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Résumé

L’objectif de ce travail est d’étudier d’une part la composition chimique de deux huiles
essentielles (HE), I'une extraite des sommités fleuries de lavande seches (Lavandula
angustifolia), I’autre des feuilles d’eucalyptus (Eucalyptus globulus) récoltées tous deux
a la commune de Seraidi dans le Nord-Est Algérien et d’autre part évaluer leurs
potentiels antioxydant et antimicrobien notamment sur 1’agent pathogéne de la Fusariose
du BIé dur (Fusarium roseum) et sur le ravageur de I’olivier (Pseudomonas savastanoi).

L'analyse chimique des deux huiles essentielles par GC/MS a révélé la présence d’une
vingtaine de molécules qui représentent environ 100 % de la composante générale des
huiles avec un rendement obtenu par hydro-distillation de 1.58% pour 1’huile
d’eucalyptus et 1.71 % pour la lavande. L’eucalyptus est composée majoritairement par
le linalol qui représente 30.09 % de la totalité de 1’huile, suivie par le b-Linalyl oxide
(13.93%), le Camphre (12.09%), le 1,8-Cineole=eucalyptol (10.95 %) et le Bergamol
(10.03%). D’autres constituants ont été identifiés a des teneurs relativement moyennes
[Epoxylinalol (8.82%), Borneol (5.71%)...etc] et faibles [alpha-Terpinol (1.11) etc]. De
méme, la lavande est composée majoritairement par le Linalol avec 31.27%, suivie par
le Camphre (16.21%) et le Linalyl Acetate (11.93%).

L'évaluation de l'activité¢ antifongique de I’huile d’eucalyptus ainsi que de la lavande
sur la croissance du mycélium de Fusarium roseum, a été marquée par une diminution
du nombre de filaments de la colonie fongique en fonction des doses croissantes ou la
concentration minimale inhibitrice (CMI) est de 2500 et 3000ul/ml respectivement
montrant ainsi une meilleure efficacité de I’'HE d’eucalyptus par rapport a la lavande.
Parallélement, nous avons mis en évidence une activité antibactérienne assez elevée de
I’huile d’eucalyptus envers la souche de Pseudomonas savastanoi contrairement a celle
de la lavande qui est plus au moins moderée. Ces résultats ont démontré la capacité de
ces huiles a les utiliser seules ou en association avec d’autres produits comme bio-
pesticides dans la lutte biologique afin de diminuer 1’impact néfaste des produits
phytosanitaires non seulement sur les plantations mais aussi sur les organismes non
cible. Le test du DPPH quant ‘a lui a révélé une activité antioxydant modérée inférieure
a celle de la vitamine C mais qui reste néanmoins assez élevée suggérant ainsi leur
utilisation pour le remplacement des antioxydants chimiques dans divers domaines.

Mots clés: Huiles essentielles, Eucalyptus globulus, Lavandula angustifolia,
composition chimique, activité antifongique, activité antibactérienne, activité
antioxydant.
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Abstract

The objective of this work is to study on the one hand the chemical composition
of two essential oils (EO), one extracted from the flowering tops of dry lavender
(Lavandula angustifolia), the other from eucalyptus leaves (Eucalyptus globulus) both
collected in the commune of Seraidi in the North-East of Algeria and on the other hand
evaluate their antioxidant and antimicrobial potential in particular on the pathogenic
agent of Fusarium wilt of durum wheat (Fusarium roseum) and on the pest of olive
tree (Pseudomonas savastanoi).

The chemical analysis of the two essential oils by GC/MS revealed the presence
of around twenty molecules which represent approximately 100% of the general
component of the oils with a yield obtained by hydro-distillation of 1.58% for the
eucalyptus oil and 1.71% for lavender. Eucalyptus is mainly composed of linalool
which represents 30.09% of the total oil, followed by b-Linalyl oxide (13.93%),
Camphor (12.09%), 1,8-Cineole=eucalyptol (10.95 %) and Bergamol (10.03%). Other
constituents were identified at relatively medium [Epoxylinalool (8.82%), Borneol
(5.71%)...etc] and low [alpha-Terpinol (1.11) etc] contents. Likewise, lavender is
mainly composed of Linalool with 31.27%, followed by Camphor (16.21%) and
Linalyl Acetate (11.93%).

The evaluation of the antifungal activity of eucalyptus oil as well as lavender on
the growth of the mycelium of Fusarium roseum, was marked by a decrease in the
number of filaments of the fungal colony as a function of increasing doses where the
minimum inhibitory concentration (MIC) is 2500 and 3000ul/ml respectively, thus
showing better effectiveness of eucalyptus EO compared to lavender. At the same
time, we have demonstrated a fairly high antibacterial activity of eucalyptus oil against
the strain of Pseudomonas savastanoi unlike that of lavender which is more or less
moderate.

These results demonstrated the ability of these oils to be used alone or in
combination with other products as bio-pesticides in biological control in order to
reduce the harmful impact of phytosanitary products not only on plantations but also on
organisms non-targets. The DPPH test revealed a moderate antioxidant activity lower
than that of vitamin C but which nevertheless remains quite high, thus suggesting their
use for replacing chemical antioxidants in various areas.

Key words: Essential oil, Eucalyptus globulus, Lavandula angustifolia,
chemical composition, antifungal activity, antibacterial activity, antioxidant activity.
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INTRODUCTION

|_es pesticides représentent, de loin, les xénobiotiques les plus fréguemment

déversées dans I'écosysteme et les plus couramment employées dans le domaine
agricole. Bien qu'ils favorisent l'augmentation de la productivité, ces substances
comportent des dangers pour la santé humaine et I'eéquilibre environnemental. Ces
derniers, sont parmi les polluants les plus dangereux, en raison de leur persistance dans
I’environnement, leurs mobilités et les conséquences a long terme qu’ils peuvent
provoquer sur les organismes vivants en causant de multiples troubles
(Akash Sabarwal et al., 2018). En realité, seule une infime proportion, soit 0,1 %, des
pesticides répandus dans les champs parviennent a entrer en contact direct avec les
organismes Visés. Le reste, soit la grande majorité, se disperse dans I'environnement,
polluant I'air, le sol et les réserves d'eau. Cette dispersion entraine des effets néfastes

imprévus sur I’ensemble de 1’écosystéme (Pimentel, 1995).

En raison des bénéfices qu'elle procure en termes de productivité économique
ainsi que d'amelioration de la santé et du bien-&tre humain, I'utilisation de ces produits
phytosanitaires s'est rapidement répandue a I'échelle mondiale. Cependant, l'usage
intensif de ces derniéres, parfois associé a un non-respect des doses recommandeées, en
restreignent I'efficacité. Par conséquent, l'exploration de substituts aux produits
chimiques via l'utilisation de composes naturels se présente comme une solution
évidente pour atténuer les effets néfastes des divers ravageurs. Parmi ces alternatives,

les huiles essentielles se démarquent comme une piste particulierement prometteuse.

Appréciées depuis les temps anciens et actuellement validées par la science, les
huiles essentielles, sont des extraits naturels puissants provenant des plantes, offrant
une efficacité remarquable aussi bien pour la santé que pour la beauté et le bien-étre.
Elles sont caractérisées par un ensemble d’activités biologiques parmi lesquelles on
peut citer brievement 1’activité antimicrobienne (Burt, 2004), antioxydante
(Benabdallah et al., 2016), anti-inflammatoire (Martins et al., 2008 ; Sousa et al.,
2008), analgésique (Bakkali et al., 2008) et anticancereuse (Carnesecchi et al., 2004) et

autres. Grace a leurs combinaison, de nouvelles synergies aromatiques offrant des

-
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avantages et des caractéristiques répondant a des besoins spécifiques et ciblés
deviennent envisageable, tels que le renforcement du systeme immunitaire, la

relaxation, la stimulation, le soulagement des douleurs articulaires et musculaires ...etc.

Un vif engouement s'est manifesté pour les huiles essentielles obtenues a partir
de plantes aromatiques, qui possédent des propriétés antimicrobiennes contre les
microorganismes pathogénes. (Alzoreky et Nakahava, 2003). De nombreuses
recherches ont été menées depuis longtemps pour évaluer I'efficacité antiseptique des
huiles essentielles. En 1881, Koch a expérimenté l'action bactéricide de I'huile
essentielle de térébenthine sur les spores de charbon, tandis que Chamberland (1887) a
examiné l'efficacité des essences d'origan, de cannelle et de girofle contre les bactéries
du genre Bacillus. En 1919, Bonnaure a enquété sur le pouvoir antiseptique des
lavandes. Cependant, il existe une variation dans l'activité antimicrobienne des huiles
essentielles, car elles semblent plus dirigées envers les champignons que contre les
bactéries, et elles sont nettement plus efficaces contre les bactéries a Gram positif que

contre celles a Gram négatif.

Plusieurs recherches ont déja mis en exergue 1’efficacité de I’utilisation des HE
comme bio-pesticide et ont montré que leur activité antimicrobienne dépendait de la
nature de leurs composés chimiques. Par exemple, I’HE de sarriette des montagnes a
révélé étre toxique sur I’agent pathogene de la tavelure du pommier (Mazoyer, 2016)
ce qui est lié aux composés phénoliques majoritaires (Carvacrol et thymol) présent
dans cette huile (Ahmad et al., 2011). De méme, I’'HE de Thymus vulgaris, riche en
linalool et monoterpénes oxygéneés, posséde une forte activité bio-fongicide vis-a-vis
du méme champignon inhibant ainsi complétement la croissance mycélienne
(Benaliouche et al., 2021) et dans certaines études 1’activité antifongique est supérieure
a la CI150 (Vital et al., 2018).

Grace a sa position geographique, I'Algérie abrite une flore abondante et variée
qui engendre naturellement un grand nombre de plantes médicinales et aromatiques.

Malgré cela, I'exploitation des huiles essentielles et des plantes aromatiques, ainsi que

-
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les échanges commerciaux dans ce domaine, demeurent tres limites. En effet il reste
beaucoup a accomplir pour développer ce secteur, en débutant par l'identification
précise de ces richesses. Par ailleurs, la Direction Générale des Foréts (DGF) a lancé
récemment, une étude visant a évaluer les ressources nationales en plantes aromatiques
et medicinales, en collaboration avec des centres de recherche. L’Algérie est ainsi
absente sur le marché international des HE et méme au niveau local car ces ressources
ne sont pas exploitées étant donné qu’elles ne sont pas connues. En effet, selon la
direction générale des foréts, sur les 3000 variétés de plantes aromatiques seulement
600 sont utilisées (Agroligne, 2019). L’Algérie est donc loin d’une exploitation
optimale de ses ressources biologiques ce qui aurait pourtant pu améliorer les revenus
des populations rurales via la transformation de ces ressources en huiles essentielles ou

en aromates (Agroligne, 2019).

C’est dans cette optique que notre ¢tude a été entrepris ou il s’agit de réaliser
une caractérisation physico-chimique de deux huiles essentielles extraites des plantes :
Eucalyptus globulus et Lavandula angustifolia qui sont largement distribuées en
Algérie, et plus précisément récoltées dans la région de Séraidi (Nord-Est Algérien) et
tester ainsi leurs différentes activités biologiques (antifongiques, antioxydantes et
antibactérienne) dans le but de les utiliser dans la lutte biologique en tant que bio-
pesticide. Les huiles essentielles extraites des plantes choisies pour cette étude ont fait

I'objet de plusieurs recherches antérieures.

Ces investigations ont révelé une importante diversité dans leur composition
chimique, influencée par divers facteurs tels que la période de récolte, la partie de la
plante utilisée lors de I'extraction de I'huile, ainsi que le lieu de récolte. Cette
constatation a suscité notre intérét pour ces especes qui se developpent dans notre
région ou il devient essentiel de comprendre leurs principes actifs pour évaluer leur

efficacité, leur mode d'action et les effets secondaires potentiels.

-
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Le présent tapuscrit est divisé en plusieurs parties :

v’ Partie | : Etat de I’art ou il s’agit d’une synthése de tous les travaux
antérieurs concernant les deux huiles eucalyptus et lavande, en passant
par quelques définitions et rappels sur les plantes elles-mémes.

v’ Partie 1l : il s’agit de la partic matériel et méthodes ou nous avons étaler
toutes les méthodes et techniques utilisées dans cette étude.

v’ Partie Il : il s’agit de relater les résultats obtenus et discussion aprés
manipulation ainsi que leurs comparaisons avec les travaux antérieurs.

v’ Partie IV : une conclusion générale qui viendra synthétiser tous le travail
réalisé durant cette période.

v’ Partie V : Références bibliographiques.




