avons discuté les effets biologiques des
huiles essentielles, en particulier de leurs applications dans la lutte contre les infections

bactériennes et fongiques.

La deuxiéme partie repose sur une démarche expérimentale mené au laboratoire et qui
s’intégre dans le cadre de I’étude chimique et biologique des deux especes végétales qui

comprend de :

L’échantillonnage, I’extraction et I’identification chromatographiques et spectrales de

composants chimiques des huiles essentielles de ces deux plantes.

L’evaluation des effets antiradicalaires et hémolytiques de ces huiles essentielles.
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L’evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique contre des souches de
références, et des champignons phytopathogeénes respéctivement, par des méthodes de

références adaptées aux huiles essentielles.

Enfin, la troisiéme partie est consacrée aux résultats obtenus concernant la
caractérisation chimique des huiles essentielles des deux plantes et leurs pouvoirs

antimicrobiens. La discussion de nos résultats se fait au fur et a mesure que nous les donnons.
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Synthése bibliographique

Chapitre I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE DES PLANTES ETUDIEES
1. Famille des Astéracées
I.1. Généralités

La famille des astéracées ou les composées (connues sous le nom de la famille des
asters, des marguerites ou des tournesols) est la plus grande famille de plantes vasculaires, en
termes de nombre d’espeéces. Botaniquement trés spécialisée de plantes herbacées
principalement, bien qu'environ 2% soient des arbres ou des arbustes. Ils sont largement
distribués dans les régions tropicales et tempérées chaudes d'Asie du Sud, du Sud-Est et de
I'Est d’Afrique y compris Madagascar et centre de I'Amérique du Sud. Selon « the Royal
Botanical Gardens of Kew » la famille comprend plus de 1600 genres et 23 000 especes (Judd
et al., 1999 ; Sharma, 2017).

Les astéracées constituent la plus grande famille en Algérie. Il comprend 557 especes

dans 136 genres (Dobignard et Chatelain, 2011).
I.2. Description botanique

La morphologie des plantes d'astéracées est ¢galement diversifiée. Certaines especes
sont des arbres atteignant plus de 30 m, comme Dasyphyllum excelsum au Chili ou Vernonia
arborea au Malaisie ; Cependant, beaucoup d'autres sont des arbustes, comme des
broussailles ou des rosettes, et la plupart sont des herbes vivaces ou moins annuelles, allant de
tournesols de 1 a 3 m de haut et a presque formes sessiles. Les plus petits exemples sont ceux

du genre Minioides trouvés dans le Pérou Andes (Bohm et Stuessy, 2001).

Cette famille est définie par les deux caractéres suivants : groupement de fleurs en
capitules et soudure des étamines par leurs anthéres. Le capitule est entouré par des pieces
appelées bractées dont I’ensemble forme 1’involucre, a I’intérieur de I’involucre les fleurs sont
insérées cote a cote sur un réceptacle généralement plan ou un peu bombé, parfois convexe ;

chez une partie des genres, elles sont séparées par des paillettes membraneuses ou dures.

Les fleurs sont généralement dissemblables dans un méme capitule, celles du centre
ayant a la fois étamines et pistil tandis que celles de la périphérie sont ordinairement et
uniquement femelle. Les fruits sont des achaines, c'est-a-dire des fruits secs, indéhiscents et

contenant chacun une seule graine (Ozenda, 2004).

La forme des feuilles est tres variable : si la plupart sont grandes, d'autres sont petites

et épineuses, et certaines sont inexistantes, leur fonction étant prise en charge par une tige
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verte. Plus les feuilles sont couvertes d'un indument et de poils de toutes longueurs et couleurs
(Bohm et Stuessy, 2001). La plupart ont une grappe plate de petites fleurs de différentes
couleurs. Un bon exemple est le topinambour, avec de fines fleurs jaunes sur une tige haute

(Achika et al., 2014 ; Munim et al., 2017).
I1. Rhetinolepis lonadioides Coss
I1.1. Description botanique

L'espece Rhetinolepis lonadioides (R. lonadioides), ¢galement connue sous le nom
d'Ormenis lonadioides (Coss.) Maire, ou Anthemis lonadioides (Coss.) Hochr., est endémique
en Algérie et le Maroc, Communément appelé Kamonate elaachar. En effet, R. lonadioides est
une plante annuelle (photo 1), finement acescente, de 10-20 cm de haut, ramifié a partir de la
base avec tiges raides, dressées ou couchées a feuilles velues ascendantes a limbe
progressivement aminci en un pétiole et 3-5 lobé au apex, avec de courts segments subobtus,
et les bractées sont entieres et supérieur. Elle se caractérise par une synflorescence en vrac
corymbes, tétes discoides, obconiques (diamétre 5-8 mm), homogame, sur un pédoncule court
(3-12 mm), involucre a bractées en 1-2 rangées, réceptacle convexe a paléas étroit, acuming et
poilu. Ses fleurs sont tubulaires (< 3 mm) et jaune, avec un tube subailé agrandi et une corolle
a 5 lobes. Son les akénes mesurent moins de 2 mm, sont triangulaires, comprimés, glabres,
chauve, avec de nombreuses stries longitudinales fines et un centre veine plus ou moins

marquée sur la face ventrale (photo 1) (Battandier, 1888 ; African Plant Database, 2021).
I1.2. Systématique de I’espece Rhetinolepis lonadioides

D’apres Quézel et Santa (1963), la classification qu’occupe Rhetinolepis lonadioides

est la suivante :

Reégne : plantes.
Embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsides

Ordre : Astérales

Famille : Astéracées

Genre : Rhetinolepis

Espece : Rhetinolepis lonadioides Coss.
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Rhetinolepis lonodioides g

Photo 1 : Rhetinolepis lonadioides.planche extraite (a gauche) ; Inflorescence (a droite)

(Ozenda, 2004).
I1.3. Propriétés thérapeutiques

Les especes d'dnthemis ont plusieurs activités biologiques et sont largement utilisés en
médecine populaire pour le traitement des troubles gastro-intestinaux, hémorroides, toux,
estomac courbatures et insuffisance hépatique (Korkmaz et Karakus, 2015). L'activité
antimicrobienne des huiles essentielles et différents extraits de plusieurs espeéces Anthémis a

¢té montrée par (Holla et al., 2000 ; Grace, 2002).

En Europe, les especes d'dnthemis sont largement utilisées dans la médecine
populaire, pour le traitement des troubles gastro-intestinaux, des hémorroides, toux, maux
d'estomac et calculs rénaux (Baytop, 1999 ; Kultur, 2007 ; Ugurlu et Secmen, 2008 ; Gonenc
et al., 2011). Ces especes sont utilisées comme tisane et pour aromatiser les aliments, ainsi

que pour la cosmétique et dans 1'industrie pharmaceutique (Kivcak et al., 2007).

L’espece Rhetinolepis lonadioides est utilisée par la population locale pour traiter les
maladies intestinales, expulsant des gaz et soulageant des flatulences, pour réduire

I'hypertension artérielle et méme utilisé par les diabétiques (Hasnat et Abdelouahid, 2013).

Hasnat et Abdelouahid (2013) Ont montré que les huiles essentielles de 1’espéce
Rhetinolepis lonadioides posséde une activité antimicrobienne vis-a-vis les souches
suivantes : Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli (bactéries a Gram négatif) ; les
moisissures (Aspergillus flavus, Penicillium sp, Penicillium escpansum) et la levure (Candida

albicans).
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L’huile essentielle de Rhetinolepis lonadioides Coss a une activité trés importante
contre I’espece Listeria monocytogenes (une zone d’inhibition jusqu'a 18 mm) (Makhloufi et

al., 2014).

Kendour et al. (2016) ont constaté que les extraits aqueux et méthanoliques de la
partie aérienne de la plante Rhetinolepis lonadioides Coss ont montré une importante activité
antibactérienne contre les souches Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella

Pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa.
I1.4. Etude bibliographique

Le genre Anthemis se caractérise principalement par la présence de lactones
sesquiterpéniques, appartenant aux germacranolides, des manolides, guaianolides et aux types
linéaires, acétyléneset des flavonoides (Pavlovic” et al., 2006 ; Vuc'kovic’ et al., 2006 ;

Gonenc et al., 2011).

Les ¢études phytochimiques du genre Anthemis ont fait I’objet de plusieurs travaux qui
sont rapportés par (Sevil et Ahmet, 2012). Ils ont évalué les propriétés antioxydantes et les
activités antimicrobiennes des extraits méthanoliques d'Anthemis fumariifolia et d'Anthemis
cretica subsp.argaea, qui sont couramment utilisés dans la médecine populaire en Turquie.
Les extraits d'A. fumariifolia et d'A. cretica subsp. argaea sont comportés comme des
radicaux libres puissants charognards avec IC50 = 22,65 et 21,43 mg/mL, respectivement.
Dans le systéme de l'acide b-caroténélinoléique, les extraits des especes 4. fumariifolia et A.
cretica subsp. argaea exposés 55, 41 et 59,10 % d'inhibition contre l'oxydation de l'acide
linoléique, respectivement. L'activité antimicrobienne a été évaluée contre 13 bactéries et
deux levures, les résultats ont montré que les extraits avaient un grand potentiel d'activité
antibactérienne contre de nombreuses bactéries de genre d’Anthemis testées. Cependant, ils

n'ont eu aucun effet inhibiteur sur Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae.

La caractérisation des huiles essentielles du genre Anthemis a fait 1’objet de plusieurs
travaux, permettant d’avancer [’existence d’une variabilit¢é chimique de leurs huiles
essentielles. La composition chimique de huit especes d'Anthemis pousse au Grece, a été
étudiée par (Vasiliki et al., 2005), ayant indiqué qu’au total, 284 composés différents ont été
identifiés et des différences qualitatives et quantitatives significatives et des similitudes ont

¢été observées parmi les échantillons.
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Les principaux constituants des populations étudiées de chaque taxon ont été révélés

comme suit :

v’ A. altissima: (—)-linalool, trans-caryophylléne, acétate de cis-chrysanthényle ;

v’ A. auriculata: spathulénol, trans-caryophylléne, -eudesmol ;

v’ A. Chia: acétate de cis-chrysanthényle, trans-caryophylléne, germacrene-d ; 4. cotula :
germacréne-d, spathulénol ;

v’ A. tinctoria: spathulénol, (—)-caryophylléne oxyde, T-cadinol;

v’ A. melanolepis: p-cyméne, chrysanthénone, trans-verbénol, oxyde de (-)-
caryophylléne ;

v’ A. tomentosa: (—)-linalool, 1,8-cinéole ; UN. werneri subsp. werneri : nopol, terpinéol-
4, trans-caryophyllene.

Les hydrocarbures sesquiterpéniques sont révélés comme le principal groupe de constituants

de tous les taxons.

Pour le meilleur de notre connaissance, aucune €tude ne rapporte la composition

chimique de I’huile essentielle de la partie aérienne de Rhetinolepis lonadioides.

I11. L’espéce Pulicaria crispa
II1.1. Description botanique

Le genre Pulicaria, appartenant a la tribu /nuleae de la famille des astéracées, se
compose d'environ 100 especes avec une distribution de I'Europe vers I'Afrique du Nord et

1'Asie, en particulier autour du méditerranéen (Lei-Lei et al., 2010).

Les individus du genre Pulicaria comportent des capitules hétérogames et multiflores.
Les fleurs du rayon ligulées sont a ligules soit, bien marquées et étalées, soit dressées et
dépassant a peine l'involucre (parfois de 1-2 mm seulement). Les fleurs du disque sont
tubuleuses ethermaphrodites. Les fleurs du genre Pulicaria sont jaunes et l'involucre présente
des bractées, qui sont généralement étroites, les extérieures sont courtes ou foliacées et les
intérieures sont parfois scarieuses. Le réceptacle plan est nu et a épine alvéolé. Les fleurs sont
jaunes. Les akeénes sont cylindriques ou comprimés, sans cotes ou a 4 cotes (Quézel et Santa,

1963).

L’espéce Pulicaria crispa (Forssk.), également nommée, Aster crispus Forssk; Inula

crispa (Forssk.); Francoeuria crispa (Forssk.) ; Inula undulata L. ; Pulicaria undulata (L.) et
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Francoeuria undulata (L.) (Boulos, 1995). Cette espéce est distribuée en Egypte, en Arabie
saoudite, au Koweit, en Irak, en Iran, au Pakistan, en Inde, en Afghanistan et dans certaines

parties du nord et de l'ouest Afrique (Bohlmann et al., 1979 ; Al-Yahya et al., 1984).

Pulicaria crispa (Photo 2) est une herbe annuelle ou parfois un arbuste vivace;
ascendant et souvent avec aspect hémisphérique, 12-75 cm de haut, complexe et densément
ramifiée de la base a tiges étroitement laineuses blanches tomenteuse. Les feuilles sont
sessiles, un peu amplexicaule, étroitement linéaire, aigu a obtus, ondulé a rarement denté,
laineux tomenteux des deux cotés ou glabrescent, 0,5— 3 x 0,15 — 0,3 cm et beaucoup plus
petit sur les tiges supérieures. Les tétes sont terminales solitaires, hémisphérique, hétérogame,
radié et jaune d'or a orange, 0,5-1 cm de diametre. Les bractées sont nombreuses, imbriquées,
linéaires lancéolées, acuminées et glabres a cilié. Fleurons ligulés ; dans une seule rangée
marginale, petits, aussi longs que les fleurons du disque. Les akénes sont 0,5-0,9 mm, brune et
glabre. Aigrette contient 7 a 10 poils ; il mesure 2 a 4 mm de long, fusionné a la base (James,

1990 ; Shaukat, 2001).

Photo 2: Pulicaria crispa. Spécimen (Mohamed et al, 2020).

I11.2. Systématique de ’espéce Pulicaria crispa.
Selon la taxonomie de Quézel et Santa (1963), la plante Pulicaria crispa est classée
comme suit :
Régne : plantes.
Embranchement : Spermatophytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Eudicots.

Sous classe : Astéridées
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Ordre : Astérales
Famille : Astéracées
Genre : Pulicaria

Espéce : Pulicaria crispa.

IIL.3. Propriétés thérapeutiques

Certaines plantes dans le genre Pulicaria sont utilisées comme des plantes médicinales
traditionnelles. Par exemple, P. crispa, est utilisé par les habitants du sud de 'Egypte et de
I'Arabie saoudite pour traiter les ecchymoses, les infections cutanées et les troubles gastro-
intestinaux en raison de ses propriétés de teneur en huile essentielles ainsi pour
I’inflammation et comme insectifuge et tisane (Stavri et al., 2008). P. odora L., est une plante
médicinale marocaine largement utilisée dans les médicaments pour traiter l'inflammation, les
maux de dos, les troubles intestinaux et les crampes menstruelles, et cette plante est également
un constituant du remede traditionnel appelé Mssakhen, qui est donné aux femmes apres
l'accouchement. P. dysenterica est réputé pour son efficacité pour le traitement de la
dysenterie au Royaume-Uni (Williams et al., 2000) ; De plus, la décoction de cette plante est

¢galement utilis¢ comme antidiarrhéique en Iran (Nickavar et Mojab, 2003).

Il est scientifiquement rapporté que les membres du genre Pulicaria en général
possedent d’autres propriétés thérapeutiques trés importantes, spécialement I’espece Pulicaria
crispa, parmi elles, les études présentées par (Mothana et al., 2009) qui sont manifesté
I’activité antioxydante, activit¢ antimicrobienne, activité anti leucémique, activité anti

spasmodique et activité anti cancéreuse.

Chhetri et al. (2015) ont constaté que les plantes de ce genre donnent des propriétés

galactagogues et anti épileptique.
I11.4. Etude bibliographique

Les recherches phytochimiques sur les especes de Pulicaria remontent par (Schulte et
al., 1968) ont donné que divers types de constituants chimiques au sein du genre Pulicaria, y
compris dérivés phénoliques, dérivés monoterpéniques, sesquiterpénes, diterpenes,
flavonoides, triterpenes, stéroides, huiles essentielles et quelques autres. Jusqu'en 2008,
environ 230 composés sont été trouvés dans 21 espéces de Pulicaria, dont les flavonoides et

les sesquiterpénoides sont les constituants les plus dominants (Lei-Lei et al., 2010).

10
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De nombreuses études ont été menées sur l'huile essentielle de P. crispa dans de
nombreux pays du Moyen-Orient. L'huile essentielle de P. crispa s'est avérée caractérisée par
des modifications du chémotype dues a divers facteurs dont par exemple : la part du plante
utilisée, stade de développement de la plante, facteurs génétiques, conditions

environnementales, période de récolte et la nature du sol.

Par ailleurs, Ali et al. (2012) avaient étudié I'huile essentielle de Pulicaria crispa
collectée dans la périphérie de Zingibar, province d'Abyan, Yémen. Les résultats d’analyse de
I’HE montrent que le Carvotanacetone est le composé majoritaire avec un pourcentage de

917.

En 2006, (Nematollahi et al) avaient étudi¢ 1'huile essentielle de Pulicaria crispa
collecté¢ a Darabad, province de Téhéran a Iran, ou I'HE est composée d'environ 88,5% de
monoterpenes, dont oa-pinéne (45,7%), 1,8-cinéole (27,1%), et environ 3,1% de
sesquiterpenes, avec aromadendréne (0,5%) et y-cadinene (0,5 %) comme composants

principaux.

D’autre part, EL-Kamali et al. (2009) avaient ¢tudié 1'huile essentielle de P. undulata
ou les parties aériennes ont ¢té recueillies en Novembre, dans la région d'EL-Fiteehab,
Campus de la ville universitaire d'Omdurman, université islamique d'Omdurman au Sud
Soudan. Le chromatogramme GC-MS de l'huile a révélé la présence de 70,97 % de
monoterpenes et 10,0% sesquiterpénes. Les principaux composants de I'huile essentielle était
la carvotanacétone (55,87%), béta-linalool (4,55 %), thymol (3,01 %), béta-caryophylléne
(2,99 %), éthylcinnamate (2,78 %), formiate d'isobornyle (2,7%) et cyclododécyl-1-éthane
(2,0 %).

En Algérie, Boumaraf et al. (2016) ont étudi¢ I'huile essentielle de pulicaria crispa ou
les parties aériennes ont été récoltées en avril dans la région de Djanet (Tassili) wilaya d'Illizi
en Sahara Algérienne. Les analyses ont révélé que 31 composants représentant environ 68,4%
ont ét¢ identifiés de l'huile essentielle extraite de la plante, dont 74,3 % des composés
oxygénés. Les principaux constituants étaient : la carvotanacétone (14,8 %) suivi du 9d-
cadinene (8,2%), a-cadinol (4,7%), thujanol (4,7%), épi-a-cadinene (3,4%), carvacrol
(3,14%) et 14-hydroxyo-muroléne (3,1 %).

11
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Chapitre II : LES DIFFERENTES TECHNIQUES D’EXTRACTION ET D’ANALYSE
DES CONSTITUANTS DANS UN MELANGE NATUREL

I. Techniques d’extraction des constituants dans un mélange naturel

Les mélanges naturels ont été une source de divers produits qui peuvent étre appliqués
dans les domaines de I’alimentaire, la pharmaceutique, la cosmétique, le textile et
I’énergétique. Une grande importance a été accordée aux métabolites secondaires de

différentes especes végétales.

De nombreuses techniques sont utilisées pour 1’extraction des substances aromatiques.
Cette opération a pour but de capter les produits ¢laborés par le végétal ; et cela, tout en
veillant a éviter d’en altérer la qualité. Pour percevoir les difficultés rencontrées durant
I’opération d’extraction, il suffit de garder présent a I’esprit la rapidité avec laquelle se
dégage, puis disparait, ou se dénature, le parfum d’une fleur, méme la plus odorante, dont on a
froissé les pétales. Les techniques d’extraction doivent donc, tout en tenant compte des cofits
d’obtention liés au rendement, au temps pass€ et au matériel utilisé, viser a résoudre au mieux
les difficultés dans le but d’obtenir des extraits de haute qualité, c’est-a-dire, les plus proche

possible de I’huile brute.

Les techniques sont différentes selon la matiére premiere, la qualité souhaitée et
I’emploi destiné. Les produits obtenus apres extraction ont une appellation et composition

dépendante du procédé utilisé.
I.1. L hydrodistillation

C’est la méthode la plus ancienne d’AFNOR (1992). Afin d'extraire les huiles
essentielles par I’hydrodistillation, la matiere végétale aromatique est soumis dans un alambic
et une quantité suffisante d'eau est ajoutée et portée a 1’ébullition ; alternativement, de la
vapeur vive est injecté dans la charge végétale. En raison de l'influence de I'eau chaude et la
vapeur, les glandes sébacées du tissu végétal vont libérer I'huile essentielle. Le mélange de
vapeur d'eau et d'huile est condensé par refroidissement indirect a I'eau. Du condenseur, le

distillat s'écoule dans un séparateur, ou I'huile se sépare automatiquement de 1'eau distillée.

12
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Figure 1 : Alambic a I’hydrodistillation.
1.2. Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

La méthode la plus récente de la distillation par entrainement a la vapeur d’eau, la
distillation a la vapeur d’eau a été effectuée en faisant passer de la vapeur seche a travers la
matiere végétale, les composés volatils de la vapeur étant volatilisés, condensés et collectés
dans des récepteurs (figure 2) (Meyer-Warnod, 1984). Cela permet d’éviter les altérations
hydrolytiques (particulicrement des esters) liées a I’ancien procédé de distillation ; ce qui

constitue une nette amélioration quant a la qualité des huiles essentielles obtenues.

eau chaude

Figure 2: Schéma de la distillation par entrainement a la vapeur.
I.3.Extraction par pression a froid

L'expression a froid, également connue sous le nom d'extraction par pression a froid,
est I'une des méthodes d'extraction mécanique les moins énergivores et les plus respectueuses
de l'environnement parmi les différentes techniques d'extraction d'huile (Dugo et Di
Giacomo, 2002). Elle est utilisée pour extraire l'huile de diverses matieéres premieres,

notamment dans la production d'huiles essentielles a partir de plantes oléagineuses. Des huiles

13
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de haute qualité peuvent étre obtenues en réalisant une production a basse température a l'aide

de cette méthode de pressage a froid.
I.4. Extraction par un solvant

L'extraction par des solvants volatils consiste a dissoudre la matiére odorante de la
plante dans un solvant que 1'on fait ensuite évaporer (Hubert, 1992). Cette méthode moderne
utilise des solvants de qualité alimentaire tels que 1'éthanol, le benzéne, le diméthyle ou
I'hexane pour isoler les huiles. Il est souvent utilisé pour extraire les huiles essentielles
d'aromates délicats, tels que le jasmin ou la rose, qui sont généralement incapables de résister
a la pression de la distillation a la vapeur. De plus, l'extraction par solvant produit
généralement un parfum plus fin que la plupart des autres méthodes d'extraction, ce qui ajoute

encore a son attrait pour certaines applications.
L.5. L’extraction par le CO; supercritique

C’est I'une des méthodes les plus récentes (Leszczynska, 2007). L’extraction par CO»
supercritique consiste a envoyer dans une enceinte fermée contenant les plantes un courant de
CO», qui par ’augmentation de pression, fait éclater les « poches a huile » et entraine les

substances aromatiques. Cependant, Cette méthode d’extraction reste cotiteuse.

Pour de nombreuses applications, le CO> possede des propriétés de solvant bien
adaptées qui peuvent étre facilement contrdlées en faisant varier la pression et la température.
De plus, le dioxyde de carbone a I'état supercritique a une tres faible viscosité et aucune
tension interfaciale. Par conséquent, il peut bien pénétrer dans des structures et des matériaux
complexes. Ces propriétés le rendant adapté a de nombreux processus différents. Cette
technique est aujourd'hui considérée comme la plus prometteuse car elle fournit des extraits

volatils de tres haute qualité et qui respecte intégralement l'essence originelle de la plante.
I.6. Technique d’extraction assistée par micro-ondes

Depuis 1986 avec les travaux de (Ganzler et al.), ’extraction assistée par micro-onde
connu de profonds changements. A I’heure ou « la rapidité », « efficacité » et « la sélectivité
» sont devenus les caractéristiques principales d’une bonne technique d’extraction, les travaux
sur ’extraction assistée par micro-ondes ne cessent de croitre et les nouvelles techniques de
fleurir. L'application des micro-ondes dans les processus de séparation et d'extraction a
montré réduire a la fois le temps d'extraction et le volume de solvant requis, en minimisant

'environnement impact en émettant moins de CO> dans I’atmosphére et ne consommant
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qu'une fraction de I'énergie utilisée dans les méthodes d'extraction conventionnelles telles que

distillation a la vapeur.