PARTIE I. ETAT DE L’ART



PARTIE I. ETAT DE L’ART

Chapitre 1. Revue bibliographique sur la pollution par les pesticides

1. Généralités

Le terme “pesticide” englobe plusieurs définitions, notamment les "Produits
phytosanitaires”, les "produits phytopharmaceutiques” et les "biocides". Ces
substances, qu'elles soient naturelles ou artificielles, sont utilisées pour prévenir,
contréler ou éliminer des organismes considérés comme indésirables ou nuisibles, qu'il
s'agisse de micro-organismes, d'animaux ou de végétaux. Leur utilisation ne se limite
pas a l'agriculture, mais s'étend également aux domaines de I'hygiene, de la santé
publique, de la santé animale et des traitements de surfaces autres qu'agricoles.
(Aubertot et al., 2005 In : Belaid, 2020).

L'utilisation massive de pesticides est étroitement liée a l'industrialisation, a
I'avenement des nouvelles technologies, a la croissance démographique, a I'évolution
de I'agriculture et a la nécessité d'améliorer les rendements pour répondre aux besoins
nutritionnels croissants. (Zhang and Liu, 2017). Selon les données de I'Institut
National de Protection des Végétaux (INPV), plus de 480 produits chimiques destinés
a la protection des cultures sont répertoriés en Algérie, et les autorités algériennes
utilisent couramment I'expression "produits phytosanitaires a usage agricole” pour
désigner les pesticides. Ces substances sont parmi les polluants les plus préoccupants
pour l'environnement en raison de leur stabilité, de leur capacité a se déplacer dans
I'environnement, ainsi que de leurs effets a long terme sur les organismes vivants. La
dispersion des pesticides affecte I'ensemble des milieux naturels tels que le sol, lI'eau et
I'air, mais le sol demeure un compartiment crucial car une proportion importante des
pesticides utilisés lors du traitement des cultures finit par s'y retrouver, soit par une
application directe soit par le ruissellement depuis les feuilles des plantes. (Carvet,
2005, In : Ayad-Mokhtari, 2012).
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2. Classification des Pesticides
Il 'y a une vaste gamme de pesticides, et leur classification peut se faire en
fonction du type d'organisme nuisible qu'ils ciblent, de leurs propriétés chimiques ou
de la maniere et de la durée pendant lesquelles ils agissent. (Calvet et al., 2005 ;
Lachambre et Fisson, 2007 ; Frery et al., 2010).

Ils possédent une toxicité envers les insectes et, dans une moindre mesure,
envers les organismes aquatiques et les mammiferes. C'est pourquoi ils sont souvent
catégorisés en fonction des organismes visés et/ou de la maniére dont ils sont utilisés.
(Steeve et al., 2013).

2.1. Classification en fonction du ravageur
Ce classement est basé sur la catégorie des organismes nuisibles et parasites a
gérer. Il y a principalement trois grandes familles d’activités (Mrabet, 2006).

> Les Herbicides : Ils sont les plus couramment employés a I'échelle
mondiale en termes de quantité et en superficie ; leur fonction est
d'éliminer les plantes indésirables des champs cultivés.

> Les Insecticides : Il s'agit des tout premiers produits phytosanitaires
employés dans le but d'éliminer les insectes indésirables et nuisibles.

> Les Fongicides : Ces substances aident a combattre les affections
cryptogamiques responsables de dommages sérieux aux plantes cultivées.
(Margoum, 2010).

En plus de ces trois principales catégories, on peut également mentionner
d'autres types, tels que les produits taupicides utilisés contre les taupes, les acaricides
qui visent les acariens, les rodenticides congus pour éliminer les rongeurs, les
nematicides ciblant les nématodes et les vers, les molluscicides destinés a combattre
les mollusques, comme les limaces et les escargots, ainsi que les corvicides utilises

contre les corbeaux et d'autres oiseaux nuisibles aux cultures.

]
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2.2. Classification chimique
Le classement s'effectue selon la composition chimique de la substance active.
Trois catégories sont identifiées : les pesticides d'origine organique, organo-métallique

et inorganique. (Calvet et al., 2005).

»  Pesticides Organiques : lls sont composés d'une structure en carbone. Les
catégories principales comprennent les composés organophosphorés,

organochlorés, pyréthrinoides, carbamates, triazines et urées substituées.

»  Pesticides organo-meétalliques : 11 s’agit d’un complexe entre un métal et
un composé carbong, principalement utilisés comme fongicides. Leur
emploi conduit fréquemment a des effets néfastes sur I'environnement, avec
une accumulation dans les sols de substances tres toxiques comme le plomb,

I'arsenic et le mercure. (Boland et al., 2004).

»  Pesticides inorganiques : lls proviennent de substances minérales stables
dans leur environnement naturel, comme le soufre et le cuivre. Ce dernier
est largement utilisé comme agent antifongique, généralement sous la forme

de sulfate de cuivre, comme la Bouillie bordelaise. (Komarek et al., 2010).

» Bio-pesticides : Eléments organiques qui substituent les pesticides
artificiels. Elles englobent des entités vivantes ou dérivent de composés
moléculaires naturels, incluant parfois des bactéries, des moisissures, des

nématodes, et d'autres organismes similaires.

3. Dispersion des pesticides dans I’environnement
Les pesticides sont utilisés de facon préventive pour repousser ou réduire les
impacts des organismes nuisibles. Malgré leur interdiction dans plusieurs nations en
raison de leur capacité a causer des mutations génétiques et des cancers, ces produits
chimiques et leurs derivés sont encore présents dans I'environnement, surtout dans les
sols et les sédiments, du fait de leur persistance et de leurs caractéristiques lipophiles.
(Toretal., 2006).

]
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La dispersion atmospheérique, également appelée dérive, survient directement
pendant 1’épandage lorsqu'une partie des molécules ne parviennent pas a atteindre leurs
cible et sont emportée par le vent hors de la zone cultivée. La volatilisation, se produit
aprés que le produit ait été déposé a la surface du sol ou des plantes. A ce stade, le
produit est emporté soit par I'évaporation de l'eau, soit par l'action du vent s’il est
adsorbé sur des particules du sol pouvant étre elles-mémes entrainées. (Rial- Otero et
al., 2003 ; Serra, 2015).

L'eau demeure le principal catalyseur des transferts, que ce soit par ruissellement
en sub-surface ou par un drainage profond en direction des nappes phréatiques. Les
pesticides ainsi déplacés peuvent soit étre emportés avec les particules érodées
auxquelles ils sont adsorbés, soit dissous directement dans I'eau. (LOpez-Blanco et al.,
2005). Au sol, la libération de composés issus des granulats constitue l'un des
principaux mécanismes qui impactent la maniére dont les pesticides se propagent et

évoluent. (Lopez-Pérez et al., 2006).

Dispersion atmosphérigue . -
(DErive) Volatilisation
Epandage / \
de > Culture
pesticides
Ihhsnrplinn
Riviére Ruisselle ment Eaud
$ b3 Sol 2 a;:“ u
Sédiment Ecoulement
Adsorption l Drainage
MNappes
phréatiques

Figure 1. Processus de diffusion des pesticides dans I'environnement
(Arias-Estévez et al., 2008)




PARTIE I. ETAT DE L’ART

|
4. Impacts des pesticides sur I’environnement et la santé humaine

4.1. Effets sur la santé

De nombreux produits chimiques utilisés comme pesticides agissent comme
perturbateurs endocriniens. Leur nocivité ne se restreint pas aux seules cibles visées
pour I'élimination. Ces substances ont des effets toxiques sur les étres humains et
causent de multiples dommages a I'environnement. Les éléments résultant de leur
décomposition, que ce soient des substances ou des composés moléculaires, peuvent se
propager dans l'air, le sol, les eaux, les sédiments, et méme se retrouver dans la chaine
alimentaire. Leur déplacement entre ces divers compartiments environnementaux
représente un risque variable mais potentiellement significatif pour la santé et les
écosystemes, engendrant des conséquences a court et long terme.

L’intoxication aigué liée & une exposition intense sur une courte période, présentant
des risques tels que des empoisonnements, des problémes cutanés ou des atteintes
oculaires. L’intoxication chronique quant a elle est liée a une durée prolongée mais a
des doses moindres, associée a diverses maladies telles que I'asthme, le diabete,
différents types de cancer, l'infertilité, des anomalies congénitales et divers troubles
neurologiques comme la maladie d'Alzheimer, de Parkinson et I'autisme (Anses, 2016).
La représentation schématique ci-dessous illustre les différentes fagons dont les

pesticides peuvent affecter ’homme par exposition.

Environnement Chaine alimentaire
Alimentation Faune
Habitat
Culture Flore
Jardinage
Elevage
Transferts
inter-compartiments Agriculture
et transformations NG / Elevage

Pesticides

Figure 2. Modes d’exposition de I’homme et des milieux aux pesticides

(Merhi, 2008)
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4.2. Effets sur I’environnement

Les pesticides, conjointement avec la perte d'habitats et le changement climatique,
jouent un réle majeur dans Il'impact sur la diversité biologique. Les conséquences de
I'emploi des pesticides se manifestent principalement a court terme, engendrant une
intoxication directe ou indirecte des étres vivants, une diminution de la disponibilité de
nourriture (comme les insectes et les graines d'adventices), ainsi que des effets néfastes
non létale sur la reproduction et le comportement...

Ainsi ils pourraient provoquer des perturbations et déséquilibre sur les
écosystéemes en impactant entre autres les populations d’abeilles, les insectes
bénéfiques (qui incluent les prédateurs de certains organismes nuisibles), les rongeurs,

les oiseaux et les poissons. (Mahmoud I. et al., 2016).

4.3 Faunes et flores

Les conséquences de l'introduction d'un pesticide dans un écosysteme peuvent se
manifester a diverses échelles biologiques : au niveau des individus et des populations,
des groupes d'especes et des communautés, ainsi que sur l'écosysteme dans sa
globalité. (INRA, 2005). lls peuvent causer des réactions toxiques a court terme chez
les organismes directement exposés, ou engendrer des conséquences a long terme en
altérant I'environnement et les interactions au sein de la chaine alimentaire. (Isenring,
2010). Les pesticides utilisés en agriculture, ont la capacité de diminuer la présence des
mauvaises herbes, pourtant essentielles comme source alimentaire pour diverses
especes. Les herbicides ont le pouvoir de modifier les milieux naturels en altérant la
configuration des plantes, ce qui peut éventuellement entrainer un déclin des
populations (Boatmane et al.,, 2007). De méme, les fongicides éliminent une
proportion significative des populations de champignons qui jouent un réle crucial

dans l'alimentation des plantes.

|
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5. Lutte biologique et etat des connaissances

En agriculture biologique, il existe un sérieux déficit en ce qui concerne la garantie
d'une protection adéquate contre les maladies fongiques et les ravageurs. Cette lacune
constitue un obstacle majeur pour les producteurs (tavelure du poirier et du pommier,
les monilioses du pécher et de I’abricotier, carpocapse des pommes). Cet enjeu entrave
considérablement le développement global de I'agriculture biologique. Les réegles
régissant les produits phytosanitaires cherchent a simplifier I'approbation des produits
phytosanitaires a base d’extraits de plantes, des virus, ainsi que des micro et
macroorganismes. En complément des méthodes classiques de lutte biologique contre
les ravageurs, telles que la lutte inondative ou par conservation, l'utilisation de
I'aromathérapie (qui fait partie de la phytothérapie et implique l'usage des huiles
essentielles) représente une piste prometteuse pour protéger les vergers biologiques,

notamment contre les maladies cryptogamiques.