I1. Identification des constituants dans un mélange complexe

Les techniques analytiques pouvant étre mises en ceuvre pour I’identification des
constituants d’un mélange complexe sont nombreuses et variées. Cependant, 1’identification
et la quantification des constituants d’'un mélange naturel demeurent toujours des opérations

délicates qui nécessitent souvent 1'utilisation de plusieurs techniques complémentaires.

En effet, les huiles essentielles constituent une matiere premiere destinée a des
secteurs d’activités aussi divers que ceux de la parfumerie, des cosmétiques, des industries
pharmaceutiques et de l’agroalimentaire. Quel que soit lesecteur concerné, I’analyse des
huiles essentielles reste une étape importante qui nécessite la mise en ceuvre de diverses

techniques (Joulain, 1994).

Pendant de nombreuses années, les analystes ont cherché a améliorer leur
compréhension qualitative et quantitative de la composition de ces mélanges, pour diverses
raisons. En effet, une meilleure connaissance de la composition des mélanges peut aider a
comprendre leurs propriétés physiques et chimiques, a prédire leur comportement et leur
interaction avec d'autres substances, et a concevoir des processus plus efficaces pour leur

production ou leur utilisation.

Deux types de méthodes analytiques peuvent étre utilisés (Joulain, 1994), selon si
l'objectif final est la séparation d’une substance inconnue ou de mémorisation d'une substance

connue.

e Séparation d'une substance inconnue :

Les méthodes analytiques de ce type visent a séparer une substance non encore décrite
d'un mélange afin de l'identifier complétement. Ce type est le moins fréquent en pratique et
n'est utilisé relativement que par un petit nombre de chimistes analytiques. Cela a besoin des
techniques de séparation chronophages, ainsi qu'une quantité parfois importante d'échantillon.
La méthode consiste essentiellement d'enrichir une fraction de 1'échantillon avec la quantité
désirée substance, pour finalement l'isoler au moyen d'un produit préparatif ou micro-

préparatoire technique.
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¢ Reconnaissance de substances connues :

Les méthodes analytiques de ce type sont aujourd'hui les plus répandues dans
l'industrie des aromes et des parfums. La possibilité de direct couplage d'un spectrométre de
masse quadripolaire a balayage rapide avec une chromatographie en phase gazeuse capillaire
(GC-MS) a, au cours des années 1970, a été une étape déterminante vers la rapide

identification des constituants volatils dans les mélanges naturels.

Au cours des années 1980, cette technique s'est propagée a travers pres
deslaboratoires, avec la commercialisation de produits performants et peu colteux systémes
GC/MS. Les techniques discutées dans le reste de cet article sont principalement utilisées

pour « la reconnaissance de substances autrefois connues.
I1.1. Les différentes techniques d’analyse d’un mélange complexe

1.1. La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composeés
gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition (Arpino et al.,
1995). C’est la technique de séparation la plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles,
carelle permet d’effectuer 1’individualisation des constituants a partir d’échantillons de 1’ordre
du milligramme voire du microgramme. Les progrés technologiques réalisés dans le domaine
des colonnes capillaires, des phases stationnaires et des détecteurs (FID) ont contribu¢ a

rendre la CPG incontournable pour I’analyse des huiles essentielles.

Chaque constituant est caractéris€ par des indices calculés a partir d’une gamme
d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a température constante (indice de
Kovats) (Kovats, 1965) ou en programmation de température (indices de rétention) (Van Den
Dool et Kratz, 1963). Les temps de rétention, bien que spécifiques d’un composé, ont

tendance a varier d’une analyse a I’autre, notamment du fait du vieillissement descolonnes.

Les indices de rétention polaire (Irp) et apolaire (Ira) sont comparés a ceux
d’échantillons authentiques contenus dans des bibliothéques de référence ¢laborées au
laboratoire, dans des bibliotheques commerciales (Joulain et Konig, 1998 ; Adams, 1995) ou

répertoriés dans la littérature.

De plus, les nombreux cas de coélution montrent que la comparaison desindices de
rétention et méme la méthode des surcharges ne suffisent pas a identifierformellement un

composé. Le développement des phases stationnaires chirales (colonne de cyclodextrines) et
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de la CPG multidimensionnelle a permis de surmonter certaines difficultés rencontrées dans la
séparation et 1’identification des composésdans les huiles essentielles (Marriott et al., 2000 ;
Marriott et al., 2001). Ainsi, la CPG bidimensionnelle (CPG-CPG), mettant en ligne deux
colonnes capillaires, permet la séparation, I’identification et la quantification de composés
minoritaires pouvant coéluer avec des composés plus abondants. L’échantillon est injecté
dans une pré-colonne, puis les composés qui coéluent sont transférés dans une deuxieéme
colonne pour étre séparés. L’efficacité decette méthode est illustrée par (Marriott et al., 2000)
qui ont appliqué la CPG bidimensionnelle a 1’étude d’une huile essentielle de vétiver

(Vetiveria zizanioides).

Les techniques de couplage de la CPG avec des techniques spectroscopiques (SM,

IRTF) ont permis une approche beaucoup plus précise de I’identification.

1.2. Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse/Spectrométrie de Masse

(CPG/SM)

Les premiers appareils de routine CPG/SM a colonnes capillaires datent de 1975.
Depuis, cette méthode de couplage n’a cessé d’évoluer et a trouvé de nombreuses applications
dans les domaines de 1’agroalimentaire (aliments, eau), des produits pétroliers (carburants,
matieres synthétiques), des produits naturels (parfumerie, cosmétique, médecine), etc. (Mc
Lafferty et Michnowicz, 1992). Dans le secteur particulier des huiles essentielles, le couplage

CPG/SM est, aujourd’hui, la technique de référence (Longevialle, 1981 ; Constantin, 1996).

Il existe plusieurs analyseurs de masse mais les plus fréquents pour I’analyse des
huiles essentielles sont le « quadripole » et le piége a ions ou « ion trap ». Tous deux utilisent
la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon le rapport massesur charge m/z (De
Hoffmann et al., 1999; Mc Lafferty et TureCek, 1993). Les analyseurs quadripolaires sont
constitués de quatre barres cylindriques. Un cation pénétrant entre les barres sera attiré vers
une barre négative. Les détecteurs les plus courants sont les chaleltrons (multiplicateurs
d’¢électrons) et les photomultiplicateurs ; ils convertissent les impacts ioniques en signaux.
L’ordinateur enregistre les signaux visualisés sous forme de pics d’intensités variables, rangés
sur une échelle de masses. Le multiplicateur de photons permet la détection des ions positifs

et dans certains cas des ions négatifs.

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse
(CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et I’analyse des différents

constituants d’'un mélange complexe. Il existe deux modes d’ionisation : 1’ionisation par
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impact électronique (IE) et I'ionisation chimique (IC). Dans ce dernier cas, on distingue

I’ionisation chimique positive (ICP) et I’ionisation chimique négative (ICN).
1.2.1. CPG/SM en mode « Impact Electronique » (CPG/SM-IE)

En mode impact électronique, le bombardement de substances par un faisceau
d’¢électrons d’énergie de 1’ordre de 70 eV provoque leur ionisation et leur fragmentation. Les
fragments ioniques positifs forment alors le spectre de masse caractéristique du composé. Les
spectres de masse ainsi obtenus sont comparés avec ceux des produits de référence contenus
dans des bibliotheques informatisées commerciales Mass Spectral Library (National Institute
of Standards and Technology, 1999) et Wiley Registry of Mass Spectral Data (Mc Lafferty et
al, 1994) contenant plusieurs milliers de spectres. En général, la concordance entre les
spectres d’'un méme composé obtenu a partir d’'une huile essentielle et présent dans les
bibliotheéques est bien meilleure avec des références de la bibliothéque « laboratoire » car ils
sont enregistrés dans des conditions expérimentales identiques. Les spectres de masse
expérimentaux sont aussi, en tant que de besoin, comparés a des spectres contenus dans des
bibliothéques non informatisées (Joulain et Konig, 1998 ; Adams, 1989 ; Mc Lafferty et
Stauffer, 1989).

1.2.2. CPG/SM en mode « Ionisation Chimique » (CPG/SM-IC)

Par définition, I’ionisation chimique est des réactions ions-molécules entre des
molécules de I’échantillon en phase gazeuse et les ions d’un plasma obtenus a partir d’un gaz
réactif. Cette technique, de mise en ceuvre aisée avec un appareil équipé d’une source a
ionisation chimique (en série sur la plupart des appareils récents), a trouvé de nombreuses

applications chimiques et biochimiques dans les domaines de I’environnement et du médical.

La littérature concernant la spectrométriec de masse en ionisation chimique est trés
importante. En effet, plus de 1100 articles utilisant le mot-clé¢ « ionisation chimique » ont été
publiés. Notre étude porte essentiellement sur la littérature relative a I’étude des composés

terpéniques par ionisation chimique.

L’ionisation chimique résulte des travaux de Munson et Field (1966) sur le
comportement du méthane et de I’isobutane en spectrométric de masse sous une pression
voisine de 1 Torr dans la source. Le spectre de masse enregistré dans ces conditions était
invariablement contaminé par des pics correspondant a des masses élevées dus aux impuretés

présentes dans le gaz. Ils portérent leur attention non plus sur le gaz méthane ou isobutane,
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mais sur ces impuretés, ils en déduisirent les principes d’une nouvelle méthode générale
d’analyse en spectrométric de masse. Bien qu’elle permette 1’étude de certaines substances

minérales, c’est en chimie organiqueque les applications ont été les plus nombreuses.

1.2.3. Les autres techniques de couplage

Les nombreuses difficultés rencontrées lors de I’analyse de mélanges complexes selon
les différentes techniques et méthodes connues ont conduit, récemment, a la mise au point de
la spectrométrie de masse multidimensionnelle & double analyseur (SM/SM) (Cambon, 1989)
ou a triple analyseur (Yost et Enke, 1979). Cette technique, souvent couplée a la CPG, a
connu un développement rapide ces dernieres années. Le principe consiste a sélectionner un
ion issu de la premicre fragmentation afin de le fragmenterde nouveau. Les fragments de 1’ion
secondaire constituent, alors le deuxieéme spectrede masse qui différe selon I’origine de 1’ion
primaire. Souvent, Cazaussus et al. (1988) ont été appliqués le premier spectrometre de masse
du couplage a I’étude des fragmentations de la khusimone constituant de I’huile essentielle de
vétiver bourbon qui fonctionne en mode ionisation chimique et les suivants en mode impact

¢lectronique.

Le couplage de la CPG avec un spectrometre infrarouge par transformée de Fourier
(CPG/IRFT) est une technique particulierement intéressante lorsqu’il s’agit d’analyser des
composés fonctionnalisés en permettant d’identifier des molécules dontles spectres de masse
ne sont pas suffisamment différenciés. A titre d’exemple, les quatres isomeres du farnésol,
ceux du menthol (Coleman et al, 1989), les esters linéaires portant les groupements
méthacrylate/crotonate et angélate/tiglate (Bicchi et al., 1987) ou encore le nérol et le géraniol
sont distingués sur la base de leur spectre infrarouge (Coleman et Gordon, 1991). L’IRFT a
aussi montré son efficacit¢ dans I’identification de composés susceptibles de subir des
transpositions sous 1’effet de I’impact électronique. Le développement d’appareils permettant
d’atteindre des seuils de sensibilité comparables a ceux de la CPG-SM (Winkler et al., 1983)
font du couplage CPG-IRFT une technique de plus en plus intéressante dans 1’analyse des

aromes.

Les couplages CPG-IRFT et CPG-SM sont donc deux techniques complémentaires
adaptées a ’analyse des huiles essentielles. Il est aussi possible de coupler a la fois la CPG a
un spectrometre de masse et a un détecteur infrarouge (CPG-IRFT-SM). Ainsi, Tomlinson et
al. (1996) ont été associés les potentialités offertes par les deux techniques. Ce double

couplage a permis a Hedges et Wilkins (1991) d’identifier rapidement a coté du 1,8-cinéole
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majoritaire, plusieurs autres constituants présents a de faibles concentrations dans I’huile

essentielle d’Eucalyptus Australiana.

De plus, les améliorations apportées au niveau des interfaces d’ionisation a pression
atmosphérique (API) permettent d’atteindre des sensibilités plus importantes (Hirabayashi et
al., 1997). Cette technique a notamment été utilisée par (Cremin et al., 1995) pour identifier
plusieurs esters aromatiques d’alcools sesquiterpéniques présents dans un basidiomyceéte
pathogeéne. De méme, Carini et al. (2001) ont utilisé le couplage CLHP-SM en mode
ionisation chimique positive et négative pour reconnaitre des antioxydants polyphénoliques
dans des extraits d’Helichrys umstoechas. Enfin, Morin et al. (1986) ont été identifiés de
nombreux composés dans une huile essentielle de verveine en la fractionnant préalablement

par HPLC semi-préparative, puis en analysant les fractions obtenues par CPG-SM.

Le développement des techniques chromatographiques multidimensionnelles tels le
couplage d’une chromatographie en phase liquide (CPL) avec une CPG (CPL-CPG) ou
encore le couplage CPG-CPG, a permis de réaliser des progres notables dans le domaine de la
séparation des mélanges complexes (Philips et Xu, 1995). Ainsi, les performances du
couplage CPG-IRFT-SM ont été améliorées par 1’utilisation de la CPG multidimensionnelle
(CPGMD) a trois colonnes : une pré-colonne de polarité intermédiaire, une colonne polaire et
une colonne apolaire (CPGMD-IRFT-SM) ; cela confére au systeme, en plus d’un double
détection, une séparation optimale. D’autre part, le couplage en ligne CPL-CPG associe la
sélectivité de la chromatographie enphase liquide avec la grande efficacité des colonnes
capillaires (Careri et Mangia, 1996). Cette méthode est particuli¢rement bien adaptée a
I’analyse des huiles essentielle du genre Citrus (Munari et al., 1990) pour les quelles les
constituants ont été identifi€és en comparant leurs temps de rétention avec ceux de standards.
Des études récentes portant sur ces huiles essentielles ont aussi été réalisées a 1’aide d’un
couplage HPLC-CPG/SM qui a permis une identification encore plus performante (Mondello
et al., 1996).

D’une maniere générale, Iutilisation de tels couplages, bien que donnant d’excellents
résultats quand ils sont utilisés a bon escient, doit faire ’objet de la plus grande vigilance si
I’on veut éviter les erreurs, lies essentiellement a une informatisation poussée ou a un exces
de confiance. Joulain (1994) a parfaitement décrit les avantages et les inconvénients des
techniques les plus utilisées et a dénoncé les abus résultant d’une utilisation trop mécanique
de certaines d’entre-elles. Il dresse un large éventail des erreurs fréquemment commises et
énonce les recommandations a observer permettant de ne donner que des résultats fiables.
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1.3. La Résonance Magnétique Nucléaire du carbone-13 (RMN-C"3)

Une alternative aux méthodes d’analyse décrites précédemment est la RMN du
carbone-13 des mélanges, sans séparation préalable des constituants. Cette technique, initiée
par Formacek et Kubeczka (1982), développée par Bradesi et al. (1996) offre des
potentialités fortement intéressantes. Le principe consiste a attribuer les raies de résonance de
chacun des carbonesde chaque composé a partir du spectre unique du mélange et de les
comparer a des produits de référence répertorié¢s dans des bibliothéques (Bradesi et al, 1996).
Contrairement aux techniques chromatographiques, les constituants ne font pas 1’objet d’une
individualisation en RMN. Différents aspects sont a considérer, a savoir I’observation et
I’individualisation des différentes raies de résonance dans le spectre du mélange et
I’attribution de chacune de ces raies de résonance a un produit donné permettant son

identification.

En regard de la technique de Formacek et Kubeczka (1982), I’originalit¢ de la
méthode développée par 1I’équipe « Chimie et Biomasse » réside dans I’informatisation de la
recherche qui est réalisée par un logiciel permettant de comparer le déplacement chimique de
chaque carbone dans n’importe quel spectre expérimental avec ceux des atomes de carbone de
composés purs répertori€s dans la bibliothéque de spectres €élaborée au laboratoire de 1’équipe
a partir d’échantillons authentiques et/ou dans la bibliothéque construite a partir des données

décrites dans la littérature.

L’apport de la RMN du carbone-13 a I’analyse d’un mélange complexe est intéressant
en ce sens qu’elle permet, des lors que leur teneur est supérieure a 0,5% et qu’ils sont présents
dans les bibliothéques de référence, d’identifier rapidement et sans ambiguité, certains
composés dont I’analyse par les techniques conventionnelles est problématique. D’une
maniére générale : - tous les carbones sont observés a 1’exception des carbones quaternaires

de ceux des composés minoritaires ;

- les variations des déplacements chimiques sont inférieures ou égales a 0,05 ppm pour

la grande majorité des carbones ;

- le nombre de superpositions est limité et n’empéche aucunement 1’identification d’un

composé par I’observation d’au moins 50% des carbones qui luiappartiennent en propre.

La RMN du carbone-13 des mélanges est efficace particulierement pour la

différenciation et I’identification de molécules structuralement trés proches (ie
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stéréoisomeéres) comme le montrent les travaux réalisés sur les isoméres du menthol, du
dihydrocarvéol et sur leurs acétates par Bradesi (1995) ou ceux portant sur les cédrénes et les
funébrénes qui ne différent que par la jonction des cycles (Tomi et al., 1993). De méme, les
énantiomeres du camphre et de la fenchone ont ét¢ différenciés dans 1’huile essentielle de
Lavandulastoechas (Ristorcelli et al., 1998). L’a-bisabolol et 1’épi-a-bisabolol, deux alcools
sesquiterpéniques, ont des spectres de masse identiques et des indices de rétention tres
proches ; seuls leurs spectres de RMN du carbone-13, trés différents, permettent leur
identification méme si I’un seulement des isomeres est présent dans 1’huile essentielle (Tomi

et Casanova, 2000).

Enfin, la RMN du carbone-13 a été utilisée comme un outil dans 1’identification de
molécules thermosensibles ; I’identification de deux sesquiterpenes furaniques dans I’huile
essentielle de Smyrnim olusatrum a été rendue possible par cette technique (Baldovini et al.,

2001).

L’utilisation conjointe de la RMN du carbone-13, des indices de rétention et du
couplage CPG-SM a montré son efficacit¢ pour I’analyse d’un grand nombre d’huiles

essentielles de plantes aromatiques de Corse (Pintore et al., 1997).
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Chapitre I11 : POUVOIR ANTIMICROBIEN DES HUILES ESSENTIELLES
1. Les infections microbiennes

Plusieurs maladies de ’homme et des végétaux sont causées par des micro-organismes
pathogeénes qui sont diverses. Elles sont divisées en quatre grands groupes a savoir les
bactéries, les virus, les parasites et les champignons. La capacité d'un microbe a provoquer
une maladie est connue sous le nom de pathogénicité¢ et le degré ou I'étendue de la
pathogénicité est appelé virulence. La virulence variait de léger a sévere avec des facteurs
virulents variables qui jouent directement ou indirectement un role dans pathogénicité et

virulence (Thomas et Elkinton, 2004).

Pour qu'un microbe provoque une maladie, les agents pathogénes doivent se fixer
et/ou pénétrer dans le corps de I'hote a l'aide de facteurs virulents et coloniser. Certains
microbes s'attachent et pénetrent parfois les surfaces du corps de 1’hdte telles que les cellules
en utilisant des adhésines (protéines) situées a la surface de l'agent pathogene (Zachary,

2017).
1.1. Les infections bactériennes

Ainsi, quelques centaines d’especes de bactéries pathogénes ne constituent qu’une tres
faible minorité de I’immense monde bactérien. Toutefois, du fait des maladies parfois graves
dont elles sont responsables, c’est vers ces bactéries pathogenes que les microbiologistes ont
porté leur plus grand intérét. Les épidémies historiques de peste ou de choléra - par exemple -
ont progressivement reculé¢ dans les pays riches, principalement grace aux progres du
diagnostic et de I’hygiéne mais aussi a la découverte des antibiotiques. Elles ressurgissent
toutefois régulierement, notamment dans les pays en développement. Avec 1’accroissement
des phénomenes de résistances aux antibiotiques, de nouveaux types d’épidémies, impliquant
I’expansion de clones de bactéries multi-résistantes, commencent a voir le jour et font
craindre que les antibiotiques ne puissent pas constituer une solution éternelle. Parmi les
bactéries pathogenes, quelques espéces sont strictement inféodées a I’homme et aucun autre
mode de vie ne leur est connu (par exemple, Neisseria gonorrhoeae 1’agent étiologique de la
blennorragie). Enfin, une méme bactérie pathogéne pourra, chez certains individus d’une
population d’hotes, provoquer une maladie séveére voire mortelle mais une infection bénigne
voire inapparente chez d’autres. Le nombre (dose infectante), la virulence propre ou la voie
par laquelle ce pathogéne est parvenu a infecter son hdte font souvent partie des éléments

expliquant ce polymorphisme clinique (Waldvogel, 2004).
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I.2. Les maladies fongiques et la phytopathologie

Les champignons phytopathogénes sont des espéces de champignons parasites qui
provoquent des maladies cryptogamiques chez les plantes. Ces champignons appartiennent
aux différents groupes du régne des Eumycota ou « vrais » champignons qui sont :
ascomycota, basidiomycota, chytridiomycota, zygomycota et deutéromycota (champignons

imparfaits).

Les champignons sont la principale cause de maladies chez les plantes et ils sont
responsables d'environ 70 % des maladies des plantes cultivées (Jim Deacon, 2005). On
estime entre dix mille et quinze mille espéces le nombre d'organismes du type champignons
ou pseudo-champignons susceptibles d'infecter les plantes (contre une cinquantaine
susceptibles d'infecter 'homme) (Francisco et al., 2014). Les pertes économiques annuelles
dues aux maladies fongiques dans l'agriculture mondiale, avant et aprés la récolte, étaient
estimées en 2003 a plus de 200 milliards d'euros, et le colit annuel des traitements fongicides

s’éléve pour les seuls Etats-Unis a plus de 600 millions de dollars (Dilip K., 2003).

L'infection des plantes par un champignon phytopathogéne se déroule selon un
processus, appelé « cycle de la maladie », dont la complexité varie selon les espéces, mais qui
comprend toujours un certain nombre d'étapes obligatoires (inoculation, adhérence,

germination, pénétration et invasion) (Francisco et al., 2014).

Les champignons phytopathogeénes sont capables d'infecter n'importe quel tissu a
n'importe quel stade de croissance de plante, en suivant un cycle biologique complexe qui

peut comporter des stades de reproduction sexuée ou asexuée (Carlos et al., 2012).
1.2.1. La maladie du Bayoud du palmier dattier

Le nom Bayoud vient du mot arabe, "abiadh", signifiant blanc qui fait référence au
blanchiment des frondes de palmiers malades. Cette maladie a été signalée pour la premiére
fois en 1870 a Zagora-Maroc. L'organisme responsable est un champignon microscopique qui
appartient a la mycoflore du sol et est nommé Fusarium oxysporum forma specialis albedinis

(Killian et Maire, 1930 ; Malencon, 1934).

En 1940, il avait déja affecté plusieurs palmier de dattes et apres un siécle, la maladie
a pratiquement touché tous les palmiers marocains bosquets, ainsi que ceux de l'ouest et du
centre Sahara algérien (Killian et Maire, 1930 ; Toutain 1972). La maladie de Bayoud cause

des dégats considérables qui peuvent prennent parfois des proportions spectaculaires lorsque
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la maladie présente son aspect épidémique violent. Bayoud a détruit en un siécle plus de dix

millions de palmiers Maroc et trois millions en Algérie.
v' Symptomes de la maladie

La maladie du bayoud attaque les palmiers matures et jeunes semblables, ainsi que des
ramifications a leur base (Saaidi, 1979). Le premier symptome de la maladie apparait sur une
feuille de palmier de la couronne médiane (photo 3). Cette feuille prend une teinte plombée
(couleur gris cendré) puis se fane, de bas en haut, de fagon tres particuliere : quelques pennes
ou épines situées d'un coté de la fronde se fanent progressivement de la base vers le sommet.
Apres un coté a été affecté, le blanchiment commence sur l'autre c6té, progressant cette fois
en sens inverse du haut de la fronde a la base. Une tache brune apparait longitudinalement sur
la face dorsale du rachis et s'¢tend de la base a l'extrémité de la fronde, correspondant au

passage du mycélium dans faisceaux vasculaires du rachis.

Ensuite, la fronde présente un arc caractéristique, ressemblant a une plume mouillée et
pend le long du tronc. Ce blanchiment et le processus de mort des pennes peuvent prendre de
quelques jours a plusieurs semaines. La méme succession de symptomes alors commence a
apparaitre sur les feuilles adjacentes. La maladie avance inéluctablement et le palmier meurt
quand le bourgeon terminal est atteint. Le palmier peut mourir a tout moment de plusieurs
semaines a plusieurs mois apres I’apparition des premiers symptomes. Le rapide I'évolution
des symptomes dépend principalement de la plantation conditions et sur le cultivar palmier
dattier. Un petit nombre des racines infectées par la maladie, de couleur rougeatre, se révelent
lorsqu'un palmier atteint est déraciné. Les taches sont grandes et nombreux vers la base du
stipe. Comme ils avancer vers les parties supérieures de la paume, les faisceaux conducteurs
colorés se séparent et leurs chemin compliqué a l'intérieur des tissus sains peut €tre suivi.
Feuille de palmier manifestant des symptomes externes présenté une couleur brun rougeatre
lorsqu'il est coupé, montrant fortement fascicules conducteurs colorés. Il existe donc une
continuité des symptomes vasculaires qui existent a partir des racines du palmier jusqu'aux

pointes des palmes (Benzohra et al., 2013).
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Photo 3 : Palmier dattier infecté par le bayoud (Benzohra et al., 2013).
1.2.2. La phytopathogénicité due aux champignons mycotoxinogénes

Parmi les agents pathogenes qui peuvent infecter les plantes figurent les champignons
mycotoxinogenes. Elles constituent un danger réel pour la sant¢ humain et 1’animal
lorsqu’elles contaminent les différents produits alimentaires. La prolifération fongique et la
contamination par les mycotoxines altérent la qualité marchande des produits alimentaires
impliquant d’énormes pertes économiques (Bhat et Vasanthi, 2003). La FAO (Food and
Agriculture Organisation) estime qu’environ 25% des récoltes mondiales sont susceptibles
d’étre contaminées par les mycotoxines (Yiannikouris et Jouany, 2002). L’impact
économique des mycotoxines sur I’industrie alimentaire et I’élevage représente un colit annuel
d’environ 5 milliards de dollars aux Etats unis et le Canada. En Europe, une potentielle perte
économique estimée entre 800 et 1000 millions d’euros est due a la contamination des
céréales par ’ochratoxine A (Olsen et al., 2003). Le nombre de mycotoxines responsables

d’effets secondaires sur la santé humaine et animale est en perpétuelle augmentation.
I1. Les antibiotiques

On appelle « Antibiotique » toute substance naturelle d’origine biologique élaborée

par un organisme vivant, substance chimique produite par synthése ou substance semi
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synthétique obtenue par modification chimique d’une molécule de base naturelle ayant les

propriétés suivantes :
- Activité antibactérienne.

- Activité en milieu organique.

- Une bonne absorption et bonne diffusion dans I’organisme.

Les antibiotiques ont la propriété d’interférer directement avec la prolifération des micro-

organismes a des concentrations tolérées par 1’hdte (Newman et al., 2003; Singh et Barrett,

2006).

11.1.Mode d'action

Les antibiotiques agissent a 1’échelon moléculaire au niveau d’une ou de plusieurs

¢tapes métaboliques indispensables a la vie de la bactérie (figure 3) (Singh et Barrett, 2006).

Ils agissent par :

e Toxicité sélective au niveau de la :
- Synthé¢se de la paroi bactérienne
- Membrane cytoplasmique
- Synthése des protéines

- Synthése des acides nucléiques.

e Inhibition compétitive : dans ce cas I’antibiotique est un analogue structural, il interfére

avec une fonction essentielle a la bactérie.

@ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne

i

(3) Inhibition de la
synthése protéigue

@ Inhibition de la synthése
de la membrane cytoplasmique

‘ (4) Inhibition de la
| synthése de 'ADN

® Autres mécanismes

Figure 3 : Mode d’action des antibiotiques (Singh et Barrett, 2006).
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I1.2. La résistance aux antibiotiques
I1.2.1. La résistance naturelle

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d’une méme espéce sont
résistantes a un antibiotique. L’expression d’un caractére inné, partagé par ’ensemble de la
communauté bactérienne, rend inappropriée I’utilisation de certains antibiotiques. Des
particularités structurales de la paroi cellulaire, empéchant les antibiotiques d’accéder a leur
cible, ou I’absence de cible sont autant de facteurs, qui conditionnent la résistance naturelle

(Normak et Normak, 2002).
I1.2.2. La résistance acquise

La résistance acquise survient lorsque, seules, quelques souches d’une méme espece,

normalement sensibles a un antibiotique, deviennent résistantes. Cette résistance peut étre

acquise par mutation ou par transfert de genes.

La résistance acquise par mutation est aussi qualifiée de résistance chromosomique. Le
phénomene de mutation est conditionné par I’utilisation des antibiotiques. Ces derniers ne
sont pas des agents mutagenes mais ils contribuent a sélectionner, de maniére spontanée, des
mutants résistants au sein d’une population bactérienne. En éliminant les bactéries sensibles,
les antibiotiques permettent aux mutants résistants de se multiplier plus facilement. La cause
principale de I’évolution et de I’extension des résistances aux antibiotiques est leur
prescription a grande échelle en thérapeutique humaine (Goossens et al, 2006). Ces
prescriptions sont souvent mal ciblées, comme dans les cas d’infections virales, ou

incorrectement dosées (Yagupsky, 2006).

L’utilisation d’antibiotiques, nécessitant de longues périodes de traitement ou a large
spectre d’action, est aussi un facteur de risque pour la propagation des résistances (Yagupsky,
2006). La transmission d’¢léments génétiques mobiles, comme les plasmides et les
transposons, favorise également 1’acquisition des résistances par les bactéries. Elle peut

s’effectuer par transduction, conjugaison ou transformation (Alekshun et Levy, 2007).
I1.3. Epidémiologie de la résistance aux antibiotiques

Les résistances aux antibiotiques dans le monde cachent complexité de cette grave
situation. Les microbes multi résistants semblent vraiment étre s'accélérant, sans doute
alimentée par des programmes intensifs a large spectre d’utilisation d'antibiotiques, mauvais

controle des infections, immunodépression élevée chez les patients, et des voyages aériens
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rapides et fréquents. Plus généralement, peut-étre, cela signifie la résistance a au moins trois
des cinq principaux groupes d'agents normalement utilisés pour le traitement, c'est-a-dire les
pénicillines a large spectre, les céphalosporines a large spectre, carbapénemes,
aminoglycosides et 4-fluoroquinolones. Ce qui est de plus en plus clair, c'est que de tels les
microbes, sont associés a une augmentation mortalité et durée de séjour, probablement dues a

des traitements. (Gould, 2008).

En particulier, compte tenu de 1'absence de stratégies thérapeutiques alternatives, nous
avons un besoin urgent d'améliorer le dépistage et la compréhension des mécanismes de
multirésistance et de panrésistance chez les bactéries. Comprendre ['épidémiologie

moléculaire de de tels organismes (Doi et Arakawa, 2007).

Ensuite, les systemes d'alerte précoce appropri€s doivent €tre mis en place pour activer
les mesures de controle appropriées dans le monde entier. Les legons de la passé récent sur les
microbes multi résistantes et sa propagation rapide, a la fois dans les hopitaux et
communautés, doivent étre apprises rapidement afin que les mémes erreurs ne sont pas
répétés encore et encore. Malheureusement, en ce moment le scénario le plus probable semble

étre que ces nouvelles résistances, et d'autres jusqu'ici non détectés, se propagent rapidement

(Gould, 2008).
11.4. Les mécanismes de résistance

La résistance aux antibiotiques est un phénoméne naturel et les bactéries ont été
évoluées pour résister a l'action des produits antibactériens naturels pendant des milliards
d'années (Jessica et al., 2015). Les progreés de génomique, de biologie des systémes et de
biologie structurale ont disséqué de nombreux événements précis soutenir la résistance et
continuera de fournir meilleur compréhension, dont les bactéries ont élaboré plusieurs

stratégies qui sont :
- La réduction de la perméabilité.

- L’accru de I’efflux : Les pompes a efflux bactériennes transportent activement de nombreux
antibiotiques hors de la cellule et sont des contributeurs majeurs a la résistance intrinséque des
Gram-négatifs bactéries a de nombreux médicaments qui peuvent étre utilisés pour traiter les

infections bactériennes a Gram positif.

- La modification des cibles antibiotiques par mutation.

29



Synthése bibliographique

- La protection par modification de la cible peut aussi étre un moyen efficace de résistance
aux antibiotiques qui ne nécessitent un changement mutationnel dans les génes codant pour

les molécules cibles.

- La modification directe des antibiotiques. En plus d'empécher les antibiotiques de pénétrer
dans la cellule ou en modifiant leurs cibles, les bactéries peuvent détruire ou modifier

antibiotiques, résistant ainsi a leur action.
I11. Stratégies moléculaires de lutte contre la résistance bactérienne

L'utilisation excessive des antibiotiques chez I'homme et les animaux a conduit a
I'évolution rapide de bactéries résistantes a de multiples médicaments, dont le médicament de

dernier recours, n'est plus efficace contre certaines souches.

Par conséquent, la découverte et I'exploitation des agents antimicrobiens peptidiques
naturels qui forment faisant partie du systeme immunitaire inné des plantes et des animaux,
peu de nouveaux antibiotiques ont ¢t¢ développés au cours des derniéres années. Nous
passons ici en revue les stratégies congues pour exploiter les progres récents de la biologie
moléculaire, y compris la technologie de I'ADN recombinant, la modélisation moléculaire et
la génomique pour développer de nouveaux agents antimicrobiennes qui surmontent la

résistance aux antibiotiques (Tan et Darren, 2000).

En outre, le développement de nouvelles stratégies pour surmonter la résistance
microbienne aux médicaments devient obligatoire, comme l'identification de nouveaux agents
antimicrobiens a partir de sources naturelles, augmentant l'efficacité des antibiotiques
existants, ou la combinaison des deux (Veras et al., 2012; Perron et al., 2015). En particulier,
I'évaluation de la synergie possible entre les produits naturels et les antibiotiques existants est
considérée comme un domaine émergent dans la recherche en phytomédecine (Wagner et

Ulrich-Merzenich, 2009).
IV. Les huiles essentielles
IV.1. Définition

Les huiles essentielles (HEs), également appelées huiles volatiles, sont des produits
concentrées naturels des végétaux qui contiennent des composés aromatiques volatils. Ces
composés mélanges de volatils (principalement des mono- et sesquiterpénoides, des
benzoides, des phénylpropanoides, etc...). Les HEs sont des extraits par distillation et

expression, et sont populaires comme ingrédients de parfums, cosmétiques et produits
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d'entretien ménager, en plus d'étre utilisé pour aromatiser les aliments et les boissons

(Buchbauer, 2010).
IV.2. Les activités biologiques des huiles essentielles

Les produits naturels et leurs dérivés sont des sources importantes de nouvelles
molécules thérapeutiques (Clardy et Walsh, 2004). Les huiles essentielles des plantes
possédent diverses applications principalement dans les industries de la santé, 1'agriculture, la
cosmétique et l'alimentation. L’utilisation des HEs dans les systemes de médecine est
procédée depuis l'antiquité dans l'histoire humaine. Des chercheurs du monde entier tentent de
caractériser une gamme de propriétés biologiques des HEs qui comprend antimicrobien,
antiviral, antimutagéne, anticancéreux, antioxydant, activités anti-inflammatoires,

immunomodulatrices et antiprotozoaires (Bakkali et al., 2008).

Les antioxydants des plantes sont suggérés comme une alternative intéressante. Les
huiles essentielles et les extraits de diverses plantes médicinales et aromatiques des plantes
sont connues pour leur capacité a prévenir les acides gras de la décomposition oxydative
(Zygadlo et al., 1995). Les composés phénoliques sont les principaux agents qui peuvent
donner de I'hydrogene aux radicaux libres et ainsi rompre la réaction en chaine de I'oxydation
des lipides a la premicre étape initiatique. Ce haut potentiel de composés phénoliques piéger
les radicaux peut s'expliquer par leur composition phénolique groupes hydroxyle (Saad et al.,

2010).

Des activités antimutageénes importantes ont été observées pour certaines HEs et leurs

composants (Varona et al., 2013).

Les états hyper glycémiques ou hypoglycémiques caractéristiques du diabéte résultent
de l'incapacité de produire de l'insuline ou de l'utiliser pour réguler les niveaux normaux de
glucose dans le sang. Des HEs sélectionnées auraient des effets préventifs sur les risques pour

la santé associés au diabete (Misra et Dey, 2013).

Un effet anti-inflammatoire a été décrit pour les huiles essentielles d'Ocimum sanctum

est connue depuis longtemps (Singh et Majumdar, 1997).

Ainsi, il existe d'autres effets biologiques, notamment : I’activité anti-cancer, activité

antiphlogistique, activité insecticide, agents anti protozoaires (Jayant et Sankunny, 2014).
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IV.3. Les activités antibactériennes des huiles essentielles

Les métabolites secondaires des plantes sont bien connus pour leurs propriétés
antimicrobiennes. 11 a été démontré que les HEs végétales en particulier, présentent des
activités inhibitrices a large spectre contre divers bactéries pathogénes Gram positive et Gram
négative (Edris, 2007 ; Lang et Buchbauer, 2012 ; Teixeira et al, 2013). L'efficacité
antibactérienne peut varier avec les huiles essentielles ainsi qu'avec différentes bactéries. Par
exemple, les huiles de bois de santal (Santalum album), I'huile de manuka (Leptospermum
scoparium) et de vétiver (C. zizanioides) sont tres actives contre des bactéries Gram positif,
mais n'ont pas le cas contre des bactéries Gram négatif (Hammer et al, 1999 ; Hammer et
Carson, 2011). Au contraire pour des souches de Pseudomonas aeruginosa, elle présente une
tolérance a l'inhibition vis-a-vis des huiles essentielles. En général, les huiles de thym,
d'origan, d'arbre a thé, cannelle, citronnelle, laurier, myrte citronnée, clou de girofle et bois de
rose sont présentés des activités antimicrobiens les plus actifs (Hammer et al, 1999 ;
Oussalah et al., 2006). Les huilles de baie, clou de girofle, citronnelle, origan et le thym
inhibent la croissance d’E. coli a des faibles concentrations. Les huiles de thym, romarin,
menthe poivrée, de citronnelle, de clou de girofle et de laurier ont le potentiel de prévenir
Staphylococcus aureus a des concentrations inferieur a 0,05 %, tandis que les huiles de basilic
et d'eucalyptus inhibent a une concentration d’environ 1 % (SmithPalmer et al, 1998 ;

Hammer et al., 1999 ; Hammer et Carson, 2011).
IV.4. Les activités antifongiques des huiles essentielles

Les infections fongiques invasives sont associ€es a des taux trés élevés de morbidité et
de mortalité¢ (Sardi et al/, 2013). Divers, des champignons pathogénes de I’homme et des
végétaux, y compris des levures, sont trouvés sensibles aux HEs. L'efficacité de I'inhibition
varie selon les organismes cibles et I'HE testée. Par exemple, trois membres de la famille des
apiacées montrent des activités anti Candida albicans variables a tendance coriandre, anis et

fenouil avec des CMI de 0,25 %, 0,5 % et 1 % respectivement (Hammer et al., 1999).
IV.5. Les constituants des huiles essentielles

Les constituants des huiles essentielles peuvent étre répartis en deux groupes principaux
des composés, qui sont les terpeénes et terpénoides et les aromatiques et constituants

aliphatiques, tous caractérisés par un faible poids (figures 4 et 5).
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» Les terpénes (Figure 4)

Les terpeénes se forment structurellement et fonctionnellement par différents classes.
Ils sont formés a partir de combinaisons de plusieurs unités a base de 5 carbones (C5)
appelées isoprene. Les principaux terpenes sont les monoterpenes (C10) et les sesquiterpénes
(C15), mais les hémiterpeénes (C5), diterpénes (C20), triterpenes (C30) et existent également
tétraterpenes (C40). Un terpéne contenant de 1’oxygeéne est appelé un terpénoide. Les
monoterpeénes sont formés du couplage de deux unités isoprene (C10). Ce sont les molécules
les plus représentatives constituant 90% des huiles essentielles et permettent une grande
variété de structures. Ils se composent de plusieurs fonctions: les carbures, alcools,

aldéhydes, cétones, esters,...etc.

1. Terpenes

-Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (“y) or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene
HoC ‘
Alcohol acyclic Phenol .
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymol

| OH

-Sesquerpitenes

Carbure Alcohol
Farnesol Caryophyllene

OH

Figure 4 : structure chimique des terpenes.

> Les composés aromatiques (Figure 5)

Sont des dérivés du phénylpropane, les composés aromatiques sont moins fréquents
que les terpenes. Les composés aromatiques comprennent : aldéhyde, alcool, phénols, dérivés
méthoxy et des composés méthylénes. Les composants azotés ou soufrés tels que les
glucosinolates ou les dérivés isothiocyanates (huiles d’ail et de moutarde) sont également
caractéristiques en tant que métabolites secondaires de divers végétaux ou de produits

torréfiés, grillés ou rotis.
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2. Aromatic compounds

Aldehyde Aleohol Phenol Phenol
Cinnamaldehyde Cinnamyl alcohol Chavicol Eugenol
=3
o CH,
T
= - OCH,
OH

Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound

Anethole Estragole Safrole

— — 8]
Ao Ceen ST

Figure 5 : structure chimique composés aromatiques.
IV.6. Mode d’action des huiles essentielles sur les microorganismes
IV.6.1. Mode d’action antibactérien

Divers mécanismes de l'activité antibactérienne des huiles essentielles ont été proposés
(figure 6). Les huiles essentielles déstabilisent principalement I'architecture cellulaire,
entrainant la rupture de l'intégrité de la membrane et une perméabilité accrue, qui perturbe de
nombreuses activités cellulaires, dont la production d'énergie (couplée a la membrane), le
transport membranaire et d'autres fonctions de régulation métabolique. La perturbation de la
membrane cellulaire par les huiles essentielles peut aider divers processus vitaux tels que les
processus de conversion d'énergie, le traitement des nutriments, la synthése de

macromolécules et la sécrétion de régulateurs de croissance (Oussalah et al., 2006).

En raison de leur nature lipophile, les huiles essentielles sont facilement pénétrables a
travers les membranes cellulaires bactériennes. Diverses travaux précédentes ont été signalés
que les huiles essentielles provoquer une augmentation de la perméabilit¢é du membrane
cellulaire bactérienne qui peuvent conduire a la fuite des composants cellulaires et la perte des
ions (Oussalah et al, 2006 ; Saad et al, 2013 ; Raut et Karuppayil, 2014). L'effet
antibactérien des huiles essentielles sont également liées a des potentiels membranaires
réduits, la perturbation des pompes a protons et 1'épuisement de 'ATP (Turina et al., 2006).
Cette altération de l'organisation cellulaire peut entrainer un effet de cascade, entrainant
l'affectation d'autres organites cellulaires (Carson et al., 2002). De méme, (Cox et al., 1998)

ont démontré que l'huile d'arbre de thé inhibe la croissance de S. aureus et E. coli en
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modifiant leurs perméabilité cellulaire, augmentant la fuite des ions K" intracellulaire et
perturbent la respiration cellulaire. Les huiles essentielles passent a travers la paroi cellulaire
et la membrane cytoplasmique, ce qui peut perturber I'arrangement des acides gras
dissemblables, des bicouches phospholipidiques et des molécules de polysaccharides

(Longbottom et al., 2004 ; Saad et al., 2013 ; Raut et Karuppayil, 2014).

Tous ces événements peuvent étre responsables de la coagulation des composants
cellulaires internes dans le cytoplasme et se décomposent des liaisons entre les couches

lipidiques et protéiques (Burt, 2004).
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Figure 6 : Mécanismes de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles (Mallappa

et al., 2016).

Dans certains cas, les composés purs des huiles essentielles présentent une activité
antibactérienne plus ¢élevée par rapport a l'huile brute. L'effet antibactérien des constituants
des huiles essentielles tels que le thymol, le menthol et 'acétate de linalyle est dii & une
perturbation des fractions lipidiques des membranes plasmiques bactériennes (Trombetta et
al, 2005). Cela peut affecter la perméabilit¢ de la membrane et induisent une fuite de
matériaux intracellulaires. Le carvacrol est un composé hydrophobe qui influence les
membranes cellulaires en altérant la composition des acides gras, ce qui affecte alors la
fluidité et la perméabilité de la membrane (Rudramurthy et al., 2016). Cependant, son
mécanisme d'action exacte n'est pas encore clair. Il a été rapporté que le carvacrol a

considérablement appauvri le pool interne d'ATP des cellules bactériennes (Ultee et al.,
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1999 ; Rudramurthy et al., 2016). Dans une autre étude, le carvacrol a induit la fuite et la
perte d'ATP des cellules bactériennes (Ultee et al., 2002). De méme, les composés méthyl
carvacrol, menthol, citronellol, et le thymol provoquent également un ¢largissement de la
membrane cellulaire qui conduit a une diffusion passive des ions entre les phospholipides
expansés (Ultee et al., 2002 ; Trombetta et al., 2005 ; Saad et al., 2013 ; Rudramurthy et al.,
2016). Un autre effet des huiles essentielles sur les membranes cellulaires est I'inhibition de la
sécrétion de toxine, (Ultee et Smid, 2001) ont rapporté que l'exposition de B. cereus au
carvacrol a entrainé l'inhibition de la production de toxines et I'application d'huile essentielle
d'origan a complétement aboli la production de I'entérotoxine par S. aureus. Ainsi, la sécrétion
de toxines peut étre empéchée par des modifications de la membrane bactérienne dues a
I'influence des composés des huiles essentielles sur le processus de transport
transmembranaire dans la membrane plasmique, qui limite le rejet de toxines dans le milieu

extérieur (Souza et al., 2010).

D’autre mécanisme d'action est le trans-cinnamaldéhyde, qui pénétre dans le
périplasme de la cellule et perturbe les fonctions des cellules. De plus, le p-cyméne a une plus
grande affinité vers les membranes cellulaires bactériennes et peut ainsi perturber intégrité
membranaire. Les protéines de la membrane externe sont également affectées par les
composants des huiles essentielles. Par exemple, le carvacrol peut perturber l'insertion et le
repliement des protéines tels que DnaK et GroEL. Le carvacrol peut également inhiber la
synthése de la flagelline, qui est une protéine microbienne nécessaire a motilité bactérienne
(Rudramurthy et al., 2016). Le phénylpropene et 1'eugénol, également présente une activité en
modifiant le contour des acides gras pour altérer la membrane cytoplasmique de différentes
bactéries. En outre, HE peut détruire diverses enzymes bactériennes telles que I'ATPase,
I'amylase, I'histidine carboxylase et les protéases (Thoroski, 1989). De méme, il a été rapporté
que le cinnamaldéhyde inhibe les enzymes ATPase et perturbent la membrane cellulaire
externe (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Autres études ont découvert que la vanilline
présentait une activité antimicrobienne en obstruant les voies de la respiration bactérienne et
perturbant le flux d'ions K" et le gradient de pH (Fitzgerald et al., 2004). De la méme maniére,
les huiles essentielles de carvéol, de citronellal et de carvone ont été montrées de modifier
I'hydrophobicité et perturber l'intégrité de la membrane, conduisant & la fuite des ions K*
(Lopez-Romero et al, 2015). Certaines huiles essentielles peuvent inhiber le réseau de
détection de quorum sensing médiée par diverses molécules de signal bactériennes (Szabo et

al., 2010). L’efficacité de l'effet antibactérien des huiles essentielles ou de leurs composés
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individuels peut différer d'un microbe a l'autre. Par conséquent, 1'¢lucidation des mécanismes
d'action exacts de chaque huile essentielle et leurs composants est nécessaire, y compris une
¢tude approfondie des nombreuses souches/espéces microbiennes. Par ailleurs, une étude
détaillée sur les composantes de l'essentiel les huiles seraient utiles pour améliorer notre

compréhension de leur mécanisme de l'activité antimicrobienne.
1V.6.2. Mode d’action antifongique

L'activité antifongique des huiles essentielles sont similaires a celles expliqué pour les
mécanismes antibactériens. Généralement, l'exposition des huiles essentielles entrainent la
coagulation des composants cellulaires en raison de dommages irréversibles a la membrane
cellulaire. Dans les cellules de levures, les huiles essentielles établissent un potentiel
membranaire a travers la membrane cellulaire et perturbent la production d'ATP, qui conduit a
des lésions de la membrane cellulaire (Aleksic et Knezevic, 2014). Les huiles essentielles ont
la capacit¢ de pénétrer et de perturber la paroi cellulaire fongique et membranes
cytoplasmiques par un processus de perméabilisation, qui conduit a la désintégration des
membranes mitochondriales. Cela est dii a des modifications du flux d’¢lectrons a I'intérieur

de la voie du systeme de transport d'¢lectrons (ETS).