Les méthodes alternatives a I’utilisation d’insecticides biologiques comme la
phytothérapie ou I’isothérapie, n’ont pas fait I’objet de nombreux essais in vivo. Les
connaissances sur l’effet de ces préparations sont essentiellement empiriques. De
nombreuses recherches et expériences ont été menées dans les secteurs médical et
vétérinaire, et elles ont déja produit des résultats prometteurs. On observe une mise en
pratique croissante de ces découvertes, notamment dans les environnements
hospitaliers ou vétérinaires, comme l'utilisation des huiles essentielles pour traiter les
mammites chez les ruminants. Malgré cela, l'application de I'aromathérapie en
agriculture reste largement sous-développée, méme si les huiles essentielles ont deja
prouvé leur efficacité antifongique sur certains champignons, comme c'est le cas avec

la fumagine.

Diverses recherches ont demontre les différentes capacités biologiques des plantes
aromatiques et médicinales, notamment leur effet antifongique (Soliman et Badeaa,
2002), antibactérien (Magina et al., 2009), antioxydant (Bouzouita, 2008), et

insecticide (Cheng et al., 2009). Ces propriétés suggerent que les huiles essentielles

)
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pourraient étre utilisées comme agents de préservation des aliments. De nombreuses
études ont ainsi indiqué que les extraits de certaines plantes aromatiques peuvent
inhiber la croissance et la toxinogenése de diverses bactéries et champignons

responsables d’infections alimentaires (Amarti et al., 2010).

Chapitre 11. Huiles essentielles comme solution alternative aux

pesticides

L'histoire de l'aromathérapie se découpe en quatre périodes distinctes ou la
compréhension des plantes aromatiques et de leurs usages s'est progressivement
affinée. Initialement, les plantes contenant des essences étaient employées directement,
qu'elles soient intégrées a l'alimentation, macérées, infusées ou décoctées, sans lien
établi entre leurs propriétés thérapeutiques et leur parfum caractéristique. Lorsque
I'intérét thérapeutique des composants odorants a été envisagé, les méthodes
d'utilisation ont évolué vers la combustion, la macération ou l'infusion dans des huiles
végeétales. Par la suite, I'avénement de la distillation a ouvert la voie a I'extraction des

substances odorantes, donnant ainsi naissance au concept d'« huile essentielle (HE) ».

Les huiles essentielles sont définies comme des mélanges naturels complexes de
métabolites secondaires volatils, isolées via I'hydro-distillation ou par expression
mécanique (Kalemba, 2003). Elles proviennent de diverses parties végeétales telles que
les feuilles, graines, bourgeons, fleurs, brindilles, écorces, bois, racines, tiges ou fruits
(Burt, 2004), ainsi que des gommes émanant des troncs d'arbres. De nouvelles
techniques visant a accroitre le rendement de production ont été développees,
notamment I'extraction par dioxyde de carbone liquide a basse température et haute
pression (Santoyo et al., 2005), ainsi que l'extraction assistée par ultrasons ou micro-
ondes (Kimbaris et al., 2006).
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11.1. Composition chimique

Les caractéristiques chimiques de nombreuses huiles essentielles ont été décrites, et
elles présentent des variations dues a divers facteurs tels que le stade de croissance des
plantes, les parties de la plante récoltées, le moment et le lieu de la récolte (Delaquis et
al., 2002 ; Gonny et al., 2004 ; Burt, 2004 ; Boti et al., 2006, Oussou et al., 2009).
Pour analyser leur composition chimique, on utilise généralement la chromatographie
en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-SM) (Salzer, 1977). Au sein d'une méme espece
végétale, I'huile essentielle peut présenter une composition chimique différente, ce qui

conduit a I'existence de races chimiques ou de chémotypes (Daouda, 2014).

Les éléments constitutifs présents dans les huiles essentielles peuvent étre
regroupés en deux catégories en fonction de la facon dont ils sont produits : les
terpénoides et les phénylpropanoides (Buchanan et al., 2000). La diversité
structurelle est plus marquée dans la classe des terpénoides. Parmi les 25 000
terpénoides identifiés en tant que métabolites secondaires, ils proviennent tous du

précurseur isoprénique a cing carbones, 1’isopenténylpyrophosphate.

Les composés chimiques les plus efficaces incluent les phénols tels que le thymol,
le carvacrol et I'eugénol, ainsi que les alcools tels que l'a-terpinéol, le terpinene-4-ol et
le linalool. De plus, les aldéhydes, les cétones et, plus rarement, les terpénes sont
également impliques (Cosentino et al.,1999 ; Dorman & Deans, 2000). Les alcools
ont généralement un effet en dénaturant les protéines, en agissant comme solvants ou
en favorisant la deshydratation. Par ailleurs, les aldéhydes peuvent déclencher des
transferts d'électrons et interagir avec des composés vitaux pour les bactéries, comme
les protéines et les acides nucléiques (Dorman & Deans, 2000). Les huiles essentielles
se composent d'un mélange de composants relevant de trois catégories distinctes : les

terpénes, les composés aromatiques et d'autres variétes de composes.
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a. Terpenes
Les terpénes sont des composés hydrocarbonés constitués en combinant deux ou
plusieurs unités isopréniques, formant ainsi des polymeres de l'isoprene,

représentés par la formule chimique brute (CsHs)n.

=3
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Figure 3. Isopréne (2méthylbuta-1,3-diéne)

Selon le nombre d'unités associées, différents types de terpenes sont
identifiables : les monoterpenes en (Cio); les sesquiterpenes en (Cis); les

diterpénes en (Cxo) ; les triterpénes en (Cao) ; les tétraterpenes en (Cao) et les

polyterpénes.

Les huiles essentielles sont principalement composées de monoterpénes et de
sesquiterpenes, avec peu de présence de diterpénes. Les terpénes affichent une grande
diversité de structures, qu'elles soient acycliques, monocycliques ou bicycliques, et
renferment la plupart des fonctions chimiques des composés organiques. Pour illustrer,
la figure 4 représente quelques structures de monoterpenes et de sesquiterpenes a titre
indicatif.
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Figure 4. Exemple de structures de mono et sesquiterpénes

b. Composés d’origine variée

En général, les mélanges de diverses origines et de faible poids moléculaire qui
peuvent étre extraits lors de [I'hydrodistillation se composent principalement
d'hydrocarbures aliphatiques linéaires ou ramifiés, comportant une variété de

fonctions chimiques.

Pour illustrer, on peut mentionner :

% L'heptane et les paraffines retrouves dans I'essence de camomille.

% Des acides en Cs et Cio.

% Des esters principalement présents dans les fruits : comme l'acétate
de butyle dans les pommes, et I'acétate d'isoamyle dans les bananes.

% Des aldéhydes tels que I'octanal et le décanal provenant des agrumes.

+ Des alcools comme le 1-octen-3-ol contenu dans I'essence de lavande.
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Remarqgue : Il est important de noter que plusieurs éléments variés peuvent
affecter a la fois la qualité et la composition chimique des huiles essentielles.
Parmi ces eléments, on compte l'origine géographique et botanique, les conditions
climatiques, la qualit¢ du sol, I'emplacement géographique des zones de
production, les méthodes agricoles utilisées, ainsi que les procédés et les
conditions employés pour I'extraction et la préservation (telles que le séchage et le
stockage). (Boukhatem, 2014).

11.2. Propriétes des huiles essentielles

Le role physiologique des huiles chez les plantes reste encore largement méconnu.
Cependant, en raison de la grande variété de molécules qu'elles renferment, ces huiles
possédent une gamme étendue de fonctions et de propriétés biologiques diverses
(Valnet, 1984). Ces propriétés sont attribuées a la présence d'une multitude de
composés métaboliques secondaires. Ces derniers sont impliqués dans la protection
contre les parasites pathogenes. On identifie différents groupes de ces composés, tels
que les phénols (simples phénols, acides phénoliques, quinones, flavonoides, flavones,

flavonols, tannins et coumarines), les alcaloides, les terpénoides et les polypeptides.

Les huiles essentielles offrent une vaste gamme de vertus thérapeutiques. La
majorité de leurs composants présentent une action antimicrobienne, ce qui explique
leur utilisation en tant qu'agents antiseptiques. D'autres ont des effets bénéfiques pour
la digestion, agissent comme antispasmodiques, ont des propriétés sédatives ou
favorisent la cicatrisation, entre autres. Ces diverses capacites sont principalement

attribuables aux éléments terpéniques qui les composent.

En outre, plusieurs huiles essentielles démontrent une efficacité contre divers
types de douleurs et sont largement utilisées pour traiter les probléemes inflammatoires
liés aux articulations. Des études ont indiqué un effet anti-inflammatoire pour des
huiles essentielles telles que celles de Protium strumosum, Protium lewellyni et

Protium grandifolium (Siani et al., 1999). Des recherches plus récentes ont identifie
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des propriétés d'inhibition de la lipoxygénase L-1 du soja, qui est un modéle de la
lipoxygénase humaine (5-LO) impliquée dans les processus inflammatoires, pour les
huiles essentielles de Chromoleana odorata et de Mikania cordata (Bedi et al., 2004).
De plus, une étude ultérieure a révélé que les huiles essentielles de Chromoleana
odorata avaient un effet positif sur la fonction de la Cyclooxygénase de la
Prostaglandine H-synthétase (Bedi et al., 2010). Enfin, ces mémes auteurs ont observé
des activités inhibitrices sur la cyclooxygénase pour les huiles essentielles de
Cymbopogon giganteus, Ocimum gratissimum et Eucalyptus citriodora (Bedi et al.,
2003). Ces huiles essentielles ont également été reconnues pour leur capacité a
stimuler et a renforcer les défenses immunitaires chez l'individu (De Sousa et al.,
2004). Dans cette perspective, les huiles essentielles aromatiques sont considérées

comme cytophylactiques, c'est-a-dire qu'elles protegent les cellules vivantes.

D'autre part, certaines huiles essentielles ont des propriétés anti-tumorales et sont
utilisées dans la prévention de certains types de cancers (Mbarek et al., 2007). Par
exemple, I'huile essentielle extraite des graines de Nigella sativa présente une activité
cytotoxique in vitro contre diverses lignées tumorales. Dans des études in vivo, cette
huile limite la croissance des métastases hépatiques et retarde la progression des
tumeurs chez les souris ayant développé la tumeur P815 (Mbarek et al., 2007). De
plus, I'nuile essentielle de Melissa officinalis s'est avérée efficace contre des cellules de
lignées cancéreuses humaines, notamment les cellules leucémiques HL-60 et K562 (De

Sousa et al., 2004).

Les propriétés antifongiques de nombreuses huiles essentielles, telles que celles
de thym, de citronnelle, de cannelle et de Melaleuca alternifolia, ont été documentées
(Burt, 2004). Par ailleurs, I'efficacité des huiles extraites des variétés d'achillée,
Achillea fragrantissima (Barel et al., 1991), A. terefolia (Unlu et al., 2002) et A.
milefolium (Candan et al., 2003), contre la levure pathogéne Candida albicans, a

également été démontrée.
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11.2.1. Activités antimicrobiennes

Les propriétés microbiologiques des plantes aromatiques et médicinales sont
bien documentées. Cependant, la premiére observation de I'effet des huiles essentielles
sur les bactéries remonte a 1881 avec les travaux de Delacroix (Boyle, 1995). Depuis
lors, de nombreuses huiles ont été identifiées comme ayant des propriétés
antibactériennes (Burt, 2004). Leur capacité d'action est considérable, agissant sur un
large éventail de bactéries, y compris celles résistant aux antibiotiques. Elles peuvent
soit tuer les bactéries, soit inhiber leur croissance (Oussou et al., 2009). Leur effet
antimicrobien dépend principalement de leur composition chimique, notamment de la
nature de leurs principaux composés volatils (Sipailiene et al., 2006; Oussou, 2009).
De plus, les huiles essentielles sont efficaces a la fois contre les bactéries Gram positif

et Gram négatif.