Cela peut également endommager les lipides, les protéines et 1'acide nucléique contenu
des cellules infectées par les champignons pathogenes (Arnal-Schnebelen et al., 2004). Les
huiles essentielles pourraient également perturber la dépolarisation des membranes
mitochondriales en agissant sur les canaux ioniques, en particulier les ions Ca**, les pompes a
protons et les pools d'ATP, et donc diminuer le potentiel de membrane. Ce changement dans
la fluidit¢ des membranes peut provoquer une fuite d'¢lectrolyte et entraver les voies du
cytochrome C, le métabolisme des protéines et concentrations en ions de calcium. Ainsi, la
perméabilisation des membranes mitochondriales internes et externes peut entrainer

l'apoptose cellulaire ou la nécrose conduisant a la mort cellulaire (Yoon et al., 2000).
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Ce travail a été réalisé durant la période de Décembre 2019 et Juillet 2022. Les plantes
étudiées ont été collectées de la région de Saoura (Bechar et Beni abbes), quant a la partie

pratique ont été effectuée aux différents laboratoires selon les besoins. Les laboratoires

collaborés pour réaliser cette these sont :

» Le laboratoire de valorisation des ressources végétales et sécurité alimentaire dans des
zones semi-arides de sud-ouest Algérien (VERVSA) a I'université de Béchar ;

» Les laboratoires pédagogiques de biologie a I'université de Béchar ;

» Le Laboratoire de Gestion durable des ressources naturelles dans des zones arides et
semi-arides, Centre Universitaire Salhi Ahmed de Naama ;

» Le plateau technique en analyse physico-chimique (PTAPC-CRAPC) a Laghouat ;

» Le laboratoire de recherche en chimie analytique a 1’'université de Laghouat.

1. Etude phytochimique des plantes étudiées
1.1. Description de la région d’étude

Comme montre la figure 7, la région de Saoura constitue un point de liaison entre les
hauts plateaux et la grande Sahara qui se caractérise par un climat Saharien, dont les

températures pendant I’hiver varient de 0 a 25°C et dépassent les 40°C pendant I’été
(Schnack, 1999).
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Figure 7 : Les zones d’échantillonnage des deux especes étudi¢es (A et B se comporte la
zone de Saoura). ; A : Pulicaria crispa (Béchar). B : Rhetinolepis lonadioides Coss (Beni
abbes).
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1.2. Choix et prélevement de matiére végétale

Les espéces choisies pour notre étude, appartiennent a la famille des Astéracées qui
sont Rhetinolepis lonadioides Coss (photo 2) et Pulicaria crispa (photo 3). Le choix de ces
deux plantes est basé sur :

- Ces utilisations dans la pharmacopée traditionnelle algérienne.

- Contribuer a 1'étude et l'analyse de composition chimique de leurs huiles

essentielles en raison du manque de recherche dans ce contexte.

- L’évaluation de I’effet biologique de ces huiles essentielles contre divers souches

microbiennes pathogenes.

En plus, chacun de deux plantes se croit dans deux endroits différents de la méme
niche écologique. La figure 7 montre les points précis de prélevement et de développement de
chaque plantes. En effet, Rhetinolepis lonadioides coss a été prélevée de la zone de Beni
Abbes, tandis que Pulicaria crispa a été collectée a partir de la zone de route de Kenadsa au

sud-ouest (tableau 1).

Tableau 1: Lieux des prélévements des plantes, situation géographique et bioclimat des

différentes stations d’étude.

Plantes Stations Etages Altitude Latitude Longitude
bioclimatiques (m) (Nord) (Ouest)
Rhetinolepis Beni Abbes Aride, chaud 483 30° 05’ 2° 06’
lonadioides
Coss
Pulicaria Kenadsa Aride, chaud 747 31° 33 2° 25’
crispa

Elles étaient récoltées en période de floraison a des endroits précis sous le contrdle des
botanistes de la région de Saoura, qui assurent leur identification sur le terrain. La période de
floraison est dépend de la plante. En effet, Rhetinolepis lonadioides Coss est mise en fleure en
mois d’avril, tandis que Pulicaria crispa en mois de Mars. Pour assurer un bon déroulement
de la partie pratique, les deux plantes ont été prélevées a différents temps : Rhetinolepis

lonadioides Coss était prélevé en 2020 et Pulicaria crispa en 2021.

Les plantes étudiées doivent étre saines et collectées durant une journée ensoleillée a

partir des endroits indemne d’'utilisation des engrais chimiques. Ensuite, les échantillons
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prélevés étaient mis dans des boites aérées pour éviter de les écraser et la transpiration qui

aboutit au noircissement durant le séchage des plantes.

1.3. Préparation des plantes

Dans cette étude seulement les parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) ont été
¢tudiées car les racines sont coupées durant la collecte.

Les parties récoltées ont été nettoyées, ensuite étalées sur du papier, pour qu’il séche a
I’air libre et ’abri de la lumiére, pendant 7 a 10 jours avant leur utilisation. Cette partie a été

réalisée au niveau de laboratoire pédagogique de biologie a I’Université de Béchar.

Photo 4 : Lieu de récolte de la plante Rhetinolepis lonadioides Coss a Beni abbes (Photo

originale).

Photo 5 : Lieu de récolte de la plante Pulicaria crispa a Kenadsa (Photo originale).
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1 .4. Extraction des huiles essentielles

La distillation est un procédé de séparation basé sur un équilibre L (liquide) V
(vapeur). Par chauffage, le liquide entre en ébullition et la vapeur en équilibre avec le liquide
sera plus riche en constituant les plus volatils. La technique implique la condensation de la
vapeur et la récupération des fractions liquides résultantes. Nous avons utilisé la technique
d’extraction de référence : I’hydrodistillation en utilisant I’appareil de Clevenger (Cocking et
Middleton, 1935).

L’extraction des huiles essentielles des especes Rhetinolepis lonadioides coss et
Pulicaria crispa consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou
éventuellement broy¢) dans un ballon de 2 L surmonté qui est ensuite portée a 1’ébullition.
Une distillation a été réalisée par ébullition pendant 3 h de 100 g de matériel veégétal
préalablement séché avec 1 L d’eau. Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur une surface
froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité. On récupere le surnageant
nomm¢ huile essentielle. La distillation s’effectue avec recyclage d’eau (cohobation). L huile
essentielle a été conservé a 4°C a I'obscurité pour éviter leur dégradation (Amarti et al.,

2006).

1.5. Détermination du rendement

Selon la norme d’AFNOR (1986), Le rendement en huile essentielle a été¢ déterminé
par rapport a la matiére séche, évaluée a partir de 3 échantillons de 100 g préalablement
séchés. Il est défini comme étant le rapport de la quantité de I’huile essentielle extraite sur la
quantité du matériel végétal utilisé, il est exprimé en pourcentage et calculé parla formule
suivante :

R = (Pb/Pa) x 100

Ou:
R : Rendement en %.

Pa : la masse de la plante en gramme

Pb : la masse de I’huile essentielle en gramme
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1.6. Les analyses chimiques des huiles essentielles

L'analyse chimique des huiles essentielles a été réalisée dans le plateau de recherche
des analyses physico-chimique a Laghouat (PTAPC-CRAPC) et laboratoire de recherche en
chimie analytique a I'université de Laghouat.

Une fois I’extrait en huile essentielle est obtenu, I’analyse permet d’identifier et de
quantifier les composants. Les progrés des méthodes analytiques permettent d’identifier
rapidement un trés grand nombre de constituants. La méthode la plus adéquate a nos jours est

la chromatographie en phase gazeuse (CPG).

» Analyse chromatographique des huiles essentielle par GC-FID
La chromatographie en phase gazeuse (CPG), est comme toutes les techniques de
chromatographie, permet de séparer des molécules d'un mélange éventuellement tres
complexe de nature trés diverses. Elle s'applique principalement aux composés volatiles ou
susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Elle est de plus en plus

utilisée dans les principaux domaines de la chimie.

Les analyses des huiles essentielles ont été réalisées a l'aide de un chromatographe
Hewlett Packard 6890 équipé d’un détecteur a ionisation de flamme et un pressostat
¢lectronique injecteur de contrdle. Un polyéthylene glycol polaire HP Innowax et un 5%
diphényl, 95% diméthyl poly siloxane colonnes capillaires apolaires HP-5 (30 m x 0,25 mm,
0,25 um épaisseur du film ; Hewlett-Packard, CA, USA) ont été utilisés. Le débit du gaz
vecteur (N») était de 1,6 mL/min. La scission rapport ¢était de 60:1. La température de la
colonne a ¢été programmée a 35°C pendant 10 min, puis chauffée a 205°C a une vitesse de
2°C/min, puis maintenue constante a 205°C pendant 10 minutes. Les températures de
l'injecteur et du détecteur ont été maintenues a 250°C et 300°C, respectivement. L'huile
essentielle était diluée a 1:100 (v/v) avec le n-hexane et 1 pl de T'huile essentielle diluée a été

injectée manuellement.

» Méthode d’analyses spectrales par CG-SM
L'analyse des échantillons a été réalisée, a l'aide d'un Instrument SHIMADZU
GCMSQP 2020, équipé d'une colonne capillaire fusionnée Rxi®-5ms (Phase : Crossbond®
5% diphényl/ 95% diméthyl polysiloxane).

Ses dimensions sont : 30 m x0,25 mm et 0,25 um d'épaisseur de film, cette colonne a
une phase similaire aux suivantes colonnes : HP-1ms, HP-1msUI, DB-1ms, DB-5ms, DB-

ImsUI, Ultra-1, VF-1ms, ZB-1, ZB-1ms, et également considéré comme équivalent aux
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phases USP G1, G2, G38. Un volume de 0,5 pL. de solution préparée a 10% volume de la

dilution de I'é¢chantillon dans n-hexane, a ét¢ injecté dans mode fractionné (30:1).

Les températures de l'injecteur et du détecteur ont été maintenues a 250°C et 310°C,
respectivement la température de la colonne a été programmée a : 60°C fixe pendant 3min
puis portée a 310°C avec un incrément de 2°C/min, puis maintenue a 310°C pendant 10 min.
Le gaz vecteur utilisé était de I'hélium (pur a 99,995 %) avec un débit de ImL/min. Les
conditions du spectrométre de masse étaient les suivantes : tension d'ionisation 70 eV,
température de la source d'ions 200 °C et spectres de masse d'ionisation €lectronique ont été

acquis sur la plage de masse de 45 a 600 m/z.

1.7. Identification des composants des huiles essentielles

Les indices de rétention linéaire (LRI) ont été calculés pour des composés sépares par
rapport a un n-alcanes homologues en série (n-C7-C20). Les composants ont été identifiés, en
comparant leur (LRI) calculé avec ceux de la littérature (Babushok et al., 2011; Adams, 2017)
ainsi que leurs spectres de masse avec ceux enregistrés par le NIST (National Institute of
Standards and Technology) et bibliotheques Wiley "NIST17.lib, WIIN17MAI et
FFNSC1.2.1iby.

Les RI linéaires programmés en température de tous les constituants ont été calculés

sur la base du GC par l'interpolation entre les n-alcanes entre parenthéses comme suit :

tr() + tr(2)

RI =100 x
tr(z+1) T tr(m)

Ou, Z : le nombre d'atome de carbone dans le plus petit n-alcane.
tgp (i) tg (Z)et tgp (z+1): le temps de rétention du composé€ souhaite, le plus petit n-alcane et

le plus grand n-alcane, respectivement (Jalali-Heravi et al., 2015).
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2. Evaluation des activités biologiques des huiles essentielles
2.1. Etude de I’activité antiradicalaire
Afin d’évaluer I’activité antiradicalaire des huiles essentielles des plantes Rhetinolepis
lonadioides Coss et Pulicaria crispa, une méthode a été employée in vitro est le pouvoir de
piégeage du radical libre de DPPH (Gachkar et al., 2007).
» Principe
Le test a utilisé la réduction du 1,1-diphényl-2- radical picrylhydrazyle (DPPH) en

présence de composés volatiles des huiles essentielles (figure 8).

Il est basé sur la diminution de 1'absorbance de la solution radicalaire selon la réaction
DPPHe (violet) + HA — DPPH-H (jaunatre) + Ae. Ce radical a été utilisé pendant de
nombreuses décennies pour étudier le mécanisme du don d'atomes d'hydrogene a les radicaux
libres de certains substrats ou l'activité antioxydante de composés portant des groupes —SH, —
OH et -NH. Ou (AH) n représente un composé capable de céder un hydrogene au radical

DPPH (violet) pour le transformer en molécule DPPH-H.

VIOLET

Figure 8 : Principe de ’activité antiradicalaire.

» Mode opératoire
En premier temps, on a préparé la solution méthanolique de DPPH a 0.004 %, ou nous
avons dissoudre 1 mg de DPPH poudre en 25 ml de méthanol. Afin de préparer les solutions
meres de chaque HE, on ajoute 80 pl de ’'HE a 4 ml de méthanol, pour 1’obtention d’une
concentration finale de la solution meére & 20 ul/ml. Le témoin utilisé est 1’acide ascorbique

qui est préparé de la méme concentration que les huiles essentielles.

A partir des solutions méres, différentes concentrations des huiles essentielle ont été

préparés : 10 pl/ml; 5 ul/ml; 2.5 pl/ml; 1.25 pl/ml; 0.625 pl/ml; 0.312 pul/mlet 0.156
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pl/ml. Un volume de 40 pl de chaque concentration a été ajouté a 960 ul de la solution de
DPPH. Aprés ’homogénisation par un vortex, les tubes sont placés a I’obscurité a une
température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de
I’absorbance a 517 nm par un spectrophotométre UV-Visible ou le méthanol est utilisé
comme blanc. Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures

séparés (Archana et al., 2005 ; Dung et al., 2008).

» L’expression des résultats
L'activité antiradicalaire est exprimée par le pouvoir réducteur de la solution
méthanolique de DPPH. Les valeurs d’absorbances les plus faibles indiquent une activité de
piégeage des radicaux libres importante que celles les plus grandes. Le pouvoir de réduction

est déterminé en appliquant la formule suivante :

) Ac — Ar
AX(D) = [A—] # 100
C

AX (%) : Pouvoir de la réduction en % ;

AE: Absorbance de la solution de DPPH en présence de I’huile essentielle ou de la vitamine

C;
Ac: Absorbance de la solution de DPPH en absence de I’huile essentielle et de la vitamine C ;

L’activité d’un antioxydant peut étre caractérisée par une grandeur appelée CIs0. Ce
parametre est défini comme étant la concentration d’antioxydant requise pour diminuer la
concentration de DPPH initiale a 50%. La CI50 permet de comparer I’activité de différents
composés antioxydants. Plus la CIs0o est faible, plus I’antioxydant a une activité plus

importante (Sanchez-Moreno et al., 1998).

2.2. Evaluation de I’effet hémolytique des huiles essentielles vis-a-vis des globules rouges
Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent &tre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels : "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme". Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire, tend a se généraliser avec 1'émergence de nouvelles
pratiques thérapeutiques telle que 1'aromathérapie.
La mesure de la fuite d’hémoglobine des hématies humaines provoquée par les huiles

essentielles a été réalisée par la méthode décrite selon (Lee, 2002).
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» Préparation de la suspension érythrocytaire
Du sang fraichement prélevé et traité, a été centrifugé a 4000 tours/minute pendant 5
minutes a ’aide d’une centrifugeuse. Apres I’élimination du surnageant, le culot a été lavé
dans un PBS isotonique a pH 7,4 jusqu'a ce que le tampon est devenu clair puis remis en

suspension dans du PBS dans le volume du sang initiale a raison de 2%.

» Mesure de la fuite d’hémoglobine

Un volume de 2970 pL de la suspension érythrocytaire a 2% a été incubé avec 30 uL
d’huile essentielle a des concentrations différentes pendant 2h dans un incubateur de paillasse
a 37°C. Des prélevements de 100 pL ont été réalisés chaque 15 minute pour étre resuspendus
dans 1900uL d’une solution de lavage PBS. Les réactions mélanges ont été centrifugés
pendant 3 minutes a 3000 rpm et la fuite de I’hémoglobine intracellulaire a été mesurée par la
lecture de la densité optique du surnageant a une longueur d’onde de 540 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre UV/Vis. Le Triton X-100 a 0,2 % (hémolyse a 100 %) ont été inclus

comme références et le PBS comme étant hémolyse spontanée (Martino et al., 2001).
Pour chaque échantillon le pourcentage d’hémolyse a été déterminé par I’équation suivante :

e A échantillon — A hémolyse spontanée
Taux d " hémolyse = . — — = 100
A hemolyse totale — A hemolyse spontange

2.3. L’activité antimicrobienne in vitro des huiles essentielles
2.3.1. Etude de ’activité antibactérienne

On a utilis¢ qu’une seule méthode pour la détermination de [Dactivité
antibactérienne qui est la méthode de diffusion par disque (analyse qualitative), ensuite on a
déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour les bactéries sensibles (analyse

quantitative).

Les CMI des huiles essentielles contre les microorganismes testés ont été déterminées
par la méthode de microdilution en bouillon selon le protocole de NCCLS (2002) décrit par
(Celiktas et al., 2007). Tous les tests ont été effectués en triple.
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» Les souches bactériennes testées
Les souches utilisés sont des souches de référence selon le référentiel international,
I’ American Type Culture Collection (ATCC). Ces souches ont été fournies par le laboratoire
de Gestion durable des ressources naturelles dans des zones arides et semi-arides,
Département de SNV, Institut des sciences et technologies, Centre Universitaire Salhi Ahmed
Naama. Elles sont impliquées fréquemment dans la pathogénicité et 1’altération des denrées

alimentaires (tableau 2).

Tableau 2: Pathogénicité des souches bactériennes testées.

La souche Le code Gram La phatogénicité
ATCC
Bacillus cereus 10876 + Des toxi-infections alimentaires chez I’homme et

rarement des infections opportunistes (Patrick et

al., 1988).

Bacillus subtilis 21332 + N'est pas reconnu comme pathogéne pour

I'Homme, mais elle peut contaminer des aliments
et peut exceptionnellement provoquer une

intoxication alimentaire.

Staphylococcus aureus 25923 + La production d’entérotoxines : coagulase + dits

1 « pathogénes ». elle peut causer des lésions
suppurées, des septicémies et endocardites et des
manifestations d’origine toxique (Nauciel et

Vild¢, 2005).

Staphylococcus aureus 6538 + /
2
Enterococcus feacalis 49452 + Des infections nosocomiales (Koneman Elmer,
2006), et des intoxications alimentaires (Ait
abdelouahab , 2007).
E. coli 25922 Des infections extra-intestinales (des infections

urinaires, des méningites et septicémies néonatales
et des septicémies hospitaliéres), parfois
d’infections  intestinales  (gastro-entérites et

diarrhées) (Héléne et al., 2001).
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Pseudomonas 27853 + des infections multiples : des infections cutanées
aerogenusa (Patrick et al., 1988), les surinfections des plais et
les bronchopneumonies (Leminor et Véron,

1989), des infections urinaires (Berche et al,

1988).

» Confirmation du pureté et de ’authentification des souches bactériennes testées
La confirmation de la pureté des souches retenus pour ce test était basée sur
I’observation macroscopique de 1’aspect des colonies, ’observation microscopique des
cellules apres coloration du Gram, puis des tests biochimiques. Aprés 1’ensemencement des
bactéries sur leurs milieux sélectifs, la coloration de Gram a été réalisée apres 24h
d’incubation a 37° C, ce qui a permis ainsi observation de la forme des cellules bactériennes et
leurs modes de regroupement. Egalement, les deux testes biochimiques recherche de catalase

et 'oxydase ont été réalisées.

» Milieu de culture
Afin d’évaluer I’activité antibactérienne, nous avons utilisé la gélose Mueller Hinton.
En effet, il s’agit d’un milieu non sélectif, qui comporte des ions favorisant une bonne
diffusion des molécules bioactives. La gélose de Muller Hinton stérile a été coulée dans des
boites de Pétri de 90 mm de diametre, I’épaisseur de la gélose doit étre de 2 mm, répartie puis
séchées pendant 30 min a une température ambiante avant leur emploi. Avant solidification de
la gélose, les boites ont été dispos€es sur une surface plane afin d’assurer une bonne

uniformisation de la surface de la gélose (Hussain et al., 2010).

» Préparation des suspensions bactériennes

Les bactéries ont été¢ ensemencées sur la gélose nutritive (GN) et incubées pendant 24
heures, afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées. A partir de cette derniere, et a
l'aide d'une pipette pasteur quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont
prélevées puis émulsionnées dans un tube contient 9 ml d'eau physiologique stérile a 0.9 % de
sel (NaCl). Le mélange est ensuite agitée vigoureusement a l'aide d'un vortex afin de mettre
en suspension le contenu, et la densité optique a été lu a 625 nm et ajusté a 0.08 jusqu’a 0.10
nm pour donner une suspension bactériennne homogéne équivalente a 103 UFC/ml (Kenoufi,
2018).
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Afin d’évaluer la résistance des souches bactériennes testés, un antibiogramme a été

effectué en utilisant les antibiotiques d’origine (Liofilchem®.Italie) illustrés dans le tableau 3.

Tableau 3 : le mode d’action et le spectre d’activité des antibiotiques utilisés.

L’antibiotique

Mode d’action

Spectre d’activité

Colistine (25 pg)

La colistine est polycationique et a la fois
hydrophile et lipophile.

E.coli et P.aerogenusa.

Ciprofloxacine (5 pg)

Inhibition sélective de la synthése de I’ADN
bactérien en agissant sur deux enzymes impliqués
dans cette synthése: ’ADN gyrase et ’ADN
topo- isomérase IV.

Entérobactéries et
Staphylocoques

Erythromycine (15 pg)

Sont des inhibiteurs de la synthése des protéines,
ils agissent au niveau de la s/unit¢é 50S du
ribosome. Ils inhibent la croissance de la chaine
polypeptidique en formation.

Staphylocoque, Bacillus,
Streptocoque

Tétracycline (30 pg)

agit en bloquant la synthése protéique en se liant
au ribosome (site A) et empéche I'aminoacyl-
ARNLt de s'y fixer.

contre nombre d'infections
bactériennes a Gram
positif, Gram négatif et
anaérobies.

Azithromycine (15 pg)

Sont des inhibiteurs de 1la synthése des

Staphylocoque, Bacillus,

protéines, ils agissent au niveau de la s/unité 50S Streptocoque.
du ribosome. Ils inhibent la croissance de la
chaine polypeptidique en formation.

Oxacilline (1 pg) Paroi bactérienne, par toxicité sélective. Staphylocoque.

Fusidic acid (10 pg)

C'est un inhibiteur de la synthése
Protéique interférant avec le facteur d'élongation

G (EF-G).

Bactéries a Gram+, surtout
utilisé comme anti

staphylococcique.

Colistine sulfate (30
ug)

La liaison aux lipopolysaccharides bactériens
provoque une perméabilisation de la membrane
cellulaire.

Efficace contre les
bactéries Gram négatif,
méme non proliférantes.

Streptomycine (300 pg)

est un inhibiteur de la synthése des protéines.

pouvant agir sur certains
bacilles Gram négatifs, sur
certaines cocci  Gram
positifs ou sur certaines

mycobactéries.

Tobramycine (10 pg)

I’inhibition de la synthése des protéines, altérant
ainsi la perméabilit¢ de la membrane cellulaire,
entrainant la rupture progressive de l'enveloppe
cellulaire puis éventuellement la mort de la
cellule.

bacteries Gram négatif

Spiramycine (100 pg)

La spiramycine inhibe la synthése protéique
bactérienne par fixation au ribosome bactérien.

Les infections causées par
des bactéries.
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L’antibiogramme a ¢été réalisé selon les recommandations de CLSI (2006) sur des
boites de Pétri de 9 cm de diamétre coulées par la gélose Muller-Hinton (Liofilchim®,
Italie). Les boites sont ensemencés par écouvillonnage a partir de suspensions préparées, puis
les disques d’antibiotiques sont déposés sur la surface de la gélose et mise en incubation a 37
°C pendant 24h. L’interprétation des résultats est effectuée par la mesure des zones

d’inhibitions aprés 1’incubation (photo 6).

-'-x Mezure du damé
pclels Fone dirfubilion
'._EH!IH’-E!"—'EE-E"I-DEI'

Photo 6 : Principe de I’antibiogramme

» La méthode de diffusion par disque

La méthode de diffusion par disque a été utilisée pour tester l'activité antibactérienne
de I'HE telles que décrites précédemment par CLSI (1997) avec des légeéres modifications.
Brievement, les disques de papiers buvards stériles (6 mm) ont été imbibés par 15 uL d'HE
(brute) et déposés a la surface de milieu Muller hinton préalablement ensemencés par les
suspensions bactériennes préparées. Les boites de Pétri étaient incubé pendant 2 h a 40°C
pour favoriser la diffusion, puis conservé a 37°C pendant 24h. Aprées incubation, les zones
d'inhibition observées ont été mesurées (mm). Les antibiotiques spiramycine 100 pg et
Oflatoxine 5pug (Liofilchem®.Italie) ont été utilisés comme temoins positives. Chaque essai a

¢été réalisé en triple (figure 9).
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Figure 9 : La méthode de diffusion par disque.

» Evaluation de ’effet synergique entre I’huile essentielle et les antibiotiques

Apres I’inondation des boites de Petri par les suspensions bactériennes qui sont testés
a Dlactivité antibactérienne ; des disques de huit antibiotiques conventionnels (deux de
chaque) sont déposés a la surface des géloses Muller Hinton. Ensuite, nous avons ajouté a
chaque disque d’antibiotique, 5 pL d’huiles essentielles préalablement brute. Les boites de
Pétri ensemencées ont étés laissées 1 heure a température ambiante puis incubées a 37°C
pendant 18 a 24 heures. Aprés l’incubation, le diameétre d’inhibition a ¢été mesuré en
millimétres ou le diametre de disque est inclus. La combinaison a été considérée comme

synergique lorsque le diamétre d’inhibition est supérieur a celle trouvé par 1’antibiotique seul

(Ahmad et al., 2007 ; Fadli, 2014).

» Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La CMI a été déterminé par la méthode de micro-dilution dans des microplaques 96
puits (CLSI, 2015). La solution mere de 'huile essentielle a ét¢ dilué¢ dans le DMSO a 10 %,
suivi par série de dilutions sur puits qui sont prélablement remplis par 100 pL de bouillon
Mueller-Hinton pour atteindre a des concentrations finales d’HE de 1 a 6 uLL/mL. Ensuite, 10

pL de la suspension bactérienne préparée ont €té ajoutés.

Les plaques ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. La CMI a été définie comme
étant la plus faible concentration de I'huile essentielle entrainant une inhibition complete de

croissance visible apres incubation. Les tests ont été effectués en triple.
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2.3.2. Etude de Pactivité antifongique

» Provenance des souches étudiées
L’activité antifongique des huiles essentielles de plantes étudiées a ¢été évaluée
contre des champignons filamenteux. Cinq morphotypes différentes de I’espéce Fusarium
oxysporum f.sp albedinis responsable de la fusariose vasculaire du palmier dattier (le bayoud)
(Djerbi et al., 1985), d’ou nous avons isolé une souche a partir des rachis d’un palmier dattier
infectée de la zone de Mazer de la Wilaya de Beni abbes, puis elle est purifiée et identifiée
moléculairement par le PCR. Les autres souches FOA ont été fournies par le laboratoire

VERVSA de I'université de Béchar, collectées par (Mezouari, 2020).

D’autre support fongique retenu pour cette étude est constitué par des souches
mycotoxinogenes isolées des aliments de bétail (en cours de publication). Ces souches ont été
fournies par le VERVSA de l'universit¢ de Béchar : Byssochlamys spectabilis, Penicillium
expansum, Arthrinium sp., Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus, Fusarium sp., Talaromyces

funiculosus, Aspergillus niger, Bipolaris sorokiniana.

» Isolement du Fusarium oxysporum f.sp. albedinis a partir des rachis infectés

L'isolement, la caractérisation et la maintenance de la culture de F. oxysporum f. sp.
albedinis ont été I'objet de nombreuses ¢tudes (Snyder et Hansen, 1972). Bien qu'il soit facile
d'obtenir des souches cultuvables a partir des fragments de rachis des feuilles de palmier qui
présentent des symptomes vasculaires, il est tres difficile de préserver le type originel de la
colonie (ce qu'on appelle encore le type sauvage). En effet, la forme sauvage montre
beaucoup des caractéristiques culturelles instables dans des conditions normales et produit
rapidement des mutants. En culture, F. oxysporum f. sp. albedinis forme un mycélium fin,
clair et bouclé¢ qui produisent de petites sporodochies rose orangé (figure 8). Des sclérotes
bleus a noirs naissent parfois dans le moyen. Ils sont soit dispersés dans le mycélium, soit

forment parfois des groupes.

Le protocole d'isolement a été inspiré¢ de celui utilisé par Djerbi (1990). Aprés la
collecte des rachis, la procédure consiste a stériliser en surface des morceaux infectés de 3 cm
longitudinalement de tissu vasculaire décoloré provenant des feuilles dans 1'é¢thanol a 50 %
pendant 1 min, rincer a l'eau et incuber a 25 °C sur milieu Potato Dextrose Agar (PDA)

acidifié.
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Photo 7 : Les symptomes du bayoud apparaissent sur une ou plusieurs feuilles de la couronne

médiane.

2b

20 pm

Figure 10 : Caractéristiques du Fusarium oxysporum : 2a -macrophialides ; 2b macroconidies

; 2¢ -microphialides et microconidies 2d- chlamydospores (Botton et al., 1985).

» Purification des souches

Aprés 07 jours d’incubation, des hyphes mycéliens apparaissent au tour de
chaque petit fragment de rachis infecté. Des explants de la zone périphérique du mycélium ne
présentant aucune contamination, ainsi que ces taches blanches, sont prélevés et transférés
(d’une maniére aseptique) sur d’autres boites de Pétri contenant le milieu PDAa. Ces
repiquages sont renouvelés plusieurs fois jusqu’a 1’obtention d’une culture pure. On a tenu en
compte dans notre choix tous les aspects macroscopiques que la souche peut présenter a
savoir, la couleur des pigmentations, la forme et I’aspect général du mycélium dans un souci

d’avoir le maximum de souches variées (Henni et al., 1998).
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» Conservation des isolats
Les souches purifiées ont été conservées en double sur le milieu PDA inclinés pour

I’utilisation en routine en court durée ou sur le glycérol a -80°C pour un stockage a long terme
(Mezouari, 2020).

» Identification moléculaire de la culture de F. oxysporum isolée
Une paire d’amorces (TL3-FOA28) et (BIO3-FOA1) ont été mise au point par
Fernandez et al. (1998) pour le diagnostic de cultures pures de FOA par PCR. Ce test permet
de différencier la forme pathogene du palmier-dattier avec les autres formats spéciaux de F.

oxysporum, ainsi que des souches saprophytes.

Les séquences d’amorces sont : 3' GGTCGTCCGCAGAGTATACCGGC-5" (TL3) et
3'-ATCCCCGTAAAGCCCTGAAGC-5" (FOA28) pour la premiere amorces et
(3'CAGTTTATTAGAAATGCCGCCS") (FOAL1) et
(5'GGCGATCTTGATTGTATTGTGGTG3'") (BIO3) pour la deuxieéme. L’ ADN fongique doit
étre extrait d’une culture de F. oxysporum selon (Fernandez et al., 1998) ou par une méthode
standard d’extraction de I’ADN des champignons. Le mélange de réaction doit contenir 25ul
partagé en : 1,5 ul MgClr de 1.5 mM ; 0.25 ul ANTP de 0.2 mM; 2 ul (de chaque) des deux
amorces de 0.5 mM; 1 ul d’ADN génomique; 2.5 pL. de tampon de réaction concentré 10 fois;
0,2 pl unités de Taq polymérase de 0.5 mM et 15.55 pl de I’eau bidistillé. Un témoin négatif
(sans ADN cible) doit étre inclus dans chaque expérimentation pour tester la contamination,
ainsi qu’un témoin positif (ADN d’une souche de référence du pathogene). L’amplification
doit étre conduite dans un thermocycleur programmé comme suit: 1 cycle de 4 min a 95 °C
suivi de 30 cycles de 30 s a 92 °C, 30 s a 62 °C, 45 s a 72 °C. Aprés ces 30 cycles, conduire
un cycle de 15 min a 72 °C. Apres ’amplification, 8 uL du mélange de réaction sont chargés
sur un gel d’agarose a 1,4%, séparés par électrophorése, colorés au bromure d’éthidium, et
observés et photographiés en lumiere UV. L’ADN de la souche de référence du champignon
(témoin positif), mais pas le témoin négatif, doivent produire un amplicon de 400 pb et
d’autre de 200 pb. Les isolats de F. oxysporum produisant un amplicon de cette taille doivent

étre identifiés comme étant f. sp. Albedinis.

» Confirmation des souches testées
A- Etude des caractéres macroscopiques
Les caractéres culturaux sont observées sur un milieu PDA, car les milieux trés riche

en sucre et en peptone entrainent des phénomenes de polymorphisme, les colonies peuvent
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perdre leur aspect caractéristique et ne pas sporuler (Guiraud, 1998). Les caractéres culturaux
ainsi remarquées sont : Vitesse de croissance, Couleur des colonies et variation des couleurs
en fonction du temps, Structure du thalle, Couleur de I’envers des colonies, Couleur et
changement de couleur du milieu, Présence de gouttes de transpiration sur le mycélium aérien

(exsudat), Odeurs.

B- Etude des caractéres microscopiques (technique de microculture)
Décrite par (Harris, 1989), La méthode de microculture sur lame est une méthode
rapide de préparation des colonies fongiques pour l'examen et I'identification avec le moins de

perturbation possible.

Les champignons sont inoculés dans les périphéries des petits carrés de milieu PDA,,
dont recouverts d'une lamelle, I’ensemble est conditionnée dans une chambre stérile et
humide puis incubée a 25°C £ 2°C pendant 5 a 7 jours. Apres incubation, la lamelle est retirée
du carré de gélose et placée sur une autre lame a laquelle on ajoute un colorant, tel que le
lactophénol bleu coton, puis elle est mise a ’observation microscopique aux grossissements
10, x40, x100. L'identification des champignons dépend en grande partie de leurs
caractéristiques microscopiques (arrangement des spores et corps sporulants), La disposition
des conidiophores et la mani¢re dont les spores sont produites (ontogénie des conidies) aident

a l'identification précise des champignons filamenteux (photo 12).

Photo 8 : la méthode de micro-culture
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» Evaluation de I’activité antifongique de I’huile essentielle
A- Evaluation de la croissance radiale sur milieu solide
Les souches fongiques ont été cultivées a 28 °C pendant 5 a 7 jours. A I’aide d’une
pipette pasteur et a partir d'une culture jeune de 7 jours, les spores de la souche testée ont été
mises en suspension a base de I’eau physiologie ajouté de 0,5 ml de Tween 80. Le mélange
est ensuite agité vigoureusement a l'aide d'un vortex afin de mettre en suspension le contenu
sporal. Les HEs ont été dissous dans le DMSO a 10 % pour obtenir différentes concentrations
(100, 10 etl pl/mL). L'effet des HEs des deux plantes étudiés sur la croissance mycélienne
radiales ont été évalués selon le protocole inspiré par (Bomfim et a/., 2015). 1.5 ml de chaque
concentration des HEs ont été dispersés sous forme d'émulsion dans du DMSO a 10 % et

ajouté immédiatement au 13.5 ml milieu PDA maintenue en surfusion.

Les mélanges PDA mixtes ont été coulés dans les boites de Pétri pour obtenir des
concentrations finales d'HE a 10, 1 et 0.1ul/mL. Un mélange de PDA mixte avec du DMSO a
10 % a été utilis¢ comme témoin négatif. Ensuite, on a inoculé¢ au centre de ces boites
I’inoculum. Les boites sont incubées a 28 °C pendant 5 a 7 jours. Le diametre en (mm) de la
croissance du mycélium fongique a été¢ mesuré a partir du centre vers le bord de la colonie, et
chaqu’une a été mésurée en triple. L'effet antifongique des HEs sur la croissance mycélienne
a été présenté comme pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne (%) et calculé

selon la formule suivante (Farzaneh et al., 2015) :

T
Inhibition % = X 100
Ou : C est la moyenne (mm) du diametre de la colonie pour le groupe témoin, et T est la

moyenne du diameétre de la colonie pour le groupe traité (mm).

Lorsque pour une concentration donnée, il n’y a aucune croissance mycélienne
observée, le germe est repiqué sur un milieu gélosé dépourvu d’HE. Une reprise de la

croissance traduit un effet fongistatique et I’absence de croissance un effet fongicide.

B- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par méthode
M38-A de micro dilution du bouillon

La méthode de microdilution en milieu liquide dans des plaques 96 puits est décrite

selon les normes de Standardisation Américaine de la Clinical and Laboratory Standars

Institute CLSI (Espinel-Ingroff et al., 2007). Brievement, des suspensions sporales ont été
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préparées a partir de cultures jeunes, et des solutions meres des huiles essentielles ont été
préparées a 100 ul/mL dans DMSO a 10 %. Des dilutions en série au double des solutions
meres dans un bouillon PDB sont ajoutées sur les puits de la plaque. Puis 20 pl de la
suspension fongique préparée a été ajouté a chaque puit a ’aide d’une micropipette. Pour
chaque souche, les conditions de croissance et la stérilité du milieu ont été contrdlées dans les
colonnes 10 et 11 (puits témoins) et un témoin positif par ’antifongique fluconazole. Les
plaques sont incubées pendant 3 jours a 28° C. Les CMI ont été déterminées comme étant les
concentrations les plus faibles ou on n’a pas une croissance visible. Toutes les expériences ont

été réalisées en double.
La lecture des résultats ce fait comme suite :

Apres l'incubation, on a ajouté 30 pl de paraiodonitrotétrazolium (TTC) dans chaque
puit, suivi d'une incubation a 30°C pendant 2 heures. La lecture a été effectuée a I'eeil nu et la
CMI a été définie comme €tant la plus petite concentration d'huile pour laquelle il n'ya pas eu

apparition d'une coloration rose.
3. Analyses statistiques

Tous les résultats expérimentaux ont ét€¢ soumis a une analyse de la variance
(ANOVA) a l'aide du logiciel SPSS (version 11.5). Les moyennes et I’erreur standard a été
calculées et un niveau de probabilité¢ de P < 0,05 a été utilisé pour tester la signification
statistique de toutes les données. Le test post hoc de Tukey a été utilisé pour déterminer la

signification des valeurs moyennes pour la comparaison multiple a P < 0,05.
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L. Rhetinolepis lonadioidis Coss.

Rhetinolepis lonadioides Coss est une plante endémique pousse a 1’état spontané dans
la région de Saoura (Algérie). Pour le meilleur de notre connaissance, aucune étude n’est
réalisée sur la composition chimique de I’huile essentielle de cette éspéce. Pour cela, la
récolte de cette plante a été réalisée en Avril (période de floraison) dans deux stations de la
région de Saoura : Taghit (5 échantillons) et Beni Abbes (5 échantillons).

I.1 Rendements en huile essentielles de Rhetinolepis lonadioides coss.

Les échantillons d'huiles essentielles ont été obtenus par 1’hydrodistillation des parties
aériennes seches de R. lonadioides Coss. Le rendement en huile essentielle, calculés par
rapport a la matiére séche (p/p), varie entre 0,90 % et 1,40 %. Ces rendements sont nettement
plus importants que celle trouvés par d’autres espéces du meme genre, telque Anthemis
nobilis L. qui a été donne un rendement de 0,67% (Sadiki et Idrissi, 2019), Anthemis
maritimade Corse (0,015%) (Collu et al., 2008) et Anthemis cretica sub sp. carpatica (0,22%)
(Kiirkg¢tiogluand et Tosun, 2020). En effet, le rendement d'une HE dépend de plusieurs
facteurs (stade de croissance, conditions pédoclimatiques, techniques d’extraction, etc.)

(Masotti et al., 2003 ; Angioni et al., 2006).
I.2. Analyse des huiles essentielles Rhetinolepis lonadioides Coss.

L'analyse détaillée d'un échantillon brute a été réalisée par une combinaison de (CPG-
Ir) et la spéctroscopie de masse (SM). Des spectres des huiles essentielles sont enregistrés, et
les valeurs des déplacements chimiques sont comparées a celles des composés de référence
présents dans une bibliothéque de spectre grace a un logiciel d’aide a I’identification. Elle
nous a permis d’identifier trente-six composé€s (25 monoterpenes, 4 sesquiterpenes et 2
polyterpénes) représentant 80,00% de l'ensemble de la composition chimique globale (tableau
4). Cette huile essentielle est riche en monoterpenes avec un pourcentage de 68,33 %.

La fraction de monoterpeénes hydrocarbonés (53,94%) était principalement représentée
par le B-Pinéne (41,85 %). D-Limonene (6,79%), a-Fenchene (3,64 %) et a-Pinéne (1,01 %).
les sesquiterpenes hydrocarbonés (7,99%) étaient représentés par (E)-.beta.-Famesene
(3,19%) et. L'a-Curcumene (1,63 %), tandis que le m Camphorene (5,43 %) était le seul
hydrocarbure diterpénique présent en quantité significative (P<0,05). De plus, cette huile
essentielle se caractérise par la présence d'acides oxygénés sesquiterpéne de, Eudesm-7(11)-
en-4-ol (0.47%) et Nérolidol (0,17%). Le spectre de I’huile essentielle de R. lonadioides de

cet échantillon est reproduit sur la figure 11.
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Tableau 4 : Composés identifiés dans I’huile essentielle de Rhetinolepis lonadioides Coss.

Avec leur temps de rétention correspondant par CG-SM.

Composés RI RI* T.RY Area%
lit"
1 styrene 870 890.94 6.09 0.11
2 a-Pinene 930 931.67 7.61 1.01
3 a-Fenchene 959 977.81 9.50 3.64
4 B-Pinene 972 980.00 10.93 41.85
5 a-Terpinene 1017 1020.18 11.52 0.03
6 D-Limonene 1018  1031.44 12.13 6.79
7 beta.-Ocimene 1041  1048.07 13.04 0.12
8 y-Terpinene 1047  1057.99 13.58 0.07
9 Terpinolene 1080 1087.93 15.22 0.32
10 Hotrienol 1115 1116.63 16.91 0.12
11 .D-Camphor 1141  1140.76 18.42 0.22
12 Borneol 1148  1149.66 19.78 0.10
13 a-Terpineol 1172 1188.40 21.39 0.25
14  Bornyl acetate 1285  1284.58 27.57 2.04
15  Guaiacol <4-vinyl-> 1293 1310.99 29.26 0.13
16  Myrtenyl acetate 1314 1324.01 30.08 0.32
17  &-Elemene 1334  1335.83 30.83 0.05
18  Methyleugenol 1402 1400.65 35.15 0.82
19  Caryophyllene 1421  1416.21 35.87 1.07
20  o-Humulene 1454  1449.75 37.90 0.06
21  (E)-B-Famesene 1448  1458.38 38.42 3.19
22 B-Selinene 1469  1467.02 38.95 1.61
23 a-Curcumene 1472 1478.90 39.67 1.63
24 a-Farnesene 1499  1508.29 41.43 0.24
25 4-Cadinene 1514 1511.44 41.61 0.14
26  Nerolidol 1605 1564.00 47.20 0.17
27  o-Bisabolol 1683  1681.11 51.19 0.14
28 Eudesm-7(11)-en-4-ol 1681 1686.59 51.49 0.47
29  Ethanone, 1-[1,1-biphenyl]-4-y 1716 1739.56 2.66
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30 N e 1793.37  57.12 5.26

3t N e 1817.50 58.34 6.93

32 Phenanthroquinone 1880  1867.70 60.85 10.39

33 N0 e 1890.70 62.00 0.52

34  Farnesylacetone 1895 1897.07 62.32 0.24

35 m-Camphorene 1944  1954.24 65.05 5.43

36  o-Springene 1969  1969.42 66.59 1.85
Hydrocarbon monoterpenes 53.94%
Oxygenated monoterpenes 14.39%
Hydrocarbon sesquiterpenes 7.99%
Oxygenated sesquiterpenes 3.68%
Hydrocarbon diterpenes 7.28%
Total identified (%) 80.00%

Notes:

aL'ordre d'élution et les pourcentages des composants individuels sont donnés sur une colonne apolaire (DB-5).
PRI lit, indices de rétention repris dans la littérature, (Adams, 2017), °RI : Indice de rétention calculé a partir des temps de

rétention relatifs, ‘RT : temps de rétention.
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Figure 11 : Spectre de I’huile essentielle de R. lonadioides.

D'apres nos résultats, la composition de l'huile essentielle isolée de R. lonadioides

algérien différe (P<0,05) de celles des autres especes d'Anthemis dominées par les composés
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oxygénés, A. montana (a-Thujone 46,9%, B-Thujone 16%, Trans chrysanthemyl 11,3 %)
(Bulatovic et al., 1998) ; 4. tinctoria L. (1,8 cinéole 7,9 %, B-Pinéne 7,3 %, a-Pinéne 4,4 %)
(Holla et al., 2002) et A. talyshensis A. (a-Eudesmol 18,2 %, Bornéol 13,3 %, Acide
hexadécanoique 9,5 %) (Aghajani et al., 2005). En revanche, elle présente quelques analogies
avec les huiles essentielles d'Anthemis qui contenaient des teneurs appréciables en
hydrocarbures monoterpéniques : 2,4-Thujadiéne, B-Pinéne ou Paracyméne. Par exemple, A.
melampodina (Grace, 2002) contenait du B-Pinéne (6,4 %) et du para Cymene (11 %), 4.
altissima (Javidnia et al., 2004) (2,4-Thujadiene a 27 % et a-Pinéne a 4 %) et A. melanolepis
(Saroglou et al., 2005) (B-Pinéne 11,7%).

Généralement, la différence de composition chimique de I’huile essentielle extraire de
I’espece €tudi€ par rapport a d'autres provenant de différentes plantes d'Arthemis pourrait étre
attribuée a de nombreux facteurs tels que I'espece végétale, la partie de la plante, les facteurs
génétiques ainsi que les variations physiologiques, environnementales et géographiques (Dridi

et al., 2020).
I1. Pulicaria crispa

Parmi les espéces de Pulicaria poussant a 1’état spontané en Algérie, Pulicaria crispa

qui pousse d’une manicre abondante dans la région de Béchar.

L’huile essentielle des parties aériennes de cette plante est d’odeur agréable, de
couleur jaunatre et d’aspect liquide. Elle a fait ’objet de plusieurs études en Egypte, Saudi
Arabia, Kuwait, Iraq, Iran, Pakistan, Inde, Afghanistan et des parties de nord et sud d’Afrique.
Ces auteurs rapportent qu’une différence de composition chimique d’une zone a autre avec

des pourcentages variable de ces composés majoritaires.