Cependant, les bactéries Gram négatif semblent étre moins réceptives a leur
effet, ce qui est directement attribuable a la composition de leur paroi cellulaire (Burt,
2004). Quelques exceptions existent, telles que Aeromonas hydrophila et
Campylobacter jejuni, qui ont été observées comme étant particulierement sensibles
aux huiles essentielles (Wannissom et al., 2005). Néanmoins, parmi les bactéries
Gram négatif, Pseudomonas aeruginosa est réputée étre la moins réactive face aux

extraits de plantes.

c. Activité antibactérienne

L'utilisation des antibiotiques contre les micro-organismes nuisibles est restreinte
en raison de leur potentiel cancérigene, de leur toxicité aigué et des risques qu'ils
posent pour I'environnement, en plus du probleme croissant de résistance bactérienne a
ces traitements. Récemment, la montée de la résistance aux antimicrobiens a motiveé les
chercheurs a explorer de nouvelles substances pour combattre les diverses bactéries
dangereuses pour I'homme (Rudramurthy et al., 2016). Dans cette optique,
l'utilisation des huiles essentielles pour maitriser la propagation des bactéries

pathogenes pourrait s'avérer bénéfique dans la lutte contre différentes maladies
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infectieuses (Mulyaningsih et al., 2010). Plusieurs études ont mis en lumiére I'action
antimicrobienne des huiles essentielles et de leurs composants chimiques (Duschatzky
et al., 2005 ; Lang and Buchbauer, 2012 ; Akhtar et al., 2016).

Les huiles essentielles agissent efficacement contre un large éventail de bactéries,
englobant a la fois les bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Cependant, la
structure de la paroi cellulaire des bactéries a Gram positif les rend particulierement
sensibles a l'effet des huiles essentielles (Raut et Karuppayil, 2014). En revanche, la
constitution de la paroi cellulaire des bactéries a Gram négatif les rend moins
réceptives a l'action de ces huiles. La présence d'une membrane plasmique hydrophile
externe chez les bactéries a Gram négatif empéche la pénétration des molécules
hydrophobes présentes en majorité dans les huiles essentielles a I'intérieur de la cellule.
Cette caractéristique confére aux bactéries a Gram négatif une résistance non
seulement aux huiles essentielles, mais également aux antibiotiques (Lewis et
Ausubel, 2006).

d. Activité antifongique

Les huiles essentielles offrent une possibilité prometteuse pour le développement
de nouveaux remedes antifongiques, que ce soit en utilisant directement leur état pur
ou en dérivant des composés originaux pour améliorer I'efficacité et la sécurité des

traitements thérapeutiques. (Peralta et al., 2015).

Les extraits d'huiles essentielles ou leurs constituants actifs sont aussi utilisés dans
les industries agroalimentaires comme agents antifongiques (Zambonelli et al., 2004).
Par exemple, l'eugénol est reconnu pour son efficacité en tant que composé
antifongique, provoquant des dégats permanents aux cellules de divers types de levures
telles que Candida albicans (Latifah-Munirah et al., 2015), ainsi qu'a plusieurs
champignons tels que Aspergillus ochraceus, A. versicolor, A. niger, A. fumigates,
Trichoderma viride et P. funiculosum (Beatovic et al., 2015). De méme, Papajani et
al. (2015) ont signalé I'efficacité antifongique de I'huile essentielle de romarin contre

les dermatophytes tels que Epidermophyton floccosum, Arthroderma cajetani,
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Microsporum gypseum, Microsporum canis, Trichophyton violaceum, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum et Trichophyton tonsurans, ainsi que contre des

champignons phytopathogenes comme Botrytis cinerea et Pleomorphomonas oryzae.

Les phénols contenus dans les huiles essentielles alterent la capacité des cellules
fongiques a permettre le passage des substances en interagissant avec les protéines
présentes dans leur membrane. Cette interaction entraine une altération de la forme des
cellules et perturbe leur bon fonctionnement, ce qui conduit a la disparition des grosses

molécules et a I'inhibition de la croissance des champignons. (Pramila, et al., 2012).

11.2.3. Activité antioxydante

Ces dernieres années, il est devenu manifeste, grace a de nombreuses études
menées dans divers domaines tels que la physiologie, la pharmacologie, la nutrition et
la transformation alimentaire, que les antioxydants jouent un rdle primordiale dans la
protection des organismes contre le stress oxydatif (Magalhaes et al., 2009). En ce qui
concerne les denrées alimentaires, les antioxydants peuvent étre décrits comme des

substances ayant la capacité de ralentir ou d'empécher le processus d'oxydation.

Les performances des antioxydants ne reposent pas unigquement sur leurs
caractéristiques structurelles, mais également sur divers autres éléments, notamment la
concentration, la température, l'exposition a la lumiere, le substrat utilisé et I'état

physique du systéme.

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles a été développé comme alternative
pour la préservation des aliments, principalement grace a la présence de phénols et de
polyphénols, responsables de cette capacité (Richard, 1992). Certains composés
agissent en interrompant la réaction d'oxydation dans la chaine autocatalytique
(Multon, 2002). D'autres, en revanche, agissent de maniere préventive, retardant
I'oxydation par des mécanismes indirects tels que la liaison avec des ions métalliques
ou la réduction de l'oxygene, entre autres (Madhavi et al., 1996). Des études ont
démontré que l'incorporation directe des huiles essentielles dans les aliments (viandes

hachées, légumes hachés, purées de fruits, yaourts, etc.) ou leur application par
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vaporisation en surface (viandes, charcuteries, volailles, fruits et légumes entiers)
contribuent a protéger les aliments contre I'oxydation (Caillet et Lacroix, 2007, In :
Laib, 2011).

Aujourd’hui, il existe trois méthodes qui sont les plus couramment utilisées pour
la détermination in vitro de I’activité antioxydante qui sont : * Anti-radicalaire DPPH e

Chélation des ions ferreux ¢ Blanchiment du B-carotene.

11.3. Domaine d’application des HE

Les huiles essentielles ont acquis une importance économique significative en
raison de leurs multiples caractéristiques, et leur marché est en croissance constante.
Elles sont largement commercialisées et presentent un vif intérét dans différents
domaines industriels. Par exemple, dans le secteur pharmaceutique, elles sont appréciées
pour leurs vertus antiseptiques, analgésiques, antispasmodiques, apéritives,
antidiabétiques, tandis que dans l'industrie alimentaire, leur activité antioxydante et leur
capacité a aromatiser sont mises en avant. De méme, elles sont trés prisées en

parfumerie et dans le domaine de la cosmétique en raison de leurs propriétés odorantes.

a) Utilisation en pharmacie

Autrefois réservées a la parfumerie et a la médecine, les huiles essentielles sont
désormais omniprésentes dans notre vie quotidienne. Elles se retrouvent dans divers
produits cosmétiques, articles d’hygiéne et huiles aromatiques destinées aux massages
relaxants. De plus, elles sont commercialisées sous forme de mélanges visant a purifier

I'air pollug, suscitant un intérét croissant de la part de I'industrie et de I'agroalimentaire.

On estime qu'il existe environ 3000 types d'huiles essentielles connues, dont
environ 300 présentent un intérét commercial, principalement dans l'industrie des
parfums et des ardmes. Il est crucial de distinguer I'utilisation traditionnelle des huiles
essentielles, ou elles sont directement utilisées a des fins therapeutiques, de leurs
applications par l'industrie pharmaceutique. L'aromathérapie gagne en popularité a

mesure que l'intérét pour l'utilisation des huiles essentielles est de plus en plus reconnu.

&
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La plupart de ces huiles sont aujourd'hui disponibles sans ordonnance médicale, méme

en dehors de tout contrdle médical (Garneau, 2005).

L'industrie pharmaceutique a adopté de plus en plus les huiles essentielles dans une
variété croissante de formats tels que les vaporisateurs, les pastilles, les gélules, les
dentifrices, etc. Ces compositions contenant des huiles essentielles sont conformes a la
réglementation des médicaments a base de plantes. De maniére croissante, ces produits
sont désormais enregistrés en tant que compléments alimentaires, soumis a des
réglementations moins strictes.

Il convient également de souligner I'intérét grandissant de la médecine vétérinaire
pour les huiles essentielles. Leurs propriétés antifongiques et antibactériennes sont de
nouveau mises en avant, notamment depuis que I'Union européenne a restreint
I'utilisation des antibiotiques dans les élevages en 2006. Ainsi, les huiles essentielles
sont aujourd'hui utilisées comme répulsifs ou insecticides, comme agents de
conservation dans I'alimentation animale, et simplement pour le traitement de diverses

affections chez les animaux (Burt, 2004 ; Baser et Buchbauer, 2009).

b) En cosmétologie et parfumerie

Les huiles essentielles sont employées dans le monde entier pour leurs fragrances.
Un exemple emblématique est I'eau de Cologne, dont la recette élaborée par Jean-
Marie Farina au début du 18e siécle incluait principalement des huiles essentielles
d'agrumes (comme la fleur d'oranger, le cédrat et la bergamote) ainsi que des extraits
d'aromates tels que le romarin et le thym, complétés par des essences de fleurs comme
la lavande, la rose double, lI'eau de mélisse et l'extrait de jasmin. Ces huiles,
considérées comme les principaux ingredients des parfumeurs, sont catégorisées selon
leurs senteurs. Par exemple, les huiles essentielles de citron, de bergamote ou de
lavande sont associées a la note la plus éphémeére, nommée la "note de téte". En
revanche, l'industrie de la parfumerie technique, telle que les produits de nettoyage
ménagers et industriels, valorise les huiles essentielles pour leur image écologique, de
propreté et d'antisepsie, les utilisant en grandes quantités a des codts relativement bas

(Garneau, 2005). C'est pourquoi, dans le domaine de la cosmétologie, I'utilisation des

=



PARTIE I. ETAT DE L’ART

huiles essentielles reste privilégiée pour leurs subtilités, alors que la parfumerie
technique se tourne de plus en plus vers les produits de synthese en raison de leur codt
et disponibilité constants (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012 in Deschepper,
2017).

C) L’aromathérapie

Il s'agit d'une méthode de soin alternative ou l'usage des huiles essentielles occupe
une place significative en raison de leurs nombreux effets thérapeutiques. Elles sont de
plus en plus intégrées dans différentes branches médicales telles que la podologie,
I'acupuncture, la masso-kinésithérapie, I'ostéopathie, la rhumatologie et méme dans les
domaines esthétiques (Sallé, 1991, in Ouis, 2015).

d) Agro-alimentaire

En raison de leurs qualités antiseptiques et aromatiques, les huiles essentielles sont
couramment utilisées dans la cuisine au quotidien (comme l‘ail, le laurier, le thym,
etc.). Elles sont également trés appréciées dans la fabrication de boissons anisees, telles
que le kimmel, ainsi que dans la confiserie pour la création de bonbons et de
chocolats. Leur capacité antioxydante leur permet de préserver les aliments en
empéchant la formation de moisissures, comme c'est le cas par exemple pour la

conservation du smen grace au thym et au romarin. (Teissedre et al., 2000).

e) En Agriculture

L'exploitation des huiles essentielles dans le domaine agricole est inchoative mais
promet un essor certain. Actuellement, les réglementations en vigueur encouragent
vivement la création de pesticides d'origine naturelle en remplacement des méthodes
chimiques. Les huiles essentielles font I'objet de multiples expérimentations, ciblant les
insectes, les champignons, les bactéries, les mauvaises herbes et méme la préservation

des semences.

Certains pays européens commercialisent déja des produits dérivés des huiles
essentielles. Par exemple, I'huile essentielle de clou de girofle (Syzygium aromaticum

L.) est recommandée pour lutter contre les affections altérant la conservation des

&
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pommes et des poires. La menthe verte (Mentha spicata L.) est utilisée pour freiner la
germination des pommes de terre. Quant a I'orange douce (Citrus sinensis L.), elle est
proposée comme reméde contre diverses maladies et insectes (mildiou, oidium, rouille

blanche, cicadelles, aleurodes...).

La mise sur le marché de nouveaux produits a base d'huiles essentielles prend du
retard a cause d'une réglementation complexe. Leur approbation est soumise aux normes
régissant les produits phytosanitaires, exigeant la démonstration de leur efficacité et de
leur innocuité. Dans le cadre de l'agriculture biologique, [l'utilisation des huiles
essentielles nécessite également leur inclusion dans une liste dite "positive™ des produits

autorisés. (Furet, 2013 ; Chavassieux, 2014, in : Deschepper, 2017).

11.4. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits sans risque, malgré leur origine
naturelle. Il est important de comprendre que leur caractére naturel ne garantit pas leur
innocuité pour le corps humain. Il est essentiel de considérer I'équilibre délicat entre
leur efficacité et leur potentiel toxique, car toute substance thérapeutique active peut
présenter des risques de toxicité.

La toxicité des huiles essentielles dépend étroitement de leur composition
chimique, comme les composés polyinsaturés (cétones, lactones et phénols) qui sont

plus toxiques que d'autres (In : Deschepper, 2017).

11.4.1 Dermo-causticite

Les huiles essentielles contenant une forte concentration de phénols, d'aldéhydes
aromatiques et de terpenes peuvent causer de l'irritation sur la peau et les muqueuses. Il
sera recommande de les diluer systématiquement avec une huile végétale (20% d'huile
essentielle dans 80% d'huile végétale) avant de les utiliser sur des zones spécifiques du

corps (Bruneton, 2009).
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11.4.2. Photosensibilisation

La photosensibilisation se manifeste par une augmentation de la réactivité de la
peau aux rayons du soleil, en particulier aux rayons ultraviolets, entrainant des
rougeurs cutanées pouvant favoriser le développement du cancer. Tous les extraits
provenant des écorces des agrumes tels que le citron, I'orange, la mandarine, le citron
vert, le cédrat, le pamplemousse et le combawa peuvent présenter un danger de
photosensibilisation aprés leur utilisation suivie d'une exposition au soleil. 1l est donc
fortement déconseillé de les utiliser avant ou dans les 48 heures suivant une exposition
solaire (Roux, 2011).

11.4.3. Risques allergiques

Les lactones sesquiterpéniques, l'aldéhyde cinnamique, les phénylpropanoides et
les hyperoxydes représentent les principaux composés responsables des réactions
allergiques, dont I'impact varie selon la sensibilité individuelle du patient. Méme les
huiles essentielles destinées a apaiser les réactions allergiques peuvent, sur une
utilisation prolongée, déclencher des réactions allergiques chez les personnes
hypersensibles, telles que la Mentha piperita (menthe poivrée), la Salvia officinalis
(sauge officinale), toutes les especes de lavandes et de lavandins (Lavandula sp.), ainsi
que la Melissa officinalis (mélisse). Cela souligne I'importance de ne pas utiliser
continuellement une huile essentielle, sous peine de déclencher éventuellement une

réaction d'intolérance.

En pratique, il est recommandé de réaliser un test simple en appliquant deux
gouttes de I'huile essentielle envisagee dans le pli du coude, puis d'observer toute
réaction allergique pendant vingt minutes. Pour les huiles potentiellement plus
allergénes, il peut étre judicieux d'étendre ce test sur vingt-quatre heures en cas de

sensibilisation retardée (Marinier, 2009).

=
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11.4.4. Hépatotoxicite

Des quantités élevées de phénols pendant une période prolongée peuvent affecter
les cellules du foie, en particulier le carvacrol qui est le plus nocif. Les
pyrannocoumarines (Ammi visnaga) peuvent également étre dommageables pour le
foie. 1l est recommandé de limiter l'utilisation de fortes doses a une durée maximale de
dix jours. Pour des traitements plus longs, il est préférable d'utiliser des doses faibles.
Il est egalement important d'incorporer des huiles essentielles hépatoprotectrices telles
que la carotte cultivée (Daucus carota), le citron jaune (Citrus limon) et la menthe
poivrée (Mentha piperita). Il convient de noter le potentiel cancérogene et génotoxique
de l'estragole a fortes doses, présent notamment dans les huiles essentielles d'estragon
(Artemisia dracunculus) et de basilic exotique (Ocimum basilicum var. basilicum),

deux types d'huiles essentielles largement utilisées (Franchomme et al., 2007).

11.4.5. Nephrotoxicité

La consommation prolongée par voie orale des huiles essentielles riches en
monoterpénes tels que le pinéne et le camphéne peut provoquer une inflammation et
des dommages aux néphrons. Il est recommandé d'éviter ces huiles essentielles, en
particulier celles provenant des Pinus sp (toutes les variétés de pins), des Abies sp
(toutes les variétés de sapins), des Juniperus sp (toutes les variétés de genévriers), ainsi
que le Santalum album (santal blanc de Mysore), en cas de probléemes rénaux ou

généralement chez les personnes agées (Pacchioni, 2014).

11.4.6. Neurotoxicité et risques abortifs

Les huiles essentielles d'Absinthe, d'Armoise, de Cedre, d'Hysope, de Sauge
officinale, de Thuya, de Menthe poivrée, etc., ne doivent pas étre utilisées en présence
d'antécédents d'épilepsie, chez les personnes agées souffrant de troubles nerveux et
chez les enfants de moins de 7 ans. La nocivitée neurologique est due a la forte affinité
des cétones pour les graisses, ce qui peut conduire a la traversée de la barriére hémato-
encéphalique, a la destruction des gaines de myéline et a des perturbations électriques

des neurones, entrainant une excitation suivie de dépression. De plus, les huiles
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essentielles contenant des cétones peuvent provoquer des avortements en raison de leur
effet tonique sur l'utérus. Par conséquent, elles sont totalement déconseillées pendant la

grossesse (Pierron, 2014).

11.5. Méthodes d’extraction des Huiles essentielles et d’identification de leurs

COMpPOSEs

I1.5.1. Méthodes d’extraction
Plusieurs techniques sont utilisées pour extraire les substances des plantes, et cette
variété découle de la diversité des éléments de base ainsi que de la grande sensibilité

de certaines de leurs composantes.

A. Extraction par hydro distillation

En 1891, Garnier a suggéré cette technique d'extraction, qui demeure la méthode
prédominante pour extraire les huiles essentielles (HE), permettant leur séparation a
I'état pur et garantissant des rendements accrus. Ce procede implique d'immerger
directement la matiére végétale dans un ballon d'eau chauffée a ebullition, ou les
vapeurs hétérogenes se condensent sur une surface froide, permettant ainsi la
séparation des huiles essentielles grace a leurs différences de densité. (Bruneton,

1993 : In : Laib, 2011). C’est la méthode adoptée dans cette thése.

B. Extraction par solvants organiques

La méthode la plus couramment utilisée demeure I'extraction a l'aide de solvants
organiques volatils. Les solvants les plus frequemment employés a ce jour incluent
I'nexane, le cyclohexane, I'éthanol, de maniere moins répandue le dichloromethane et
l'acétone (Legrand, 1993 ; Dapkevicius et al., 1998 ; Kim et Lee, 2002). La
limitation d'utilisation de cette méthode repose sur ses codts éleves, les risques de
sécurité et de toxicité, ainsi que les réglementations environnementales en vigueur pour

la préservation de I'écosystéeme. (Lagunez Rivera, 2006 : In : Laib, 2011).
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C. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce processus d'extraction, les plantes sont exposées a la vapeur sans étre
préalablement immergées. Les vapeurs chargees en éléments volatils sont ensuite
refroidies pour étre séparées et récupérées. La vapeur est introduite a la partie
inférieure de I'alambic. (Richard et Peyron, 1992 : In : Laib, 2011).

I1.5.2. Méthodes d’identification des constituants des huiles essentielles

Le moyen le plus précis et complet pour caractériser une huile essentielle reste
I'analyse chromatographique en phase gazeuse (CPG). Elle est généralement
accompagnée d'une méthode d'identification spectrale, comme la spectroscopie de
masse (SM) ou, parfois, la spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier (IRTF).
Cette méthode est souvent préférée pour examiner régulierement un échantillon dont
les composants ne posent pas de défis majeurs en matiéere d'identification (Joulain,
1994).

A. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) représente une technique de
séparation analytique adaptée aux gaz ou substances pouvant étre vaporisés par
chauffage sans se décomposer. Elle demeure largement préférée en raison de sa
capacité a séparer efficacement les constituants a partir d'échantillons de trés petite
taille, allant de Il'ordre du milligramme voire du microgramme. Ce processus de
séparation se déroule au sein de colonnes capillaires dotées d'une capacité de
résolution élevée, particulierement bien adaptées aux mélanges volatils complexes
(Arpino et al., 1995 : In : Benabdallah, 2017). La CPG fonctionne sur la base du
partage du composeé analysé entre une phase gazeuse mobile et une phase immobilisée

(liquide ou solide) sur la surface d'un support inerte (Skoog et al., 2003).
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B. Le couplage Chromatographie phase gazeuse/Spectrométrie de masse
(CPG/SM)
Dans le domaine spécifique des huiles essentielles, la méthode privilégiée actuellement
est le couplage entre la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse
(CPG/SM) (Longevialle, 1981 ; Constantin, 1996). Cette technique permet de separer
et danalyser simultanément les divers composants d'un mélange complexe. Pour
I'analyse des huiles essentielles, le spectrométre de masse utilise deux approches
d'ionisation : l'ionisation par impact électronique (IE) et I'ionisation chimique (IC). Ce
dernier mode comprend deux variantes : l'ionisation chimique positive (ICP) et

I'ionisation chimique négative (ICN).
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Chapitre I11. Monographie des plantes étudiées

A.Cas de I’huile essentielle d’Eucalyptus : Eucalyptus globulus
1. Géneralités

Le genre Eucalyptus est originaire d'Australie et de Tasmanie. De nos jours, il est
cultivé dans diverses régions subtropicales telles que I'Afrique, I'Asie (notamment la
Chine, I'Inde, I'Indonésie), I'Amérique du Sud, ainsi que dans certaines parties de

I'Europe méridionale et des Etats-Unis (Bouamer, 2004).

En 1850, les Frangais ont introduit plusieurs espéces d'Eucalyptus en Algérie,
notamment I'E. globulus Labill., I'E. viminalis, I'E. Robusta Sm., I'E. rostrata SchL, etc.
Ces arbres étaient reconnus pour assécher les marais, éliminer les Anopheéles et réduire
le paludisme. Cependant, au fil du temps, il a été observé gu'ils avaient une croissance
rapide et produisaient rapidement du bois utilisé comme matériau de construction, du
bois de chauffage et des traverses de chemin de fer, ce qui a entrainé leur propagation
rapide (Chevalier, 1952).

Entre les années 1960 et 1970, le reboisement avec des eucalyptus a été effectué
principalement dans I'Est algérien (El-Kala, Annaba, Skikda), le centre (Tizi-Ouzou,
Bainem) et I'Ouest (Mostaganem), dans le but de répondre aux besoins nationaux en

produits ligneux et en papier (Belkou, 2005 ; Goetz et al., 2012).

2. Position systématique

La classification de [’Eucalyptus globulus est représentée dans le tableau n°1. Les
noms vernaculaires comme : Calitouss, Calibtus ou Kafor sont les plus populaires en

Algérie et sont utilises dans différentes régions du pays.
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Tableau 1. Classification d’Eucalyptus globulus (Ghidira et al., 2008).

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espéce Eucalyptus globulus

3. Description botanique d'Eucalyptus globulus

L'Eucalyptus, appartenant a la vaste famille des Myrtacées comprenant 72 genres
et 300 especes, se distingue par ses grands arbres aromatiques. Leur hauteur peut
atteindre jusqu'a 100 metres, bien que la moyenne se situe généralement entre 40 et 50
metres, avec un diamétre moyen d'environ 1,5 meétre (Bey Ould-Si-Said, 2014 ;
Chibah et al., 2018). Cette plante est reconnue mondialement sous le nom de gommier
bleu de Tasmanie (Kermiche et Chougui, 2014), et elle se caractérise par sa
croissance rapide. Le tronc presente une écorce basale sombre et rugueuse, tandis que
sa partie supérieure est lisse et de couleur gris cendré, s'exfoliant en longs lambeaux
souples et parfumés ; il est également doté de lenticelles contenant une résine

balsamique et un bois de teinte rouge (Goetz, 2008).
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Figure 5. Eucalyptus globulus

La plupart des variétés d'Eucalyptus possedent des feuilles persistantes
recouvertes de glandes contenant de I'huile. Ces feuilles ont des formes généralement
étalées, longues, Iégérement inclinées a la base, et sont presque pointues ou légérement
arrondies, mesurant entre 3 et 6 cm de large (Kermiche et Chougui, 2014). Les fleurs
varient en apparence selon I'espéce, allant du blanc et pouvant étre soit isolées soit
regroupées par 2 ou 3 dans une forme réguliére (Figure 6). Les fruits sont souvent
larges mais parfois trés petits, contenant des graines brunes d'une longueur moyenne de
2 a 3 mm (Kermiche et Chougui, 2014). Une des caractéristiques exceptionnelles de
cet arbre réside dans sa capacité a absorber rapidement l'eau du sol ou il pousse,

asséchant efficacement les marais gqu'il colonise (Chibah et al., 2018).