Boumaraf et al. (2016) ont été étudi¢ I'huile essentielle de pulicaria crispa collecté
dans la région de Djanet (Tassili) wilaya d'Illizi en Algérie. 31 composants ont été identifiés
représentant d’environ 68,4% de T'huile essentieclle de la plante, dont 74,3 % des composés

oxygénés. Le principal les constituants étaient la carvotanacétone (14,8 %) suivi par o-

cadinéne (8,2%) et a-cadinol (4,7%).
I1.1 Rendements en huile essentielles de P. crispa

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation de P. crispa est de couleur jaune pale

avec une odeur forte, d’'un rendement variant de 0 ,1% a 0,3%. Ces rendements est proche de

61



Résultats et discussions

ceux cités dans plusieurs travaux dans des autres régions de récolte, avec 0.32% par
(Nematollahi et al., 2006), 0.23% (S. S. Ahmed et Ibrahim, 2018), 0.1% (Ebtihal Alsadig et
al., 2020) ; (Sahar et Waad, 2022). Certaines études ont montré un rendement supérieur par
rapport a notre résultat trouvés atteint jusqu’a 0.50 % (Ravandeh et al, 2011), 0.7 %
(Javadinamin et al., 2014) ,0.8% (Ross et al., 1997), 1.2 % (Boumaraf et al, 2016), 2.5 %
(EL-Kamali et al., 2009).

Le rendement en huile essentielle de cette espéce est relativement faible par rapport
aux d’autres especes du méme genre. Gherib et al. (2016) ont cité que I’'HE de Pulicaria
mauritanica a donné un rendement de (0.35-1.44%). D’autre, Ezoubeiri (2005) ont trouvé
0.6-0.8% de la plante Pulicaria odora, et un rendement proche a Pulicaria gnaphalodes avec

0,1 % par (Davoud et al., 2013).

I1.2. Analyse des huiles essentielles P. crispa

Cinquante-quatre composés ont été identifiés représentant la majorité de 1'huile
essentielle de Pulicaria crispa (tableau 5). Les principaux constituants de 1'huile de P. crispa
sont le Caryophyllene E (40.5 %), Caryophyllene oxide (11.12 %), Neryl isobutanoate (4.94
%), Humulene <alpha-> (3.26 %), et Nerolidyl acetate (3.11 %). L’huile essentielle de P.
crispa regroupés en six groupes qui sont le groupe des hydrocarbures monoterpéniques
(HMT) %, le groupe des monoterpenes oxygénés (MTO) %, le groupe des hydrocarbures
sesquterpéniques % (HST) et le groupe des sesquterpenes oxygénés (STO%), le groupe des
hydrocarbures diterpénique (HDT) % et le groupe des diterpenes oxygénés (DTO) %. Les
données dans le méme tableau (tableau 5) indiquent que le HST a donné les concentrations les
plus élevées (45,96%), suivi par STO (32.96%), MTO (15.57%), DTO (4.45%), HDT (0.85%)
et HMT (0.21%). Le groupe (HST) inclus en plus le composé majoritaire Caryophyllene E,
des autres constituants en faible proportion : Humulene <alpha->, Alloaromadendrene,
Caryophyllene Z et Santalene<beta-, epi. Les constituants majeurs des autres groupes sont :
Caryophyllene oxide pour le (STO), Neryl isobutanoate pour le (MTO), Phytol pour le
(DTO), Hexacosane le seul composé du groupe (HDT) et le Limonene comme le composé

unique du groupe (HMT) avec une proportion de 0.21%.
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Tableau 5 : Composés identifiés dans 1’huile essentielle de Pulicaria crispa avec leur temps

de rétention correspondant par CG-SM.

Composés Rl litb Rlec T.Rd Area%
1 Hexanal 800 4.646  0.06
2 Hex-2(E)-enal 848 6.029  0.09
3 1-Octen-3-ol 978 10.623 0.18
4 Limonene 1028 12.749 0.21
5 Linalool 1099 15.994 2.41
6 Nonanal 1104 16.190 0.34
7 Terpineol <alpha-> 1190 20.201 0.63
8 Decanal 1205 20.920 0.15
9 Nerol 1228 21.955 0.57
10  Geraniol 1254 23.155 0.45
11 2H-1-Benzopyran, 3,4,4a,5,6,8a-hexahydro- 1288 24.694 0.5

2,5,5,8a-tetramethyl-,

(2.alpha.,4a.alpha.,8a.alpha.)-
12 Theaspirane 1316 25.897 0.28
13 Jasmone <(Z)> 1398 29.493 0.33
14  Caryophyllene Z 1408 29.899 0.21
15 Caryophyllene E 1425 30.569 40.05
16  Santalene <beta-, epi-> 1449 31.575 0.14
17  Geranylacetone 1453 31.751 1.53
18 o -Humulene 1455 31.839 3.26
19  Alloaromadendrene 1485 33.062 2.3
20  Neryl isobutanoate 1491 33.318 4.94
21  Lavandulyl isobutyrate 1511 34.090 0.87
22 Geranyl isobutyrate 1514 34.225 0.41
23 Caryophyllene oxide 1554 35.790 1.43
24 5-Oxatricyclo[8.2.0.04,6]dodecane, 4,12,12- 1560 36.033 1.02

trimethyl-9-methylene-, (1R,4R,6R,10S)-
25  Nerolidol 1565 36.212  2.46
26  Nerolidyl acetate 1578 36.707 3.11
27  Caryophyllene oxide 1586 37.033 11.12
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40

41

42

43

44

45

46
47

48
49
50

51
52

Humulene epoxide 11

2-(1-Cyclohexen-1-yl) cyclohexyl acetate
Geranyl tiglate

Caryophylla-4(12) ,8(13)-dien-5.alpha.-ol
Alloaromadendrene oxide-(1)

Muurolol <alpha-, epi->

a.-Cadinol

Isoaromadendrene epoxide
Alloaromadendrene oxide-(2)

Geranyl tiglate
6-Isopropenyl-4,8a-dimethyl-1,2,3,5,6,7,8,8a-
octahydro-naphthalen-2-ol

Benzyl Benzoate

Pentacyclo [8.4.0.0(3,7).0(4,14).0(6,11)]
tetradecane

Phthalic acid, 2,7-dimethyloct-7-en-5-yn-4-yl
isobutyl ester

Bicyclo [4.4.0] dec-6-en-9.beta.-ol, 1,7-
dimethyl-4.alpha.-isopropenyl-
5,9,13-Pentadecatrien-2-one, 6,10,14-
trimethyl-, (E,E)-

n-Hexadecanoic acid

1H-Imidazole, 1-[(4-methylphenyl) sulfonyl]-
(-)-Spathulenol

Propanoic acid, 2-methyl-, 2-[3-
[(acetyloxy)methyl]oxiranyl]-5-methylphenyl
ester

2(3H)-Furanone, 5-dodecyldihydro-

Phytol
(7-Methylcyclopenta[c]pyran-4-yl)methyl 3-
methylbutanoate

Linolenic acid

(12Z)-abienol

1611
1620
1628
1635
1638
1643
1656
1660
1673
1682
1712

1764
1862

1867

1888

1919

1963

1986

1990
2031

2101
2113
2120

2138
2179

37.993
38.322
38.602
38.863
39.003
39.167
39.669
39.783
40.285
40.619
41.688

43.548
46.891

47.066

47.761

48.769

50.183

50.932

51.039
52.325

54.474
54.824
55.027

55.557
56.743

0.36
0.86
0.49
0.58
1.84
2.49
0.43
0.41
1.46
0.52
0.73

0.28
0.29

0.58

0.27

0.31

1.28

0.4

0.84
0.45

0.39
2.43
0.66

0.31
0.3

64



Résultats et discussions

53  Hexacosane 2700 70.408 0.85

54  Nonacosane 2900 74999 1.14
Hydrocarbon monoterpenes 0.21%
Oxygenated monoterpenes 15.57%
Hydrocarbon sesquiterpenes 45.96%
Oxygenated sesquiterpenes 32.96%
Hydrocarbon diterpenes 0.85%
oxygenated diterpenes 4.45%
Total identified (%) 100%

Notes:

aL'ordre d'élution et les pourcentages des composants individuels sont donnés sur une colonne apolaire (DB-5).
PRI lit : indices de rétention repris dans la littérature, (Adams, 2017), °RI: Indice de rétention calculé & partir des

temps de rétention relatifs, 9RT : temps de rétention.

Il a été observé qu'il existe des différences significatives dans la composition de 1'huile
essentielle de P. crispa collecté dans la zone de Béchar en Algérie a celle trouvés par la méme
espece dans d’autres zones du monde. Ross et al. (1997), ont montré que le composé majorde
P. crispa est S-Carvotanacetone avec un pourcentage de 93%, suivi de Linalool (3.5%). 1l
existe quelque analogies de composés mais avec des proportions différentes comme :
Hexenal<2->, Limonene, Terpineol <alpha->, Cis-Jasmone, B-Caryophyllene. Tandis que,
(Ali et al., 2012) ont trouvé que le constituants majeur est le Carvotanacetone avec un taux de
91.4% suivi par 2,5-Dimethoxy-p-Cymene (2.6%). Les travaux de (Nematollahi et a/., 2006)
de P. crispa collecté a Téhéran de Iran, résultent d'environ 88,5% de monoterpenes, dont o-
Pinéne (45,7%), 1,8-Cinéole (27,1%), et environ 3,1% de sesquiterpénes, avec
Aromadendréne (0,5%) et y Cadinene (0,5 %) comme composants principaux. (Ravandeh et
al., 2011) ont cit¢ que l'analyse GC/MS de l'huile a révélé la présence d’hydrocarbures
monoterpénes (14,51%), monoterpeénes oxygénés (54,41%), hydrocarbures sesquiterpenes
(29,20%), sesquiterpenes oxygeénés (1,14%) et (1,41 %) que d'autres composés. Le principal
composant monoterpeéne était le 4-terpinéole (20,12%). En Algérie, et plus précisément dans
la région d’Illizi, (Boumarafet al., 2016) ont été identifiées 31 composés représentant environ
68,4% de l'huile essentielle totale de la plante, dont 74,3 % des composés oxygénés. Le
principal constituant était la carvotanacétone (14,8 %) suivi du 6-cadinéne (8,2%), a-cadinol
(4,7%), thujanol (4,7%), épi-a-cadinene (3,4%), carvacrol (3,14%) et 14-hydroxyo-muroléne
(3,1 %).
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D'autres études sur des especes du genre Pulicaria ont révélé que la carvotanacétone
s'accumule également comme composant majeur dans des especes telles que P. inuloides et P.
Jjaubertii du Yémen (respectivement 47,3 et 63,9%), P. mauritanica du Maroc (87,3%) et P.
Jjaubertii d' Arabie Saoudite (98,6%) (Manel et al., 2016).

Ces différences résultantes de la composition chimique sont cohérents avec les études
de Galambosi et al (1992) qui ont été¢ proposé des chimiotypes de certaines plantes
aromatiques basés sur les voies de biosynthése dissemblables reflétant le contenu chimique
des huiles essentielles formées sous différentes conditions (différentes régions). Par
conséquent, les terpénoides en tant que produits naturels différent constitutivement selon les

régions avec des conditions différentes.

15

15,991,327

27

5

—53
p—g
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Figure 12: Spectre de I’huile essentielle de P. crispa.
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2. Evaluation de Pactivité antiradicalaire

L’activité antiradicalaire des HEs de la partie aérienne des plantes Rhetinolepis
lonadioides Coss et Pulicaria crispa ont été évaluées par la méthode de piégeage du radical
libre DPPH (photo 9), ou’ la molecule bioactif a la capacité d'agir comme donneur de atomes
d'hydrogéne dans la transformation du radical de DPPH dans sa forme réduite DPPH.-H. Les
résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

concentrations de chaque huile essentielle et I’acide ascorbique (le standard). Les valeurs des

absorbances obtenues nous ont permis de calculer les pourcentages d’inhibition.

Photo 9 : Résultats de pi¢geage du radical libre DPPH par les HEs et ’acide ascorbique (le
standard) apres 1’incubation.

L’IC50 se définit comme étant la concentration d’antioxydant requise pour diminuer
50% de concentration de DPPH initiale. Elle a été déterminée a partir des équations de
régressions logarithmiques de courbes tracées illustrées dans les figures 13, 14 et 15 pour
I’acide ascorbique et les huiles essentielles de R. lonadioides et P. crispa respéctivement. Les

résultats de CI50 sont représentés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Les résultats de I’activité antioxydante des échantillons des HEs des plantes et
I’acide ascorbique.

Les échantillons Concentration Effet de piégeage  Concentration
(pg/mL) sur le DPPH(%) de ’IC 50
(ng/mL)
L’acide ascorbique 20 86.76 0.014
10 80.93
5 73.36
2.5 61.94
1.25 56.74
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0.625 48.94
0.312 45.94
HE de Rhetinolepis lonadioides 20 75.18 2.13
Coss.
10 74.15
5 68.48
2.5 35.70
1.25 31.60
0.625 30.18
0.312 21.75
HE de Pulicaria crispa 20 52.01 9.11
10 50.35
5 48.23
2.5 33.96
1.25 29.94
0.625 22.85
0.312 8.04

La capacité de piégage de radicale libre de DPPH par les huiles essentielles des deux
plantes a également augmenté avec l’augmentation de concentration. Les deux huiles
essentielles ont montré un effet de pi€geage imporatant, avec des teneurs différents. L’effet le
plus faible est de (8.04%) a été présenté par l'huile essentielle de Pulicaria crispa, a une
concentration de 0.312 pg/mL, tandis que l'activité la plus forte (86.76%) a été présentée par
l'acide ascorbique a une concentration de 20 pg/mL. Dans les mémes concentrations testés
auparavant, le taux d’inhibition ont été estimé a 75.18 % et 52.01 % pour les huiles
essentielles de Rhetinolepis lonadioides Coss et Pulicaria crispa respéctivement. Par
conséquent, il était conclu que l'effet antioxydant de Rhetinolepis lonadioides Coss était

supérieur a celle donné par Pulicaria crispa.

A titre de comparaison entre 'activité de piégeage du DPPH des huiles essentielles des
¢chantillons testés et celles exprimées par I’acide ascorbique a montré que I'huile essentielle a
été présenté un faible effet par rapport la vitamine C, cela est expliqué par la grande
différence entre I’'IC 50 de I’acide ascorbique a 0.014 pg/mL et celle donné par les HEs de
Rhetinolepis lonadioides Coss et Pulicaria crispa avec des concentrations de 2.13 pg/mL et

9.11 pg/mL respectivement (figure 16).
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Figure 13 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations
de I’acide ascorbique.
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Figure 14 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations
de ’'HE de la plante Rhetinolepis lonadioides Coss.
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Figure 15 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations
de ’'HE de la plante Pulicaria crispa.
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Figure 16 : Les valeurs d’IC50 (en pg/ml) de I’acide ascorbique et les HEs des plantes
étudiés.

L’effet antiradicalaire pourrait étre attribuée aux principaux constituants des HEs, tels
que le B-Pinene, D-Limonene et Phenanthroquinone pour Rhetinolepis lonadioides Coss., et le
Caryophyllene E, Neryl isobutanoate et Linalool pour Pulicaria crispa. En plus, les
sesquiterpenes oxygénés pourraient agir individuellement ou en synergie comme
antioxydants. L’activité des composés oxygénés pourraient étre attribués aux électrons libres

en raison de la forte oxygénation (El Shamy et al., 2019; Abd-Elgawad et al., 2020).

70



Résultats et discussions

De plus, l'activité antiradicalaire résultante peut étre expliquée par la forte teneur en
mono- et sesquiterpeénes hydrocarbures et sesquiterpénes oxygénés pour les huiles des plantes
¢tudiées. Il est rapporté¢ dans la littérature que les sesquiterpénes présentent une activité
antiradicalaire. La structure et la concentration de sesquiterpénes déterminent leur mode

d'action comme antioxydant (Bartikova et al., 2014).

3. Evaluation de I’effet hémolytique des huiles essentielles sur des globules rouges

L'hémolyse des hématies doit €tre considérée comme un probléme des biomolécules.
La force hémolytique d’un produit naturel ou un médicament, peut avoir la lyse compléte par
I’effet de différents mécanismes, tels que la dissolution ou I'augmentation de la perméabilité

des membranes cellulaires a la cellule (Sobrinho et al., 2016).

Les résultats du test d’hémolyse sont présentés sous forme d’évolution du pourcentage
de taux d’hémolyse en fonction du temps d’incubation a 37°C pour quatre concentrations (50
;25 ; 12.5 et 6.25 pul/mL) des huiles essentielles des plantes Rhetinolepis lonadioides Coss et
Pulicaria crispa (figures 17 et 18).

D’apres les résultats obtenus, aucune forme d’hémolyse n’a été enregistrée par les

concentrations des HEs utilisés en fonction du temps (Photo 10).

Photo 10 : Résultat de I’activité hémolytique (le triton X100 T au centre des échantillons des
HEs ; 110: est 'HE de R.L. ; 221 : est 'HE de P.C.).

Les résultats obtenus sont dii probablement, a I’absence des composés toxiques
agissant sur les cellules érythrocytaires. Ce qui confirme que les espéces étudiées sont des
plantes réputées pour ces vertus ethno pharmacologique trés utilisées dans la médecine
traditionnelle pour son potentiel de prévention et de traitement des maladies et sans effet

toxique.
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Sur la base des résultats obtenus (figures 16 et 17), les HEs ont présenté un taux
d’hémolyse imperceptible sur les hématies, avec des pourcentages d'hémolyse nuls. Ces
résultats ont été prouvé la sécurité d’utilisation de ces HEs par I'homme. Il encourage son
application potentielle en tant que conservateur alimentaire ou autre utilisation dans
I’alimentation. Selon les rapports précédents, une hémolyse jusqu'a 5 % est acceptable pour

les matériaux (Munjal et al., 2016 ; Lazazzara et al., 2017).
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Figure 17 : Effet des différentes concentrations de I’'HE de la plante Rhetinolepis lonadioides
Coss sur la fuite d’hémoglobine.
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Figure 18 : Effet des différentes concentrations de ’HE de la plante Pulicaria crispa sur la
fuite d’hémoglobine.
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4. Etude de P’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle
4.1. Evaluation de ’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des huiles essentielles des parties aériennes des plantes
Rhetinolepis lonadioides Coss et Pulicaria crispa ont été évalué contre cinq souches Gram-
positives : Bacillus cereus ATCC 10876, Bacillus subtilis ATCC 21332, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus 2 ATCC 15313 et Enterococcus faecalis ATCC
49452, et deux souches Gram-négatives (Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853).

4.1.1. Confirmation de ’autentecité et la pureté des souches de références

La confirmation était basée sur I’observation macroscopique de 1’aspect des colonies
sur les milieux sélectifs, et méme par I’observation microscopique des cellules apres
coloration du Gram. Ensuite, des tests biochimiques de I’identification tel que ; test de
catalase et I’oxydase ont été réalisé€s. Les caractéristqiues des souches testées €taient illustrés

dans le tableau 7.

Tableau 7: Représentation des résultats de confirmation des souches bactériennes de

références.

Les souches Milieu sélective coloration de gram test catalase test oxydase
Bacillus cereus Gélose nutritive Bacille + + +
Bacillus subtilis Gélose nutritive Bacille + + +
Staphylococcus Des colonies dorées dans Cocci + + B
aureus Chapman
Staphylococcus Des colonies dorées dans Cocci + + B
aureus 2 Chapman
Enterococcus Bile esculine azide Cocci + -
faecalis
Escherichia coli | Des colonies vert métalliques Bacille + B

dans Gélose EMB (Eosin
Methylene Blue Agar)
Pseudomonas Gélose au cétrimide Bacille + +
aeruginosa

4.1.2. Profile d’antibiorésistance

Les souches bactériennes de référence ont été soumises a un test de sensibilité de
I’antibiogramme par 12 disques des antibiotiques conventionnels. Des diameétres des zones

d'inhibition sont illustrés dans le tableau 8.
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Tableau 8 : Représentation des diametres des zones d’inhibition (mm).

Les souches CIP TE3 AZM1 CL25 E15 OX1 FC10 CS10 S300 TOB10 OF5 | SP100
5 0 5

Bacillus 40 | 52 26 24 | 40 @ 06 36 22 34 24 42 32

subtilis

Bacillus 23 | 21 17 06 | 21 | 06 14 06 22 18 23 18

cereus

Staphylococcu | 28 | 31 19 10 | 18 | 06 | 18 | 06 | 34 24 | 26 20

S aureus

Staphylococcu | 25 | 30 | 20 06 |23 | 14 | 34 | 06 | 23 20 | 27 | 20

s aureus 2

Enterococcus 32 | 46 28 11 | 32 | 08 34 09 | 30 28 29 33

faecalis

Escherichia 34 | 20 10 12 |06 | 06 | 06 | 10 | 18 14 | 35| 07

coli

Pseudomonas | 40 | 22 | 31 22 106 06 | 06 | 10 | 20 19 | 28 18

aeruginosa

N.B : les résultats sont exprimés par la moyenne (la valeur présentée dans le tableau) & 00.

D’apres les zones d’inhibition, générées par les disques antibiotiques, les bactéries
sont classées comme sensibles a des ATB et résistantes pour les autres avec des zones
d’inhibitions différentes entre eux. D’apres les résultats, les bactéries a Gram + sont plus
sensible que les bactéries a Gram -, dont Bacillus subtilis a donné la zone d'inhibition
maximale de 52 mm contre I’antibiotique TE 30, avec une résistance contre ’OX1. Les
autres bactéries a Gram + ont révélé une faible sensibilit¢ que le Bacillus subtilis, cela

expliqué par les zones d’inhibition minimales que celle donné par le Bacillus subtilis.

Les deux bactéries a Gram — ont présenté une résistance signifécative vis-a-vis trois
antibiotiques: E15, OX1, FC10 ; et une légere sensibilité contre les autres antibiotiques par
rapport aux bactéries a Gram + sauf pour les deux antibiotiques CIP 5 et OF5 qui résulte des

zones d’inhibition dépassent les diametres de 30 mm.

4.1.3. La méthode de diffusion par disque

L’activité antibactérienne a été évaluée par la méthode de diffusion de disque. Le
DMSO a 10 % a été utilisé pour la solubilité des huiles essentielles, il était sans effet sur la
croissance des souches bactériennes testées. La spiramycine (100ng) et I’oflatoxine (5 pg)
sont utilisées comme témoins positifs. Les résultats des diamétres d’inhibition obtenus sont

illustrés dans tableau 9.
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Tableau 9 : Résultats de P’activité antibactérienne des HEs : les zones d’inhibitions et CMI.

Les Zone d’inhibition (mm) CMI (ul/ml)
souches

SP100 OF5 15 pl HE de 15 pl HE de HE HE

R. P. crispa RL. P.C
lonadioides
Coss

Bacillus 16.67£1.53  20.67+1.15  11.00£2.00  15.00+ 3.60 10 5.43
subtilis
Bacillus cereus  17.67+£2.08  22.00£1.73  17.004£2.65 11.33+0.57 4 2.71
Staphylococcus  17.33+1.15  24.00+1.00  12.33£1.13 10.00+1.00 8 2.71
aureus
Staphylococcus 20.00+00 27.50+0.7 22.50+3.53 8.00+1.73 543 10.86
aureus 2
Enterococcus 22.67+£2.08  26.67£1.53  14.83+6.71 12.66+0.57 10.86 1.35
faecalis
Escherichia 6.00+0.00 41.00+5.57 6.00+0.00 6.00+0.00 - -
coli
Pseudomonas 20.67£5.03  26.67£3.06  13.67£7.37 6.00+£0.00 6 -
aeruginosa

Effectivement, I’huile essentielle de la plante Rhetinolepis lonadioides Coss était

efficace contre B. cereus et P. aeruginosa avec des zones d'inhibitions varieés entre
13,67+£7,37 et 17,00+£2,65 mm et des CMI comprises entre 4 et 6ul./mL. Les souches B.
subtilis et S. aureus €étaient moins sensibles (diameétres de la zone d'inhibition : 11.00£2.00 et
12,33 + 1,13 mm respectivement), dont les valeurs de CMI sont : 8-10 uL/mL. D’autre part,
I'HE de R. lonadioides a montré une faible activité contre S. aureus 2, E. faecalis et E. coli
avec des zones d'inhibition variés entre 6,00+0,00 et 8,00 + 0,00 mm. D'aprés ces résultats, il
pourrait étre observé que la sensibilité des souches bactériennes a I’huile essentielle de R.
lonadioides n'était pas corrélée au type de bactérie (Gram positive ou Gram négative). Par

conséquent, I'¢tude de I'huile essentielle pourrait aggir sur les deux membranes bactériennes.
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Photo 11 : ’activité antibactérienne des HEs contre Bacillus cereus.

Photo 13 : ’activité antibactérienne des HEs contre Staphylococcus aureus 2
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Photo 16 : I’activité antibactérienne des HEs contre E. coli.
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Photo 17 : l’activité antibactérienne des HEs contre P. aerogenusa.

De maniere générale, les mécanismes d'action des HEs et ces sélectivités vis-a-vis de
certaines bactéries sont restées mal compris (Hammer et al., 1999 ; Bagamboula et al., 2004).
En conséquence, cette sélectivité est le résultat des variations de composition des fractions
actives des HEs, qui souvent présentent des actions synergiques. Il semble que leurs
mécanismes d'action sont essentiellement liés a la structure de la paroi et a la perméabilité
membranaire des bactéries a Gram-positifs et a Gram-négatifs. Dans ce contexte, les travaux
de Burt (2004) ont montré que I’HE active exerce son effet antimicrobien par son interférence
avec la bicouche lipidique de la cellule cible grace a sa propriété hydrophobe, qui conduit a
une perturbation de la perméabilité et la perte des constituants de la cellule. De plus, cette
réaction varie en fonction de la nature de la bicouche lipidique, ce qui explique la résistance
des bactéries a Gram négatifs (Mahmoud et al., 2004). En outre, (Debbah et al. , 1970) ont
démontré la grande sensibilité de bactéries Gram + par rapport aux bactéries Gram -. Dans la
méme approche d'é¢tude, Gordon et al. (1973) et Mahmoud et al. (2004) ont suggéré que I'effet
antimicrobien exercé par les HE pourrait s'expliquer par la destruction de certains systémes
enzymatiques, y compris ceux qui participent a la production d'énergie cellulaire et la
production de composés. Par ailleurs, (Mahmoud et al, 2004), et (Caillet et al, 2007)
rapportent que les HEs empéchent la multiplication des bactéries, leur sporulation et la

synthese de leurs toxines.

Dans l'ensemble, comme il a déja été rapporté par de nombreux chercheurs que
l'activité¢ antibactérienne des HEs dépend de leur composition chimique, I'activité
antibactérienne obtenu de 1’huile essentielle de R. lonadioides vis-a-vis les bactéries pourrait
étre attribuée a un ou plusieurs de ses composants chimiques majeurs : B-pinene (41,85 %),

Phénanthroquinone (10,39 %), D-Limonéne (6,79 %). Cependant, il a été rapporté que a et -
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pinéne présentent une légere activité contre une gamme de micro-organismes avec des valeurs
de CMI variait de 7,5 a 20,0 mg/mL contre E. coli, S. aureus et E. faecalis (Dorman et Deans,
2000 ; Sonboli et al., 2006 ; Leite et al., 2007 ; Jung, 2009 ; Runyoro et al., 2010).

En effet, il est important de noter que des interactions synergiques pourraient se
produire entre les composants majeurs ou mineurs de I'HE ainsi jouant un effet clé sur son

activité antimicrobienne (Dridi et al., 2020).

En comprenant l'activité antibactérienne des HEs extraites de certaines plantes du
genre Anthemis, |’Anthemis xylopoda (Borneol, 31,80 % ; B-pinéne, 12,67%) a montré un
faible effet antibactérien contre B. subtilis, E. coli et P. aeruginosa avec des diametres de
zone d'inhibition allant de 7,6 a 10 mm, tandis que l'activité¢ antibactérienne contre S. aureus

¢tait remarquablement plus haut (23,2 mm) (Dridi et al., 2020).

Parallelement, ’HE d’Anthemis stiparum subsp. Sabulicola avec le germacréne D
(11,13%) et le t-cadinol (11,01%) comme des composés majeurs, ont également montré une
faible activité antimicrobienne contre les mémes souches bactériennes avec des valeurs de
CMI entre 50 et 100 pL/mL (Sarac et al., 2014). En bref, on pourrait résumer que les terpénes
oxygéngés, les alcools, les aldéhydes et les cétones sont actifs mais avec des niveaux différents
de spécificité et d'activité, qui pourraient €tre li¢ d'abord au groupe fonctionnel mais aussi a

des parameétres de liaison de I'hydrogene (Panizzi et al., 1993 ; Adam et al., 1998).

Les résultats obtenus avec 1'HE de la plante Pulicaria crispa ont révélé des zones
d'inhibition moins importantes par rapport a celles obtenues avec I'HE de la plante
Rhetinolepis lonadioides Coss, ce qui indique que le premier échantillon est moins efficace
que le second. Les données sur l'activité antibactérienne présentées dans le tableau 6 indiquent
que les bactéries Gram négatif testées ont été plus résistantes a 'HE, avec des valeurs de zone
d'inhibition de 6 mm. En revanche, une activité a été observée avec des différences de
sensibilité entre les bactéries Gram positive, avec des zones d'inhibition de 15,00 + 3,60 ;
12,66 = 0,57 ; et 11,33 £ 0,57 pour les souches Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis et
Bacillus cereus respectivement, et des valeurs de CMI observées allant de 2,71 pl/ml a 5,43

pl/ml.

Par ailleurs, 'HE de P. crispa a montré une légere activité contre les deux
especes de Staphylococcus aureus, avec des diamétres de zones d'inhibition de 8,00 + 1,73
pour la souche 2 et 10,00 £ 1,00 pour la souche 1, et des CMI différents de 10,86 ul/ml et

2,71 pl/ml respectivement.
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Les résultats obtenus sont proches a celle trouvés par Ali et al. (2012), ou sont
constatés que l'huile essentielle a montré une activité antibactérienne contre Staphylococcus
aureus avec une valeur de CMI de 3,12 pl/ml pour Staphylococcus aureus et Staphylococcus
aureus 2 résistant a la méticilline. La CMI active contre Bacillus subtilis était de 6,25 pL/mL,
et une résistance compléte de Pseudomonas aeruginosa. Une activité différente était observée
contre E. coli ou elle a donné une zone d’inhibition de 16 £ 1.2 mm avec une CMI de 12,5

pul/ml.

Les études effectuées sur les mémes plantes par Ebtihal Alsadig et al. (2020) ont
montré une forte activité par rapport a celle trouvés contre S. aureus (18 mm), et une activité
similaire a celle reporté contre B. subtilis (17 mm). Pour les bactéries a Gram négatif, nous
avons montré une sensibilité observée contre P. aeruginosa (17 mm) et E. coli (16 mm).
L'huile essentielle de P. crispa a donné une activité €levée contre S. aureus (18 mm).
Concernant I'huile essentielle de P. undulata, elle a montré une forte activité contre B. subtilis
(25 mm), P. aeruginosa (24 mm), et s'est avéré modérément actif contre E. coli (17 mm) et S.
aureus (17 mm), méme si son activité est supérieure a celle de la tétracycline (16 mm).
Généralement I'huile essentielle de P. undulata a montré activité élevée contre B. subtilis et P.

aeruginosa par rapport aux témoins positifs.

Gherib et al. (2016) ont trouvé que ’HE de Pulicaria mauritanica a été efficace
contre quelque bactéries & Gram positive et d’autre bactéries a Gram négative, dont les zones
d’inhibition de Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis sont 18.0 +£ 0.5 et 11.0 = 0.4
mm respectivement, avec des zones contre Pseudomonas aeruginosa (11.0 £ 0.4 mm) et E.

coli (10.0 £ 0.6 mm).

D’apres Ebtihal Alsadig et al. (2020), I'huile essentielle de P. undulata a été donné une
forte activité contre B. subtilis (25 mm), P. aeruginosa (24 mm), et s'est avéré modérément
actif contre E. coli (17 mm) et S. aureus (17 mm), méme si son activité est supérieure a celle

de la tétracycline (16 mm).

Les travaux d’Ali et al. (2017) ont donné qu’une forte activité antibactérienne de I’'HE
peut se justifier par des concentrations elvés de ses principaux constituants, puisqu'ils ont déja
eu leur potentiel antibactérien décrit par la littérature. Par exemple : B-caryophylléne et
caryophylléne oxyde ont déja été identifiés comme constituants majeurs de I’huile essentielle
de Pulicaria crispa, dont la satisfaction de 'activité antibactérienne a été démontrée par le test

de diffusion du disque et le test de microdilution en bouillon.
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La méme proposition illustrée par Dahham et al. (2015) et Francomano et al. (2019),
ou sont trouvés que l’activité antimicrobienne pourrait étre liée a la présence d'autres
composants de 1'HE, tels que le caryophylléene et le caryophylléne oxyde qui présente

¢galement des propriétés antimicrobiennes.

4.1.4. Evaluation de D’effet synergique entre I’huile essentielle et les antibiotiques
conventionnels

Les résultats obtenus de I’effet synergique des HEs des plantes étudiées en association

avec les disques d’antibiotique, sont présentés dans le tableau 10.

Cette ¢tude vise a donner un aper¢u des recherches sur [l'utilisation des huiles
essentielles pour améliorer l'efficacité des antibiotiques. Les connaissances actuelles sur les
modes d'action des constituants de 'HE et leur synergie avec les antibiotiques sont présentées,

ainsi que les mécanismes possibles par lesquels ils interagissent.

D'aprés les résultats présentés dans le tableau 10, les huiles essentielles des deux
plantes ont montré des effets variables, allant de la synergie a l'antagonisme, avec les
antibiotiques utilisés contre les souches testées. Les huiles essentielles ont eu un effet
d'antagonisme avec la majorité des antibiotiques testés contre Bacillus subtilus, a 1'exception

de TOB 10, ou leur activité a été renforcée.

En revanche, les huiles essentielles ont montré des effets synergiques avec les
antibiotiques contre Bacillus cereus, ce qui pourrait offrir des possibilités pour trouver une

solution au probléme de la résistance bactérienne de cette souche.

Tableau 10 : Les zones d’inhibitions en (mm) de I’effet de la synergie des ATBs avec les
HEs.

Les souches HE AZM S300 CIPS CS10 FC10 CL2S TOB1 O0OXl1
0

Bacillus subtilus  RL. 16() 34(0) 32() 09() 23() 15() 30(+) 06 (0)

PC  18() 30() 27() 09() 24() 15() 25() 08(H

Bacillus cereus  R.L. 1I8(+) 24(+) 30(+) 060 15+ 07 19(+) 06(0)

PC  20() 28(1H) 31 09@® 17(H) 09#F 20 10

Staphylococcus  R.L. 16 (-) 24(-) 30(H) T75@H) 22(+) 10 (0) 22(-) 10(+)

aureus P.C. 15 (-) 25(=) 30(+) 11(+v) 25() 12(*) 24@0) 13(+)
Staphylococcus  R.L. 20 (0) 25(+) 30(+H) 11 29() 16(+) 27(+) 12()
aureus 2 P.C. 23 () 29(+) 36(*) 08(+) 28(-) 12+ 26(+) 08(>)
Enterococcus R.L. 18 (-) 1I8¢-) 25(-) 09(@0) 25(») 10 (-) 14(¢-) 09
faecalis P.C 11 (-) 27() 22() 08() 23() 08 (-) 24(-) 08 (0)
E.coli R.L 11+ 20+ 35 12(+) 06(@0) 145» 15(+) 06(0)

P.C. 11 (®) 18(0) 34(0) 12+ 06(0) 15(*) 15 06 (0)

Pseudomonas ~ RL.  18() 29(+) 36() 11(#) 06(©0) 15 19(0) 06 (0)

aerogenusa PC  11() 22(#) 30() 08() 06(0) 16() 19(0) 06 (0)

81



Résultats et discussions

R.L. Rhetinolepis lonadioides Coss.  P.C. Pulicaria crispa  (+) Synergisme. (0) neutre. (-) Antagonisme.
N.B : les résultats sont exprimés par la moyenne (la valeur présentée dans le tableau) = 00.

Les deux souches de S. aureus ont montré une différence de sensibilité contre la
combinaison des HEs avec les ATBs, ou le Staphylococcus aureus a révélé un peu de
résistance contre la synergie avec I’AZM et le S300 par rapport le Staphylococcus aureus 2, et
le contraire pour le FC 10 et I’OX 1, ou la derniére a résisté par rapport a la souche de

Staphylococcus aureus.

L’effet d’antagonisme a été observé contre la bactérie Enterococcus faecalis, tandis
qu’aucune é€lévation sur les zones d’inhibitions avec les ATBs, sauf qu’une légere synergie

avec I’'OX 1.

Par ailleur, la combinaison huile/antibiotique est particuliecrement efficace sur la
souche d’E. coli. Cependant ce n’est pas le cas pour la bactérie Pseudomonas aerogenusa,

dont nos HE étudiées ont ét¢ donné un effet antagonisme avec les ATBs étudiés.

La plupart des études rapportées ici ont déterminé in vitro si la synergie est existée, et
n'ont pas pleinement étudié¢ les mécanismes sous-jacents. Helander et al. (1998) et Ultee et al.
(2002) ont été donnés que de nombreux composés de I’HE présentent des effets perturbateurs
sur les membranes cellulaires des bactéries et la plupart des antibiotiques ont des cibles
spécifiques dans la synthése des protéines ou de I'ADN. Il semble probable que la synergie
dans la plupart des cas puisse étre due a des effets multi cibles. Cependant, il y a quelques
indices pour la synergie entre les antibiotiques et les constituants de I'HE dans le ciblage de
mécanismes de résistance bactérienne, en particulier l'inhibition de pompes a efflux

(Shahverdi et al., 2007; Lorenzi et al., 2009 ; Kollanoor Johny et al., 2010).

L'eugénol, est un constituant de 1'huile de girofle, a été testé en association avec des
antibiotiques représentant huit groupes des antibiotiques, contre E. coli, E. aerogenes, P.
vulgaris, P. aeruginosa et S. typhimurium. La synergie était trouvée pour tous les groupes
d'antibiotiques testés, y compris la pénicilline et le chloramphénicol, mais était plus apparent
pour l'ampicilline, polymyxine B, norfloxacine, tétracycline, rifampicine et vancomycine
(Hemaiswarya et Doble, 2009). L'eugénol était synergique avec l'ampicilline contre S. criceti

et S. gordonii et avec la gentamicine contre S. sanguinis et P. gingivalis (Moon et al., 2011).

Dans une étude comparant plusieurs constituants de 'HE en tant que synergistes pour

les antibiotiques contre les souches résistantes aux médicaments de S. typhimurium, E. coli et
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S. aureus, le carvacrol et le thymol étaient synergiques dans plus de cas que l'eugénol

(Palaniappan et Holley, 2010).

Des différences relativement faibles dans la structure chimique, entre les composants
de I’HE, peut avoir des effets significatifs sur la capacité de synergie avec les antibiotiques.
Par exemple, le carvacrol et le thymol sont structurellement similaires, ne différant que par
I'emplacement du groupe hydroxyle. Cependant, le carvacrol était synergique en association
avec l'ampicilline et la nitrofurantoine contre Klebsiella oxytoca isolée de l'alimentation

animale tandis que le thymol était indifférent (Zhang et al., 2011).

4.2. Evaluation de I’activité antifongique

4.2.1. Isolement et caractérisation morphologique des souches de Fusarium oxysporum f.
sp albedinis

L'isolement, la caractérisation et la conservation de la culture de F. oxysporum f. sp.

albedinis a été ’objet de nombreuses études (Snyder et Hansen, 1940).

Un nombre total de 5 isolats fongiques ont été récupérés provenant de palmiers
dattiers de la zone de Mazer, wilaya de Beni Abbes. Ces palmiers présentant des symptomes
de maladie comme, le jaunissement des folioles et brunissement du faisceau vasculaire des
rachis (photo 11). Les isolats sont trés bien développés sur le milieu PDA. Aprés quelques
jours d’incubation, on a remarqué I’apparition des secteurs mycéliens aux extrémités des
fragments des rachis (photo 18). Nous avons entamé a la purification des souches, suivie de la
culture de single spore, on se basant sur la morphologie de la culture et I'examen

microscopique.

Le mycélium aérien sur PDA est délicatement floconneux et clairsemé. Les cultures
ont une apparence visqueuse due a la production abondante de conidies, et sont blanches
cotonneux sur 1’envers de la boite et a croissance lente (6,0—8,5 cm de diameétre en 7 jours a

25 °C sur milieu PDA).

Basant sur les résultats illustrés dans les photos 19 et 20, et d’apres la référence au
manuel de Pitt et Hocking (2009), les isolats fongiques étaient généralement classés comme

Fusarium oxysporum.
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Photo 20 : Observation microscopique (grossissement x 100) apres la microculture de I’isolat
F. oxysporum ; (A) macroconidie ; (B) microconidie ; (C) les chlamydospores.
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(Burgess et al, 1989), ont montré que le Fusarium oxysporum comprend de
nombreuses formes pathogenes, qui provoquer des infections opportunistes chez 'homme et
d’autres animaux, et des espéces saprophytes qui se produisent couramment dans le sol et

dans les racines des plantes résiduelles.

Il n'y a pas des informations sur la variabilité et la stabilité des caracteres clés utilisés
pour distinguer les espéces de F. oxysporum, malgré la nature omniprésente du champignon

dans le sol et sur les plantes comme parasite et saprophyte.

En revanche, la morphologie des colonies et la pigmentation étaient extrémement
variables et ne sont donc pas considérés comme des références appropriées sur lesquelles ¢était
basée sur l'identification des formes spéciales de I’espece F. oxysporum. 1l est significatif
qu'aucune des cultures n'ait été considérée comme intermédiaire entre ces formes de F.
oxysporum. Pour cette raison d'autres études sont nécessaires pour identifier la forme spéciale
albedinis Ce qui fait appel a I’identification moléculaire par la PCR avec la paire d’amorce

spécifique TL3-FOA28 et BIO3-FOAL.
4.2.2. Identification moléculaire des isolats de I’espece Fusarium oxysporum:

Cinq isolats de notre collection ont fait I’objet de cette étude. La confirmation de
leur identification a été réalisée par PCR. Les paires d'amorces TL3-FOA28 et BIO3-FOAI
ont été testées sur 'ADN extraire des isolats de la souche F. oxysporum. La paire d'amorces
TL3-FOA28 pourrait étre utilisée pour amplifier un fragment d'ADN de 400 pb pour les F.
oxysporum 1solés, et la paire d'amorces BIO3-FOA1 pourrait étre utilisée pour amplifier un

fragment d'ADN de 204 pb pour seulement 95 % des F. oxysporum (Photo 21).

Les amplifications réussies génerent deux types de bandes 200 pb et 400 pb. Ce
explique Iamplification du gene FOT1 porté par pFalb28 spécifique pour la forme Fusarium
oxysporum f.sp albedinis. Donc, lorceque nos isolats de F. oxysporum produisant un amplicon

de cette taille doivent étre identifiés comme étant f. sp. albedinis.
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Photo 21 : Amplification PCR- avec amorces BIO3-FOALI et TL3 FOA28 (bandes
200pb et 400pb) des cinq isolats fongiques sur gel s’ Agarose a 1%, MT (Marqueur de taille)
Visualisé avec UV-SCP et photographié avec un systeme de capture digital (Gel Doc,
BioRad).

Enfin, il faut signaler que la technique PCR développée par (Fernandez et al., 1998), a
I’aide des paires d'amorces, BIO3-FOA1 et TL3-FOA28 utilisées dans les tests PCR
fournissent ainsi un outil de diagnostic utile, fiable et rapide pour détecter le F. oxysporum f.

sp.albedinis isolé. Le méme résultat a été cité par (Mezouari, 2020).
4.2.3. Confirmation de I’identité des autres souches fongiques testées :

Rappelons que les souches de Fusarium oxysporum f. sp albedinis qui ont servi pour
cette étude provenant de laboratoire de valorisation des ressources végétales et sécurité
alimentaire dans les zones semi arides du sud-ouest Algérien, de 1'universit¢ de Béchar. Ces
souches sont isolées a partir des foyers actifs du bayoud de la zone d’Igli de la wilaya de Beni
Abbes, ensuite elles sont purifiées et identifiées par des outils moléculaires par (Mezouari,

2020).

Les autres souches fongiques, sont souches mycotoxinogénes d’origine des aliments
de bétail de la région de Béchar, elles sont également provenant de laboratoire VRVSA (en

cours de publication).

Les résultats de confirmation des souches fongiques testées (microculture et single
spore) sont résumés dans le tableau 11, confirment I’appartenance de nos souches au différent

genre et especes étudiés.

Les photos 21 a 32, ont montrés des spécimens des souches fongiques utilisées sur le
milieu de culture PDA, et méme sous le microscope (grossissement x 100).
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Genre et espéce couleur N’ Photo Diamétre en
mm sur PDA
Foa aspect ras muqueux Rose Orange 22 68
Foa aspect ras muqueux Blanche 23 72
Foa aspect ras muqueux Saumon 24 70
Arthrinium sp. Vert + revers blanche 25 34
Byssochlamys spectabilis Jaune de bl¢ avec centre 26 70
noiratre
Aspergillus oryzae Vert pistache+ revers jaune 27 48
Penicillium expansum Vert foncé 28 45
Aspergillus niger Noir 29 70
Aspergillus flavus Jaune verdatre 30 46
Fusarium sp. Rose blanchatre 31 60
Bipolaris sorokiniana Vert foncé + revers 32 40
blanche
Talaromyces funiculosus Vert noiratre + revers 33 23
blanche

Photo 22 : Foa aspect ras muqueux de couleur rose orange.
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Photo 24 : Foa aspect ras muqueux de couleur saumon.

Photo 25 : Arthrinium sp.
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Photo 28 : Penicillium xpansum
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Photo 29 : Aspergillus niger
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Photo 33: Talaromyces uniculosus.
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4.2.4. Evaluation de la croissance radiale sur milieu solide

L’effet inhibiteur de deux HEs des plantes Rhetinolepis lonadioides Coss et Pulicaria
crispa contre les isolats F. oxysporum f. sp.albedinis d’'une ferme de palmiers dattiers au
Mazer de la wilaya de Beni Abbes, et deuze champignons testés dont trois morphotypes
différentes de la méme espéce isolés, ont été illustrés au tableau 12. Le DMSO a 10 % a été
utilisé pour la solubilité¢ des huiles essentielles est sans effet sur la croissance mycélienne des

champignons.

Les huiles étudi¢es ont été présenté des activités antifongiques contre les souches
fongiques testées. Les activités manifestées étaient selon la concentration, soit fongistatique,
soit fongicide. Le tableau ci-dessous représente 1’effet antifongique des HEs des deux plantes

a des concentrations initiales bien définies sur les souches fongiques.

Selon les résultats des diametres de la croissance radiale cités en (annexe 1), la
croissance radiale des souches fongiques varie de 0 a 60,51 mm selon 'origine de ’'HE et

méme son concentration étudiée.

Tableau 12 : Résultats de ’activité des HEs de 1’Inhibition de la croissance radiale des
souches fongiques.