Figure 6. Fleurs d’Eucalyptus globulus

E
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4. Huile essentielle de ’Eucalyptus

La famille des Myrtacées, tout comme d'autres familles de plantes médicinales, se
distingue par sa grande production d'huile. Les Eucalyptus sont particulierement
remarquables pour les tanins, les résines et les huiles essentielles qu'ils renferment dans
leurs feuilles, leurs tiges et méme leur écorce, offrant ainsi des applications médicales
trés significatives (Bigendako, 2004). Dans I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus,
on retrouve environ 70% d'eucalyptol (1,8-cinéole), reconnu comme le composé
prédominant dans plusieurs especes d'Eucalyptus telles que E. viridis et E. salubris,
entre autres (Sroka, 2005). Cette huile essentielle présente une consistance liquide,
avec une teinte jaune a jaune pale, et dégage une odeur puissante de 1,8-cinéole. Les
principaux constituants de I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus ont été définis par
la norme AFNOR NF T75-225 (voir Tableau 2).

Tableau 2. Spécifications physico-chimiques de I'HE d'Eucalyptus globulus

Huiles essentielles crues Huiles essentielles rectifiées
Constituants
Broyées en vert Traditionnelles T0% a 75 % 80 % a 85 %

minimum % 10 10 traces traces
a-pinéne

maximum % 20 22 20 12

minimum % 2 1 2 2
Limonéne

maximum % 4 8 15 15
Cinéole-1.8 minimum % 48 58 T0 a0

minimum % 1 1 1 1
Para-cyméne

maximum % 3 5 6 10

minimum % 1 1 traces traces
Trans-pinocarvéol

maximum % 4 5 10 6

minimum % 6 1 — —
Aromadendréne

maximum % 10 5 traces traces

minimum % 0.5 0,5 —_ —_
Globulol

maximum % 2.5 1.5 traces traces
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5. Propriétés de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus
a. Propriétés thérapeutiques
L'Eucalyptus est largement utilisé parmi les plantes médicinales pour apaiser la fiévre
et divers maux tels que la toux. L'huile essentielle d'Eucalyptus globulus posséde
plusieurs propriétés : elle agit comme un antiseptique pour les voies respiratoires, un
expectorant et un analgésique (Kehrl et al., 2004). Elle peut étre utilisée a la fois en
interne et en externe, offrant des effets décongestionnants, hypoglycémiants, et
favorisant la détoxification des toxines diphtériques et tétaniques. Elle présente
également des propriétés antimicrobiennes contre les bactéries Gram+, antifongiques et
anti-inflammatoires. De plus, elle améliore les performances respiratoires, agit comme
un mucolytique et un antispasmodique bronchique, tout en ayant des effets fébrifuges.
Son fort tropisme broncho-pulmonaire contribue a assécher efficacement les voies

respiratoires.

Les vertus médicinales de I'Eucalyptus sont principalement dues a sa teneur en
eucalyptol, également connu sous le nom de 1,8-cinéole, présent dans ses feuilles. Le
1,8-cinéole s'est avéré efficace pour réduire la quantité de corticostéroides utilisée par
les personnes asthmatiques (Juergens, 2003) et pour lutter contre les symptdémes du
rhume (Tesche et al., 2008). Cette huile posséde un effet rafraichissant sur la
température corporelle et est largement utilisée dans diverses applications
pharmaceutiques pour ses multiples bienfaits sur les voies respiratoires. Elle facilite
I'¢limination des sécrétions bronchiques, agit comme un agent antiseptique contre les

bacteéries et les virus (Tesche et al., 2008).

L'efficacité de I'huile essentielle dépasse celle du 1,8-cineol utilise seul. Une partie
de cette huile essentielle est excrétée par les reins et l'urine, agissant contre des
bactéries telles qu'Escherichia, Proteus, Staphylococcus aureus, entre autres. Son effet
expectorant est le résultat d'une stimulation directe des cellules qui produisent du
mucus dans les bronches. De plus, son action antispasmodique a été confirmée dans
son action antitussif (Boukef , 1986 ; Grover et al., 2002; Tohidpour et al., 2010).
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b. Activité antioxydante
De nombreuses recherches ont signalé que I'huile essentielle d'eucalyptus posséde
des propriétes antioxydantes en raison de la présence d'eucalyptol (1,8 cinéole). Selon
I'étude menée par Mishra et al., (2010), I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus
démontre une capacité antioxydante significative, avec un taux de neutralisation du
radical DPPH de 79+0,82% a une concentration de 80% (V/V). D'aprés Noumi et al.,
(2011), cette huile se distingue par une forte activité antioxydante, grace a sa

concentration élevée en cinéole (95,61%).

c. Activité insecticide

Les recherches ont démontré [I'efficacité insecticide de [I'huile essentielle
d'eucalyptus contre différentes especes. Par exemple, a une concentration de 40
mg/mL, elle a montré un effet a 100% sur les larves de L. longipalpis (Marciel et al.,
2010). De plus, une DL50 de 2000 ppm de I'huile essentielle d'E. globulus a été jugée
efficace contre Aphis gossypii. En 2008, Mareggiani et al. ont attribué cette action
insecticide a un métabolite secondaire, le 1,8 cinéole, constatant une mortalité de 55 a
100 % dans I'heure suivant I'application, augmentant a 84 a 100 % apres 24 heures. Ces
observations ont été corroborées par d'autres études, telles que celles menées sur
Anoplura : Pediculidae (Yang et al., 2004), Ceratitis capitata (Clemente et al., 2006)
et Rhopalosiphum padi (Hemiptera: Aphididae) (Hamroui et Regnault-Roger, 1997).
De plus, Zunino et al. (2012) ont rapporté une DL50 allant de 0,4 a 0,84 pul/cm2 pour
Sternechus pinguis (Fabricius) et Rhyssomatus subtilis Fiedler (Coleoptera:
Curculionidae). Une toxicité par contact sur les larves de Musca domestica a été
observée, avec une DL50 comprise entre 2,73 et 0,60 uL/cm2, engendrant un temps
Iétal de 1,7 a 6 jours. Enfin, le traitement par fumigation a montré des résultats de 66.1

et 50.1 uL/L pour 24 et 48 heures, respectivement (Kumar et al., 2012).
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v Cas de I’huile essentielle de Lavande : Lavandula angustifolia

1. Généralités

Depuis l'antiquité, les lavandes ont été utilisées pour leurs propriétés antiseptiques,
apaisantes et leurs parfums (Cavanagh et Wilkinson, 2002). Le terme "lavande™ est
dérivé du mot latin "lavare", qui signifie laver, évoquant ainsi l'idée de propreté
associée a la plante. Malgré des similitudes et des confusions botaniques, des écrits
témoignent de Il'utilisation ancienne de différentes lavandes telles que la lavande fine,
la lavande vraie ou lavande officinale (L. angustifolia, anciennement L. vera ou L.
officinalis), la lavande aspic (L. latifolia, anciennement L. spica) et le lavandin (L. x
intermedia). Les Grecs et les Romains les employaient pour parfumer et purifier les
bains (Upson et al., 2004), et attribuaient a ces plantes des propriétés bénéfiques
contre la bronchite et les troubles intestinaux (Lis-Balchin, 2002).Durant le Moyen-
age, la lavande était un composant du vinaigre des quatre voleurs. Selon la lIégende, ce
vinaigre aurait permis a des brigands de dépouiller les victimes de I'épidémie de peste
du 17éme siecle dans le sud de la France sans contracter la maladie. Les principaux
producteurs d'huile essentielle de lavande fine en 2012 étaient la France avec 47
tonnes, la Bulgarie avec 85 tonnes et la Chine avec 40 tonnes. (Les synthéses de
France Agri Mer, 2013).

2. Position systématique
La classification de la lavande est représentee dans le tableau n°3 (Quezel et
Santana, 1963).
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Tableau 3. Classification de la lavande (Quezel et Santana, 1963)

Régne

Sous régne
Embranchement
Sous embranchement
Classe

Sous classe

Ordre

Famille

Genre

Espéce

3. Description botanique

Plantes

Plantes vasculaires
Spermaphytes
Angiospermes
Dicotylédones

Dialypétales
Lamiales
Lamiacées
Lavandula

Lavandula angustifolia

La lavande est un sous-arbrisseau vivace a croissance basse, reconnaissable par ses

feuilles linéaires et persistantes portant des épis au bout de ses tiges, sa hauteur peut

atteindre 1 métre et ses fleurs d'un ton bleu pourpre a violet, sont les parties les plus

parfumées de la plante (Morigane). La Figure 2 présente la structure morphologique de

la Lavandula.

Figure 7. Fleurs de Lavande

E
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4. Usage et propriétés des HE de la lavande

La fabrication des essences aromatiques par les végétaux représente un intérét
économique considerable. En 2006, le marche des Plantes a Parfum Aromatiques et
Médicinales (PPAM) s'élevait a 85 millions d'euros (ONIPPAM, 2006). Parmi ces
plantes, la lavande (L. angustifolia) est largement reconnue et récoltée depuis des
siecles pour ses multiples utilisations, allant de la parfumerie a la médecine. Les huiles
essentielles (HE) de lavande ont été décrites dans des ouvrages depuis I'Antiquité et le
Moyen Age. Les anciens Egyptiens utilisaient les fleurs dans le processus de
momification, tandis que la médecine chinoise traditionnelle les employait pour traiter
divers maux tels que l'infertilité, les infections, I'anxiété et la fievre. Les Romains et les
Africains I'employaient pour parfumer les bains et pour I'entretien du linge, tandis que
I'armée romaine l'utilisait comme agent desinfectant. Dans la médecine arabe, elle était
utilisée pour les problemes rénaux et gastro-intestinaux. De plus, la lavande a toujours
été traditionnellement utilisée comme plante aromatique, en cuisine, a des fins

décoratives et cosmétiques (Maganga, 2004).

Actuellement, la lavande est communément employée pour créer des parfums, dans
I'industrie de la fabrication de savons et de lessives. Elle est également utilisée en
herboristerie et en aromathérapie, étant reconnue comme une plante médicinale en
raison des effets bénéfiques de son huile. Son essence est préconisée pour soulager la

dépression, la fatigue et I'hypertension (Chu et Kemper, 2001).

En effet, cette plante est employée pour guérir des blessures et des bralures
mineures, et elle présente des propriétés calmantes, antibactériennes, antifongiques et
antidépressives (Cavanagh et Wilkinson, 2002), ainsi qu'un effet anti-inflammatoire
(Sosa, Altinier et al., 2005). Elle est également utilisée comme antispasmodique et
désinfectant. Son huile essentielle est préconisée pour lutter contre les infections du
cblon, possédant des caractéristiques antimicrobiennes et anti-cancérigénes (Goren et
al., 2002), ainsi que des vertus anxiolytiques, analgésiques, antioxydantes, anti-

inflammatoires et insecticides (Chu et Kemper, 2001). En Algérie, la Lavande est
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couramment utilisée pour traiter les toux, les migraines et les problemes d'estomac. Ses

bouquets trés parfumés sont disponibles des le mois de février (Zergui, 2006).

5. Proprietés medicinales

La lavande possede diverses applications thérapeutiques contre plusieurs affections
telles que les spasmes, l'insomnie, les maladies infectieuses et les problémes
respiratoires tels que I'asthme, la bronchite et la tuberculose. Son utilisation peut se
faire a travers une infusion ou en employant ses huiles essentielles qui renferment une
concentration élevée de Linalol et d'acétate de linalyl. Sa faible toxicité en fait une

huile essentielle largement utilisée en toute sécurité (Iserin, 2001).

Les caractéristiques curatives et le parfum des huiles essentielles extraites de la
lavande sont principalement associés aux composés chimiques volatils de la famille
des terpenes. Les monoterpénes et les sesquiterpénes sont responsables du parfum
distinctif de la lavande (Flores, Blanch et al,. 2005) et conferent a ces huiles leurs
propriétés bénéfiques. La proportion des principaux terpenes présents dans I'huile
essentielle est un critere crucial pour évaluer sa qualité (AFNOR, 1996) et influence le
choix d'une variété spécifique par les herboristes ou les industriels (Grayer, Kite et
al., 1996).

A titre d'exemple, le lavandin (L. x intermedia Emeric ex Loisel), résultat d'un
croisement naturel entre L. latifolia et L. angustifolia, offre un rendement de
production d'huile essentielle supérieur a celui de son parent L. angustifolia, ce qui en
fait une option privilégiée dans l'industrie. Cependant, son huile essentielle contient
une quantité significative de camphre, un monoterpéne, ce qui la rend moins attrayante

pour les parfumeurs.
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Notre expérimentation a été menée a la fois au laboratoire de Phytopathologie

de I’Institut National de Protection des Végétaux (INPV) de la wilaya d’El-Tarf pour
tout ce qui concerne les différentes activités biologiques des huiles essentielles et au
laboratoire de Phytochimie de I'Université Chadli Bendjedid (EI Tarf) pour tout ce qui
concerne I’identification et I’isolement des agents pathogénes sur lesquels nous avons

travaillé ainsi que I'extraction des huiles essentielle étudiées.

1. Présentation du site d’échantillonnage « SERAIDI »

Seraidi est une commune située au nord de la wilaya d'’Annaba, perché a une

altitude de 850 meétres sur les montagnes du massif de I’Edough, a une distance de 13.3

kilometres d'Annaba.
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Figure 8. Localisation géographique de la commune de Seraidi

La région de Seraidi est connue pour sa richesse faunistique et floristique faisant
d’elle un réservoir de plantes qui peuvent étre utilisées dans plusieurs domaines, sans
oublier son éloignement des points de pollution ce qui nous a poussé a la choisir
comme zone d’échantillonnage pour nos plantes a savoir : Eucalyptus globulus et

Lavandula angustifolia.
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1.1. Echantillonnage

Les plantes d’Eucalyptus et de Lavande ont été récoltées durant la période
Décembre-Avril, 2019, a partir de différentes stations de la commune de Seraidi,
Annaba (Nord-Est Algérien). Fraichement collectées, elles ont été séchées a I’ombre
dans un endroit sec et bien aéré a I’abri de I’humidité en vue de leur utilisation future

dans le processus d'extraction de I’huile essentielle.

2. Extraction de I’huile essentielle
2.1. Description du dispositif d'extraction
L’appareil employé pour I’hydro-distillation est de type Celevenger, il se compose
d’un chauffe-ballon, qui assure une répartition homogeéne de la chaleur dans un ballon
en verre pyrex contenant 10g de feuilles séchées et 100ml d’eau distillée, d’une
colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant), ainsi qu’un collecteur en verre
pyrex recueillant les extraits de la distillation. L’huile essentielle extraite apres environ

2 heures d'ébullition est préservée a une température de 4°C dans des petits flacons en

verre ombré hermétiquement fermé, conformément aux normes de 1’ISO 9235

(Photol).

Photo 1. Représentation de I’hydro distillateur (photo personnelle)

E
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2.2. Détermination de la cinétique et du rendement d’extraction

Afin d'analyser la cinétique d'extraction de I'huile essentielle a partir des feuilles
de Lavandula angustifolia et d'Eucalyptus globulus a I'état sec, nous avons collecté
des quantités d'huile essentielle a des intervalles de 10 minutes, allant de 0 a 90
minutes. Ces quantités d'huiles essentielles récupérées ont été utilisées pour calculer le
rendement a chaque intervalle de temps. Ce rendement est exprimé en pourcentage,

conformément a la formule suivante (Afnor, 1986) :

[ RH (%) =M’/M x 100 ]

e RHE : rendement en huile essentielle ;
e M’ : masse d’huile essentielle, en gramme.

e M : masse de la matiére végétal seche (10g).

3. Caractérisation des huiles essentielles par Chromatographie gazeuse

couplée a la spectrophotométrie de masse (GC-MS)

Le principe de séparation repose sur une différence de distribution des
composés constitutifs d'un mélange entre deux phases distinctes : la phase mobile et la
phase stationnaire (imprégné dans la colonne). Lorsque les composants du mélange
sont introduits dans la colonne et poussés par le gaz vecteur, ils interagissent de
maniere différente avec la phase stationnaire. Par conséquent, leur progression dans la
colonne se déroule a des vitesses différentes, induisant ainsi la séparation de ces
derniéres. Un dispositif de détection approprié situé a la sortie de la colonne permet de
produire un signal qui est enregistré sous forme de "pics chromatographiques”
(Messaoud et al., 2012).

La technique de spectrometrie de masse implique la conversion de molécules
depuis leur état naturel vers des ions gazeux afin de déterminer leur masse moléculaire

en analysant le rapport entre leur masse et leur charge, représenté par lI'abréviation m/z.

&
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Les deux HEs ont été soumis a une analyse chimique a l'aide d'un
chromatographe en phase gazeuse couplé a la spectrométrie de masse (GC/MS) équipé
d'une colonne capillaire HP-5MS de 30 metres de longueur et 0,25 mm de diamétre
avec une épaisseur de film de 0,25 pum, un détecteur réglé a 200°C et alimenté par un
mélange H2/Air-gaz et un injecteur réglé a 275°C. Le mode d'injection étais fractionné
(taux de fuite : 1/50) et I'nélium pur a été employé comme gaz vecteur avec un débit de
0,5 ml/m.

La température de la colonne est programmeée de 50 a 250°C a 4°C/min. Le
volume d'injection est de 2 ml et la spectrométrie de masse (SM) a été réalisée a 1
balayage s avec une tension ionisante de 70 eV et une température de source d'ions de
2508. Les composants ont éte identifiés en comparant leurs indices de rétention avec
une série homologue de C9-C24 n-alcanes et ceux des standards authentiques
(Messaoud et Boussaid, 2011).

L’analyse chromatographique a ¢té effectuée au laboratoire de Biotechnologie
des Plantes a I’Institut National des Sciences Appliquées et Technologie (INSAT)

Tunisie.

4. Evaluation des activites biologiques

4.1. Activité antifongique

L'évaluation de l'activité antifongique s'est déroulée avec deux méthodes
distinctes. D'une part, la méthode de dilution en milieu solide a été employée pour
évaluer les taux d'inhibition. D'autre part, la méthode en milieu liquide, qui a permis de
déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI), correspondant au seuil ou
aucune croissance de moisissure n'est déetectée, et les concentrations minimales
fongicides (CMF). (Alcamo, 1984).

4.1.1. Origine et choix de la souche fongique

Le champignon étudié dans ce travail est Fusarium roseum, agent pathogene
responsable de la fusariose du blé, qui a été isolé a partir des lésions développées sur
les épis prélevées dans un champ de céréale et qui nous a été fourni par I'INPV

d’ELTAREF- Algérie.
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Le genre Fusarium joue un rdle économique crucial, englobant plus de 50
especes de champignons filamenteux non pigmentés (hyalohyphomycetes). Ce genre
est largement répandu dans I'environnement, étant présent partout, cosmopolite,
opportuniste et se nourrissant de matiéres organiques dans le sol et les plantes
(Bastides, 2010), a la surface des végétaux, la poussiere de 1’air et les eaux marines
(Swathi et al., 2013). Les différentes especes de Fusarium se trouvent egalement dans
la mycoflore habituelle des produits de base tels que le riz, le haricot, le soja et d'autres
cultures (Pitt et al., 1994).

Ce type de champignon se développe principalement sur des milieux de culture
tels que le Sabouraud et le milieu PDA, a des températures variant entre 22 et 37°C.
Les colonies sont d’un aspect duveteux ou cotonneux, et leur couleur varie selon
I’espéce (blanche a créme, jaune brunatre, rose, rouge, violet ou lilas).
Microscopiquement, les Fusarium sont caractérisés par un thalle végétatif naissant des
conidiophores courts et généralement ramifiés. Ce dernier porte des phialides qui
permettent la production des conidies, par des sites de bourgeonnement unique
(monophialide) localisé a I’extrémité d’un col allongé (cas observé chez F. solani) ou
court et trapus (comme chez F. oxysporum). Pour d’autres espéces, on observe la
présence de multiples sites de bourgeonnement (polyphialides) (Chabasse et al.,
2002).

» Classification du genre Fusarium

Les Fusarium appartiennent au regne des : Fungi, au phylum des : Ascomycota,

a la classe des : Pezizomycotina, a 1’ordre des: Hypocreales et a la famille des:

Hypocreaceae (Hoog et al,.1995 ; Thomas, 2017).

4.1.2. Technique de dilution en milieu solide
Pour chacune des solutions méthanoliques (0,5ml) des HEs testées a différentes
concentrations (250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500 et 4000ug/ml) est ajouté
a 20 ml d’un milieu PDA tiede. Une fois homogénéisé, ce mélange est versé dans des
boites de Pétri. L’ensemencement est réalisé par piqlre et I’ensemble des boites sont
incubés pendant 7 jours a 27° C. La croissance mycélienne est observée

quotidiennement.
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A la fin de l'expérience, les diameétres des différentes colonies sont mesurés pour
calculer le taux d'inhibition (1'%). (Kordali, 2003).

[ (%) =100 x (aC-dE)/aC]

e [’ (%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.
e dC = Diameétre de colonies dans les boites « témoins positifs ».

e dE = Diamétre de colonies dans les boites contenant 1’huile essentielle.

Nous pouvons évalué I’efficacité de I’HE sur une ou plusieurs souche(s) donnée(s) en
exprimant la proposition de celles ayant présentée un taux d’inhibition supérieur ou égal
a 50%. Les essais ont éte effectués en trois répétitions.

L’huile essentielle est dite :

+ Trés active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 75 et 100 % ; la
souche fongique est dite trés sensible ;
+ Active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 50 et 75 % ; la souche
fongique est dite sensible ;
+ Moyennement active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 25 et
50% ; la souche est dite limitée ;
+ Peu ou pas active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 0 et 25% ; la
souche est dite peu sensible ou résistante.
A Tissue de cette étude préliminaire, toutes concentrations ayant présentées un
pourcentage d’inhibition > 50% sur une souche fongique sont sélectionnées pour la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la méthode de

dilution en milieu liquide (Alcamo, 1984 ; Rotimi et al., 1988).

4.1.3. Technique de dilution en milieu liquide
Détermination des CMI : Les solutions qui ont montré des taux d'inhibition supérieurs
a 50% sont maintenues. Ensuite, 100ul de ces solutions sont introduits dans 900 pl du
milieu Sabouraud liquide contenant la souche a tester, puis placés en incubation a 27°C

pendant une période de 7 jours. Apres cette période d'incubation, on identifie les tubes
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ou aucun développement de moisissures n'est observé. En ce qui concerne
I'identification des CMF, une fois les tubes ou aucune croissance de "spores™ n'a été
observée, I'expérimentation se poursuit en ajoutant 950ul de milieu Sabouraud liquide
stérile a 50ul d'un échantillon spécifique ayant montré une inhibition compléte. Apres
une période d'incubation de 7 jours, les cultures secondaires dans lesquelles aucune

reprise de croissance n'est constatée permettent de définir les CMF.

Photo 2. Détermination de la CMI et CMF (photo personnelle)

4.2.  Activité antibactérienne

Les différents protocoles peuvent étre classés en fonction du milieu dans lequel
I'huile essentielle se diffuse et de la maniere dont elle entre en contact avec le germe.
Parmi les méthodes les plus couramment employées figurent la diffusion sur disque, la
dilution d'agar et la dilution de bouillon (Burt, 2004). Ces approches sont
généralement rapides, économiques et ne requierent pas un équipement de laboratoire

complexe.

4.2.1. Origine et choix des souches microbiennes
Les bactéries utilisées dans notre recherche font partie de la famille des

Pseudomonaceae qui regroupe des bactéries mobiles aérobies a gram négatif, qui varie

E
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de 2 a 4 um de longueur, et se présentent sous forme de batonnets élargis munis d’un

flagelle polaire qui joue un rdle important dans la pathogénicite.

Il s’agit de Pseudomonas savastanoi, une bactérie phytopathogéne qui cible
plusieurs espéces de plantes. A l'origine considérée comme un pathovar de
Pseudomonas syringae, des études de phylogénie moléculaire de son ADN ont abouti a

sa reclassification en tant qu'espéce nouvelle.