Les souches Pourcentage d'inhibition (%) de la croissance
fongiques radiale
HE de R. lonadioidis HE de P. crispa
Inl  0.5ul  0.1pl  CMI 1pl 0.5ul  0.1pl  CMI
(nl/ml) (pnl/ml)

Foa isolé 100 1797 5.45 1 63.38 30.42 7.03 3.12
Foa rose orange 76.67 27.63 1620 6.25 6489 6347 17.77 10
Foa blanche 83.81 3936 24.08 6.25 7431 59.42 23.54 10
Foa saumon 81.87 2353 17.65 6.25 61.09 58.53 24.09 10
Arthrinium sp. 72.56 36.76 32.35 5 100 100  79.12 0.5
Byssochlamys 75.71 32.86 28.57 5 100 9634 87.86 0.7
spectabilis

Aspergillus oryzae 67.49 30.49 21.95 10 55.46 49.76 43.66 7

Penicillium expansum  68.89 26.67 13.33 10 71.11  71.11  71.11  3.12

Aspergillus niger 80.71 48.57 28.57 4 100 100 100 0.1
Aspergillus flavus 5435 26.09 19.57 10 57.11 54.28 51.61 7

Fusarium sp. 77.50 27.50 16.67 5 7490 64.45 49.78 5

Bipolaris sorokiniana  63.13 12.50  2.50 10 70.25 67.50 62.00 5

Talaromyces 95.65 32.61 26.09 3.12 100 100 100 0.1
funiculosus

L’activité antifusarium de l'huile essentielle de R. lonadioides est plus forte par la

concentration de 1 uL/ml que l'autre huile étudiée. Consernant 'HE de R. lonadioides,
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I’inhibition de la croissance de mycélium des souches Foa était comprise entre 5.45 % et 100
% selon la concentration. L’effet inhibiteur plus élevé contre ces souches est remarqué par la
concentration de 1 pl/ml avec une inhibition compléte de la croissance mycélienne a été
observée a une concentration d'huile essentielle de 1 uL/ml pour le Foa isolé, cela est
représenté la valeur de CMI (photo 39). Bien que I’'HE de P. crispa a un effet faible avec la
concentration de 1 uL/mL contre les souches Foa, mais il a montré une sorte d'interaction
avec les autres concentrations plus que R. lonadioides. Ces résultats n'excluent pas que les
valeurs de CMI de ce dernier reste plus bas que I’'HE de P. crispa. Cette conclusion reste

valable méme avec la souche fusarium sp mycotoxinogene.

L’analyse des valeurs moyennes du taux de I’activité antifongiques calculées, montre
que I’huile extraite de P. crispa a exercé un effet inhibiteur imporatant sur les souches
mycotoxinogenes testées, presque sur toutes les concentrations étudi€es. L’effet optimal a été
enregistré contre les souches Aspergillus niger, Talaromyces funiculosus et Arthrinium sp ou
on a observeé une inhibition totale de 100 % avec des valeurs de CMI de 0.1, 0.1 et 0.5 uL/ml
respectivement. L’activité antifongique de cette HE a été moins important contre les especes
Aspergillus oryzae et Aspergillus flavus que celle les autres souches, dont la concentration
minimale inhibitrice est 7 uL/ml. Pour I’espéce Penicillium expansum, les trois concentrations

¢évaluées ont donné le méme pourcentage d'inhibition de la croissance radiale a 71.11%.

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau 12, on a constat¢ que I’'HE de R.
lonadioides, donne un 1égeér pouvoir antifongique par rapport ’HE de la deuxiéme plante,
contre ces dernicres souches ou I’inhibition variait de 95.65 % comme la plus forte activité a 1
uL/ml vis-a-vis le Talaromyces funiculosus a 2.50 % comme la plus faible pouvoir contre le
champignon Bipolaris sorokiniana a une concentration de 0.1 uL/ml. On a remarqué que
méme les valeurs de CMI sont plus grandes a celle trouvé par I'HE de P. crispa, dont sont
vari¢ de 3.12 uL/ml a 10 uL/ml résulté par quatre espéces par rapport 9 especes

mycotoxinogenes.

Cependant, l'activité antifongique de l'huile essentielle brute varie selon les souches
phyto-pathogenes testés. Les conclusions de la présente étude concordent par rapport d'études
antérieures sur I’activité antifongique des huiles essentielles des plantes d’une profile variée

de composition chimique contre un groupe diversifi¢ de champignons phytopathogenes.

L’¢tude d’Ebtihal Alsadig et al. (2020) a montré que I’huiles essentielle de P. crispa

inhibe la croissance de diverses especes testées de champignons.
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Les travaux d’El-Abed et al. (2010) ont été montrés l'existence d'une activité
antifongique des huiles essentielles extraites de différentes parties de Pulicaria arabica
cultivée en Tunisie contre certaines souches fongiques, Fusarium solani f.sp. cucurbitae,
F.oxysporum f.sp. lycopersici, F.oxysporum f.sp.niveum, Phytophthora cactorum, Alternaria

solani et Rhizoctonia solani.

Dans une étude de Martin et al. (2016), a révélé que Iactivité antifongique de ’huile
essentielle de Tagetes minuta de la famille des astéracées contre des champignons
phytopathogenes a savoir : Fusarium oxysporum, F. solani, Aspergillus flavus, A. parasiticus
et A. niger, ou ont montré une puissante activité antifongique contre les champignons avec
I'inhibition de croissance la plus €levée observée chez F. oxysporum et A. niger avec une

inhibition moyenne zones de 28,7 mm apres cing jours d'incubation.

Katooli et al. (2011) ont été donnés que 1'HE d'E. camaldulensis avait une inhibition
importante de la croissance mycélienne contre ces champignons pathogenes ; Pénicillium
digitatum, Aspergillus flavus, Colletotrichum gloeosporioides, et les champignons pathogenes

transmis par le sol ; Pythium ultimum, Rhizoctonia solani et Bipolaris sorokinienne.

Ju et al. (2017) ont été rapportés que les HEs de cannelle et de clou de girofle
présentaient une forte activité antifongique contre deux champignons (Penicillium spp. et
Aspergillus spp.) provenant d'aliments cuits au four avec des zones d’inhibition nettement

supérieur a 15 mm.

Il a été bien eu démontré que les différences d'activité fongicide des HE végétales
peuvent étre li¢ aux composants actifs qu'ils contiennent, tels que les phénols, aldéhydes et

cétones (Oussalah et al., 2007).

L'analyse GC-MS a révélé que le contenu actif variait selon les HEs. Par exemple, le
B-Pinene (41,85 %) et I’E Caryophyllene (40,05%) représentaient les principaux composants
de I'HE de Rhetinolepis lonadioides Coss. et de I'HE de Pulicaria crispa respectivement. On
suppose que la majorité des phénols et des aldéhydes de nos échantillons des HEs peuvent
entrainer des lésions secondaires de la membrane résultant respectivement en une activité

antifongique plus élevée (Tu et al., 2018).

Néanmoins, l'effet synergique de certains composants mineurs peut également
contribuent a l'activité fongicide des HEs végétales. (Xie et al, 2017), enquété relations

structure-activité du cinnam-aldéhyde de 1'écorce de cannelle HE, eugénol de giroflier HE de
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bourgeon et leurs dérivés contre plante champignons pathogeénes, Rhizoctonia solani et
Fusarium oxysporum et trouvés qu'une structure a double liaison conjuguée et la longueur de
la chaine CH a I'extérieur du cycle benzénique peut étre responsable de 'activité antifongique
des HE. Par conséquent, les différences de la composition chimique des différentes HEs
peuvent contribuer a la diversité antifongique. La teneur élevée en phénols dans I'HE de clou
de girofle et en aldéhydes dans 'HE de cannelle peut étre responsable de 1ésions sévéres de la
membrane conduisant a des Iésions secondaires de la membrane qui peuvent entrainer une

augmentation du pouvoir fongicide activité.

De nombreuses études ont confirmé la forte activité antifongique de I’'HE des plantes a
large spectre d'inhibition, ce qui met l'accent sur leur haute potentiel en tant que nouveaux

conservateurs pour remplacer les fongicides synthétiques.

En outre, les agents antifongiques naturels ont une volatilité élevée, une bonne

biodégradabilité, une faible génération de résidus, une faible toxicité et ils sont sans danger.
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Foa blanche Foa saumon

Aspergillus niger Aspergillus flavus
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Talaromyces funiculosus

Photo 34 : I’activité antifongique par la méthode d’inhibition de la croissance radiale sur
PDA. (R.L. : HE de Rhetinolepis lonadioides Coss. ; P.C. : HE de Pulicaria crispa ; a
gauche : [HE]=1pl ; a droite : [HE]=0.1pl).
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Conclusion et perspectives

La présente étude apporte de nouvelles informations sur les activités biologiques des
huiles essentielles des plantes qui n'ont pas été¢ rapportés auparavant, afin de découvrir de
nouveaux produits bioactifs naturels. Tout d’abord, les constituants volatils des huiles
essentielles de deux plantes de la famille des astéracées, qui poussent a 1'état spontané dans la
région de Saoura situé au sud-ouest Algérien, ainsi que celui leurs effets biologiques

diversifiés.

Cette étude suggere que les huiles essentielles de Rhetinolepis lonadioides Coss et
Pulicaria crispa pourraient étre considérées comme une source d'ingrédients

pharmacologiques pour traiter les pathologies associées aux infections microbiennes.

De plus, aucune recherche n'a encore été effectuée pour déterminer la composition
chimique de l'huile essentielle des parties aériennes de R. Lonadioides ou pour €valuer son
activité antimicrobienne. Pour cette raison, notre étude a été entreprise d’évaluer pour la
premi¢re fois la composition chimique de l'huile essentielle extraite de R. lonadioides

endémique d'Algérie.

Les analyses chromatographiques et spectrales par le GC-FID et le GC-MS ont montré
que l'huile essentielle de R. lonadioides est composé de trente-deux molécules, représentant
80,00% de la composition totale, dominée par les hydrocarbures monoterpéniques (53,94%),
monoterpénes oxygénés (14,39%), sesquiterpenes oxygénés (3,68%) et les hydrocarbures
sesquiterpéniques (7,99%). Les principaux composés sont le B-pinene (41,85 %), la

phénanthroquinone (10,39 %) et D-limonene (6,79 %).

Une différence radicale de composition chimique a été observée par rapport a I'autre
plante. L'analyse GC-MS de l'huile essentielle de Pulicaria crispa a révélé une faible
proportion en hydrocarbures monoterpéniques (0,21%), monoterpénes oxygénés (15,57%), et
une dominance par les hydrocarbures sesquiterpéniques (45,96%), suivis des sesquiterpenes
oxygénés (32,96%) et d'autres composés (5,30 %). Le principal composant ¢&tait le

Caryophyllene E (40,05%) suivi par le Caryophyllene oxide (11,12%).

D’autre part, nous avons évalué les activités biologiques des huiles essentielles
extraites des deux plantes. L'activité antibactérienne a été évaluée contre sept bactéries
pathogénes pour la santé humaine. L'huile essentielle de R. lonadioides a montré une activité
antibactérienne contre les bactéries a Gram positif par rapport les bactéries a Gram négatif,
suggerant une résistance vis-a-vis des composants de cette huile. Les mémes résultats ont été

observés pour ’huile essentielle de P. crispa avec une légere efficacité par rapport a I’autre.
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Les CMI obtenues sont importantes et restent des doses faibles variant de 2.71 a 10.86 pl/ml.
Des tests de combinaison entre nos échantillaons d’huiles essentielles etudiées et des
antibiotiques conventionnels ont été évalués, montrant que les deux plantes ont présenté des
effets variables entre 1’effet synergique et 1’antagonisme avec les ATBs utilisés contre les
souches bactériennes testées. Ces résultats peuvent offrir des possibilités pour trouver une
solution au probléme de la résistance bactérienne d’une part, et minimiser les doses des

antibiotiques chimiques dans 1’autre part.

Par ailleurs, d'autres études ont été menées pour évaluer les propriétés biologiques de
ces huiles essentielles, notamment leur effet antifongique. Différents champignons
phytopathogéne ont été utilis€és pour tester l’activité antifongique, notamment plusieurs
morphotypes de la souche Fusarium oxysporum f. sp albedinis qui est 1’agent d’un
flétrissement vasculaire du palmier-dattier (Phoenix dactylifera), ainsi que des souches

fongiques mycotoxinogenes.

Les résultats ont montré une forte corrélation entre 1'augmentation de la concentration
des HEs et la diminution, voire I’inhibition totale de la croissance mycélienne des
champignons testés, dans les trois concentrations 1, 0.5 et 0.1 pl/ml. Les pourcentages
d'inhibition obtenus indiquent un effet fongicide plus que fongistatique contre la plus part des

souches testés, avec des CMI inférieurs ou égaux a 10ul/ml.

En raison de leur effet inhibiteur sur les champignons phytopathogenes, ces huiles
essentielles sont proposée comme alternative aux fongicides chimiques, voire comme modé¢le

pour synthétiser de nouveaux produits bioactifs efficaces.

Ensuite, nous avons évalué 1’activité antiradicalaire des deux huiles essentielles. Les
résultats ont montré que l'huile de R. lonadioides présentait une activité antiradicalaire plus
¢levée que l'huile de P. crispa, avec des valeurs d’IC50 de 2.13 pl/ml et 9.11 pl/ml,
respectivement. Ces résultats suggerent que ces HEs peuvent étre considérés comme des
nouvelles sources potentielles en tant qu'antiradicalaires naturels.Nous avons également
¢valué I'effet hémolytique des huiles essentielles sur les globules rouges. Les résultats ont
montré qu’aucune forme d’hémolyse n’a été obsrvée pour les concentrations d’huiles

essentielles utilisées pour les deux plantes étudiées, méme apres un certain temps.

En fin, les résultats obtenus ne constituent qu'une seule étape de recherche de
I’activité biologique des deux huiles essentielles étudiés, dans la recherche pour un travail

plus vaste et plus approfondi, il serait souhaitable de :
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» Purifier et isoler les molécules contenues dans les huiles essentielles des deux plantes

Rhetinolepis lonadioides Coss et Pulicaria crispa et spécialement les composés majors.

> Elucider les mécanismes d’action, I’efficacité et les effets synergiques des composés

identifiés ;

» 1l est conseillé de multiplier les recherches in vivo par des études histologiques, de
réaliser des études sur culture cellulaire pour mieux affiner I’effet de ces huiles essentielles et

de leurs composants.
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Annexes

Annexes
Annexe 1 : Milieux de culture et réactifs.
Gélose Nutritive
AGAT o 15¢
Extraitde levure..........ooooiiiiiiiiiiiii s 2g
Extrait de viande..............cooiiiiiiiiiii Ag
Chlorure de sodium. .........cccoevieniienieeiieeeeceeeceeieie e 5¢g
Eau distill€e.........ccceevviieeiiiieieieeeee e gsp 1000ml
Gélose Muller-Hinton
Infusion de viande de boeuf déshydraté .................... 2g
Amidon de MaiS......c.vvviiiiniiiii i 1,5¢g
Hydrolysat de caséine.................ccovviiiiiiinnon oo, 5g
N ) 17¢g
Eaudistillée..........coooiiiiiii gsp 1000ml
Milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar)
Pomme de terre (macération 500ml de filtrat)................. 200 g
SUCTOSE .ttt e e e 20¢g
AT o 20g
Eaudistillée ........ooooiiiiii gsp 1000 ml
Mueller Hinton Bouillon
Hydrolysat acide de caséine .........cccceeevveeeviieeeceeeeeeeeiee 17,5¢g
Extrait de boeuf.........c.cooviiiiiiieceee e 30g
W 01T [ ) 4 LT 1,5¢g
Eaudistillée ........cooiniii qsp 1000 ml
Milieu PDB (Potatoes Dextrose Broth)
Pomme de terre (macération 500ml de filtrat)................. 200 g
SUCTOSE . .veeeet ettt 10g
Eaudistillée .........cooiiiii gsp 1000 ml
Eau physiologique
NaCL oo 9¢g
Eaudistillée ... qsp 1000 ml

127



Annexes

Annexe 2: Résultats de ’activité des HEs de I’Inhibition de la croissance radiale des souches
fongiques.

Les souches fongiques Diameétre de la croissance radiale en (mm)
HE de R. lonadioidis HE de P. crispa Témoin
Iul 0.5ul  0.1pl lul 0.5ul  0.1pl
Foa isolé 00 52.540. 60.51+ 23.44+ 35.5+0. 59.5+0. 64
5 0.5 0.5 5 5
Foa rose orange 16.33= 50.66+ 58.66+ 24.58+ 25.57+ 57.56% 70
1.52 1.52 1.52  0.52 0.51 0.51
Foa blanche 11.66+ 43.66+ 54.66+ 18.5+0. 29.22+ 55.05+ 72
1.15 4.16 1.52 5 0.5 0.36
Foa saumon 1233+  52+1.7 56 2646+ 28.2+0. 51.62+ 68
0.57 3 0.5 26 0.54
Arthrinium sp. 9.33+0. 21.5+£2. 23+1.7 00 00 7.1+0.3 34
57 12 3 6
Byssochlamys 17£2 47+2 50 00 2.560. 8.5+0.5 70
spectabilis 51
Aspergillus oryzae 13.33+  28.5£2. 32414 18.26+ 20.6+0. 23.1+0. 41
0.57 12 1 0.25 36 36
Penicillium expansum 14+1.4 33+1.4 39+1.4 13 13 13 45
1 1 1
Aspergillus niger 13.5£0. 36+5.6 50 00 00 00 70
7 5
Aspergillus flavus 21 34+2.8 3714 1973+ 21.03+ 22.26+ 46
2 1 0.25 0.15 0.25
Fusarium sp. 13.5+£2. 43.5+0. 50 15.06+ 21.33= 30.13+ 60
12 7 0.3 0.5 0.3
Bipolaris sorokiniana 14.75+ 35 39 11.9+0. 13 15.2+0. 40
0.35 1 17
Talaromyces funiculosus ~1£1.41  15.5+£0. 17+1.4 00 00 00 23
7 1

128



Lailal)
& 35 ol g | les astéraceas Ale ) gt Jlink (8 Pylicaria crispa (Forssk.)s Rhetinolepis lonadioides (Coss.)
MLMY\ g W Jaisall gaadal) A jal sl \JA‘SSL:S‘)L; Al cilalatial cld Aalide daa ol g0 Ul e Legd RBCBEN PRyt il @ oaall L dshaia
Jeadll 5yl dad g bl (el 2 slall ¢ 3ad0 Al ¢ g 3l Ailesl a5l BOENIFN e Y il u\)é\_u.ub Jal 528 cpilall pded
j(/41 85) B-p]nene‘:.&s L@Aﬂw)ﬂub)ﬂ\&_ulsdn\ ‘?LA.:A)J ‘).L\AM ubﬁd\w)wzyaﬁj& C.}\.u.“ T &.\;‘GL\H\J@)U\
u.:\ DPPH ) ddac) 5 8 jall ) gdall 6 jalas albai aladiuly 3auSM alaalt LLadll v‘m" &l e (740. 05) E Caryophyllene
9.11 5 Jde/ A58 2,13 : IC50 4-«5) P. crispa <u) oe el 3083 olias Llis ,elal R Jonadioides <uy of il & ekl
U ol e ol Al 5 e sl sanell o pasi A iy (Ll SIS (e pall JOad) il LA sl ¢ elld ) AdLaYl, (sl e e/ il Sae
Fasnae 2 yld AL 13 5 Fuyen A VB 07 il 8 il Saall slimall Ll LY L5 B8 o) jeall aal) LSS slat Al
P ]l ddaadll C..:Lulh MJ\&A R. lonadioides 4l Gm\a.n‘j\ &_u)l\ aleld \.U.\.\S.\ﬂ alzadd) daliall Lu &_U@.L\ M).Lﬂ\ ewﬂ
dﬁw‘\k)ﬂa‘u}&e\)ﬂ\dub).uﬂ\ u)g_b\ d.:\&d\‘; e\)ﬂ\ﬂ;}qb)us.\ﬂehzz‘;\ 11 UA‘LL.\.\AS\ dk\_\.d\ )LE CJ/JJF’-’ACVZSPCI
lhill el IS Ll ) iy Aalu) g e 358 6 530 ¢ A il ) 3o 5 il ol pill slmal) LA gl i
Cuny g yhadll YL 038 Laliiy sad a5 iine 2a ddeld oyt N S il ol | Je/ S5,k 0.1 5 0.5, 1 &) ),,\S\)Jl‘gs)gsdl
aliiuall L) gl eda e ) ey 4l ) A jal) (e Aeanall il Uindss Ja / il Sa 10 G 0.1 ¢ il Ll 3SI Canl 58
Agasiall (5 saally i pall (yal 5eY) el 45330 | Srma

s Sl i Adladl) cdagiall (V) 5 51 ansO alaall Ll diliny) Je il 5 ol Juadll ccibianil) dgalidal) cilalsl)

Résumé

Rhetinolepis  lonadioides  (Coss.) et Pulicaria crispa (Forssk.) sont deux plantes médicinales
appartenant a la famille des Asteraceae, trouvées dans la région de Béchar (sud-ouest de 1'Algérie), munies de divers
vertus biologiques a interéts médicinales. L'application potentielle des huiles essentielles de ces deux plantes comme
des agents naturelles a effet biologique est décrit dans cette recherche. Les compositions chimiques des huiles
essentielles des parties aériennes de ces deux plantes R. lonadioides et P. crispa ont été analysée via des méthodes
chromatographiques et spectrales par le GC-FID et le GC-MS. Les résultats ont révélé une richesse de ces HEs par des
molécules interéssantes dans lequel les constituants majoritaires sont le B-pineéne (41,85 %) et le Caryophyllene E
(40,05%) respectivement. L’activité antioxydante a également été menée a l'aide d'un systéme de piégage des radicaux
libres par le test DPPH. Les résultats ont montré que I'huile de R. lonadioides a montré une activité antioxydante plus
¢levée que l'huile de P. crispa (valeur IC50 : 2.13 ul/ ml et 9.11 ul/ml, respectivement). En outre, des tests d’hémolyse
des HEs des deux pantes ont été évalués, ou ont montré aucuns effets toxiques vis-a-vis des globules rouges humains.
L'effet antimicrobien in vitro a été évalué contre 07 souches bactériennes pathogénes et 13 souches fongiques
mycotoxinogeénes, dont les résultats de 1’activité antibactérienne a donné I’efficacité de I’HE de R. lonadioides a celle
de la plante P. crispa, avec des zones d’inhibitions variait de 11 a 22 mm pour les bactéries Gram-positives et une
résistance visible par les bactéries gram négatif contre les deux HEs. Les résultats de I’activité antifongiques ont
montré qu’il y avait fort corrélations entre l'augmentation de la concentration des HEs et une diminution ou
I’inhibition totale de la croissance mycélienne des champignons testés dans les trois concentrations 1, 0.5 et 0.1 pl/ml,
ou les deux HEs ont prouvé une efficacité trés importante vis-a-vis ces souches fongiques, avec des CMI varait entre
0.1 & 10 pl/ml. Nos résultats poussez-nous que ces HEs pourraient étre considérées comme une source d'ingrédients
pharmacologiques pour traiter les pathologies associées aux infections microbiennes.

Mots clés : Rhetinolepis lonadioides (Coss.), Pulicaria crispa (Forssk.), la composition chimique, GC-FID, GC-MS,
I’activité antimicrobienne, CMI.

Abstract

Rhetinolepis lonadioides (Coss.) and Pulicaria crispa (Forssk.) are two medicinal plants belonging to the Asteraceae
family, found in the region of Bechar (south-west of Algeria), with different biological benefits of medicinal interest.
In this research paper, we discussed the potential application of the essential oils of these two plants as natural
biological agents. Chemical compositions of essential oils of the aerial parts of these two plants R. lonadioides and P.
crispa were analyzed via chromatographic and spectral methods by GC-FID and GC-MS. The results revealed the
presence of a significant variety of interesting components, where the main components were -pinene (41.85%) and
Caryophyllene E (40.05%), respectively. The antioxidant activity was also evaluated, using a free radical scavenging
method by the DPPH test. The results showed that R. lonadioides oil showed higher antioxidant activity than P. crispa
EO (IC50 value: 2.13 pl/ml and 9.11 pl/ml, respectively). In addition, hemolysis tests of EOs from both plants were
evaluated, which showed no toxic effects towards human red blood cells. In vitro, antimicrobial effect was evaluated
against 07 pathogenic bacterial strains and 13 mycotoxinogenic fungal strains. The results of antibacterial activity of
which gave the effectiveness of R. lonadioides EO to that P. crispa oil, with inhibition ranging diameters from 11 to
22 mm for the Gram-positive bacteria and visible resistance by the Gram-negative bacteria against the two EOs.
Antifungal activity showed that there were strong correlations between the increase in the concentration of EOs and a
decrease or the total inhibition of the mycelial growth of the fungi tested in the three concentrations 1, 0.5 and 0.1 pl
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/ml, where the two EOs proved very significant efficacy against these fungal strains, with MICs ranging between 0.1
to 10 pl/ml. Our results impel us that these EOs could be considered as a source of pharmacological ingredients to
treat pathologies associated with microbial infections.

Key words: Rhetinolepis lonadioides (Coss.), Pulicaria crispa (Forssk.), chemical composition, GC-FID, GC-MS,
antimicrobial activity.
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