Elles ont été sélectionnées en raison de leur propension élevée a contaminer les
denrées alimentaires et pour leur potentiel pathogéne. Ces souches nous ont été
transmises par le laboratoire de microbiologic de I'INPV EI-TARF. Elles sont
entretenues par repiquage sur gelose nutritive propice a leur développement pendant 24
ha37°C.

4.2.2. Méthode de diffusion sur gélose

En utilisant une pipette pasteur, on préleve quelques colonies a partir d’une culture
pure de bactéries ayant au maximum 24h et les decharger dans 10 ml d'eau
physiologique stérile. 1l est nécessaire que I'opacité de la suspension atteigne un niveau
équivalent a 0,5 McFarland, qui correspond a 108 UFC/m, puis les diluer pour obtenir
un inoculum a 106 UFC/ml. (Tyagi et Malik, 2011).

Les milieux coulés en boite de pétri sont ensemencés en utilisant une méthode
d'écouvillonnage a partir d’une suspension bactérienne. Des disques de papier Wattman
stériles de 06 mm de diamétre sont imbibés de différentes concentration d’HE (2500,
3000, 3500, 4000 pg /ml) et sont deposes sur la souche bactérienne. Les boites sont
maintenues a une température comprise entre 25 et 30°C pendant 30 minutes, puis

incubées a 37°C pendant 24 heures.
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On évalue l'activité antibactérienne en mesurant les diamétres des zones
dépourvues de bactéries (exprimés en millimetres) formees autour des disques a l'aide

d'un pied a coulisse ou d'une regle, en incluant le diametre du disque.

Disques de papier
Whatman N°1 (06 mm)

Gelose Mueller Hinton
ENnsemencee avec li:l

souche teste

Figure 9. Méthode de diffusion sur disque (Bekka, 2009)

4.3. Pouvoir antioxydant
Le pouvoir antioxydant des deux huiles essentielles a été évalue in vitro en utilisant le

test de piégeage du radical DPPH.

4.3.1. Test de piegeage du radical DPPH

L’¢limination des radicaux libres par des antioxydants peut étre évaluée par une
technique rapide et ce par le dépistage de l'activité antioxydante de composés
spécifiques. Les méthodes spectrophotométriques qui emploient les radicaux de DPPH
sont largement préférées pour évaluer la capacité antioxydante des aliments, des
boissons et des extraits végétaux. (Soares et al., 1997). En effet, la méthode de DPPH-
a été employée pour évaluer l'activité antioxydante des composés en raison de sa
simplicité, de sa rapidité, de sa sensibilité et de sa reproductibilité dans les procédures.
(Ozcelik et al., 2003 ; Giilgin et al., 2005c).

Les antioxydants sont soupconnés d'intercepter le processus d'oxydation des
radicaux libres en fournissant de I'hydrogéne provenant des groupes phénoliques
hydroxyles, ce qui conduit a la création d'un produit final stable qui n'initie ni ne

propage I'oxydation des lipides. (Amarowicz et al., 2004).
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L’activité antioxydante des deux HEs vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
par spectrophotométrie suivant la réduction de ce radical qui se manifeste par un
changement de couleur du violet au jaune, mesuré a une longueur d'onde de 517 nm.
Les antioxydants qui cedent des atomes d'hydrogene (RH) ont la capacité de réduire le

DPPHe, transformant ainsi ce radical en 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH-H).

¢ Principe

Le DPPH est un radical stable qui présente un électron non apparié sur l'atome
d'azote, se distinguant par sa teinte violette et une absorption spectrale maximale a 517
nm.

En présence d’un antioxydant, 1’électron célibataire devient apparié, provogquant
ainsi le changement de couleur du DPPH, passant du violet (sous forme radicalaire
DPPH") au jaune (forme réduite DPPH-H). Cette transformation chromatique traduit la

capacité de I'échantillon a piéger ce radical.

4 N
. O - O
OQN‘<@§;_” +RH - 02"‘©§7=_ﬁ" +R
. O . O
DPPH (radical libre) DPPH (non radical)
'\_ RH : antioxydant : R’ : radical libre )

DPPH: (violet) DPPH-H (Jaune)

Figure 10. Structure chimique du DPPH?* et le mécanisme de sa réduction par un

antioxydant.
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¢ Procédure expérimentale

La méthode d'évaluation de l'activité antioxydante a été appliquée
conformément au protocole détaillé par Noumi et al. (2011). A 1 ml des différentes
concentrations d’échantillons préparées dans [’éthanol, 250 pl d’une solution
éthanolique de DPPH préparée a une concentration de 0,2 mM sont ajoutés. Apres
incubation de 30 min a I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance du milieu
réactionnel est mesurée a 517 nm. Le contr6le négatif consiste a substituer I'échantillon
par de I'éthanol, et les résultats sont présentés sous forme de pourcentage d'inhibition

du radical DPPH?®, calculé en utilisant la formule suivante :

L’Activité anti-radicalaire (%) = (A0 —A/A0) x100

Ou:
A0 : Absorbance de la solution du DPPH - sans 1’échantillon (contrdle négatif) ;

A : Absorbance de la solution du DPPH - en présence de 1’échantillon.

Les pourcentages du DPPH° résiduels en fonction des concentrations des
échantillons, nous permettent de déterminer la quantité d'antioxydant nécessaire pour
réduire de moitié la concentration initiale de DPPH?°. Cette mesure est désignée sous le

nom de concentration efficace EC50, également parfois notée 1C50.

NB : L'acide ascorbique a été utilis¢é comme contrdle positif, dans
I’évaluation de IPactivité antioxydante (DPPH), aux mémes concentrations

choisies et dans les mémes conditions expérimentales.
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A.

Huile essentielle d’Eucalyptus globulus

1. Cinétique d'extraction de I'huile essentielle d’eucalyptus et rendement

La cinétique d’extraction consiste a déterminer le rendement en fonction du temps

d’extraction et a pour but de fixer le temps nécessaire pour extraire le maximum

d’huile et éviter les pertes de temps et d’énergie. A partir de la formule du RHE (%),

nous avons obtenu les résultats illustrés dans le graphique n°11.

Rendement de I'HE

1,8
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Temps (minutes)
—@— Eucalyptus

Figure 11. Cinétique d’extraction de I’HE d’Eucalyptus globulus

La cinétique d’extraction de I’HE des feuilles d 'Eucalyptus globulus indique que le

rendement de cette derniere augmente en fonction du temps et atteint un maximum de
1.58% au bout de 90 min.

)
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En effet, ’huile d’eucalyptus est obtenue par entrainement a la vapeur d’eau a
partir des feuilles et le rendement d’extraction obtenu est en général compris entre 1 et
3% (Boukhatem et al., 2017). La valeur retrouvée lors de notre étude qui est de
I’ordre de 1.58% est similaire aux valeurs obtenues dans diverses recherches. De
méme, Mulyaningsih et al., (2010), Ghaffar et al., (2015) ; Cabrera et al., (2015) ;
Benziane et al., (2009) ont rapporté des valeurs de rendement similaires qui sont
respectivement 1.6%, 1.89%, 1.31/1.49% et 1.21%. D’un autre co6té, Bey-Ould Si
Saida et al., (2015) ont enregistré un rendement d’extraction de cette huile dans la
région de Bejaia (centre Algérien) d’environ 2.53%, ce qui est nettement supérieur a la
valeur notée lors de I’extraction de notre huile.

Effectivement, plusieurs études menées en Algérie ont révélé des rendements
d’extraction de I’huile d’eucalyptus différents d’une région a une autre tels que
Atmani-Merabet et al., (2018) dans la région de Constantine avec un taux de 0.93% ;
Rekioua et al., (2022) a El-Tarf avec 1.65% et enfin Mokkadem-Daroui et al.,
(2010) dans la région de Constantine avec 2.5%.

Cette différence dans les rendements d’extraction dépend de plusieurs facteurs
qui peuvent affecter les teneurs en HE tels que des facteurs environnementaux,
agronomiques, age, genotype et géoclimatiques (Gilles et al., 2010). De plus, les
pourcentages de récupération des huiles peuvent étre influencé par les conditions ainsi

que la méthode d’extraction utilisée (Bagheri et al., 2014).

2. Composition chimique de ’HE extraite de I'Euaclyptus globulus

Les résultats de 1’analyse chimique de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus,

réalisée par la CPG-SM, sont résumes dans la figure n°14 ainsi que le tableau n°4.
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Cette analyse a décelé 20 composés (Tableau 4, Figure 14). Cette huile est
composée majoritairement par le linalol qui représente 30.09 % de la totalité¢ de I’huile,
suivie par le b-Linalyl oxide (13.93%), le Camphre (12.09%), le 1,8-
Cineole=eucalyptol (10.95 %) et le Bergamol (10.03%). D’autres constituants ont été
identifiés a des teneurs relativement moyennes comme 1’epoxylinalol (8.82%), le
Borneol (5.71%) , le Hexyl Butyrate (1.41%),le 1-Octen-3-Y1 Acetate (1.30%) et le
alpha-Terpineol (1.1%). Cette analyse a également identifié des quantités assez faibles

d’autres composés dont les teneurs ne dépassent pas les 1% du total.

Abundance
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Figure 12. Profil chromatographique CPG-MS de I’HE d'E. globulus
(Abondance en fonction du temps de rétention en minutes).
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Tableau 4. Composition chimique de ’HE d’E. globulus analysée par CPG-SM.

N° Tempsde Teneur (%) composé
rétention

5.479 0.19 alpha-Pinene
6.697 0.95 3-Octanone
6.806 0.20 Beta-Myrcene
6.881 0.24 Anhydrolinalool Oxide
7.378 0.88 Hexyl Acetate
7.973 10.95 1, 8-Cineol (eucalyptol)
8.105 0.39 Cis-Ocimene
8.420 0.27 Béta-ocimene
9.221 13.93 b-Linalyl oxide
9.696 8.82 Epoxylinalol

11 10.108 30.09 Linalol
10.331 1.30 1-Octen-3-yl acetate
11.510 12.09 Camphor
11.779 0.44 cis-Dihydrocarvone
12.288 571 Borneol
12.940 1.41

Hexyl butyrate

13.106 111 (-)-alpha-Terpineol
15.052 10.03 Bergamol
16.184 0.52 Lavandulyl acetate
19.194 0.48 Geranyl Acetate

En réalité, toutes les variétés d’eucalyptus ne possédent pas les mémes
constituants mais certains sont présents dans la majorité des cas, et ces derniers sont
bien souvent les molécules qui sont a I’origine des bienfaits thérapeutiques attribués a
I’eucalyptus (Louppe, 2008). En effet, le 1,8-cinéole ou eucalyptol représente
généralement 70 a 80 % de I’HE et les autres constituants sont trés divers, nombreux et
minoritaires (Boukhatem et al., 2017). Ce principe actif (1,8- cinéole) représente le
marqueur génétique de cette espece. Ainsi, des teneurs approximatives de 70% de ce
composé sont exigées pour l’utilisation de I’huile d’eucalyptus en pharmaceutique.
Plusieurs autres composés (au moins 250) viendront compléter la liste des vertus
médicinales de 1’eucalyptus tels que: Pinene, limonene, citronellal, cryptone,

pipéritone...etc (Silvant, 2015 ; Leicach et al., 2012).
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Cependant, notre HE s’avére étre différente en ce qui concerne les teneurs en
composés chimiques ou le composé majoritaire est le Linalol (monoterpene) et non pas
le 1,8- Cineole. Cette différence a été rapporté par plusieurs auteurs, par exemple Bey-
Ould si saida et al., (2016) ont trouvé que le Globulol était le composé dominant avec
23,6% suivi par le monoterpéne 1.8 cineole avec 19.8%. De méme, Mulyaningsih et
al., (2010) ont rapporté la prédominance de I'aromadendrene (31,2%) et du globulol
(10,7%), suivi par le 1.8-cinéole (14,5%). Dans le méme sillage, on remarque que la
composition de I’'HE extraite des feuilles d’eucalyptus globulus récoltées dans la
région de Seraidi (Est- Algérien) est différente de celle extraite de plantes récoltées
dans d’autres régions de 1’ Algérie ou des études ont rapporté la prédominance du 1.8-
cinéole comme a Constantine (Est algérien) (Atmani-Merabet et al., 2018), a Blida
(Boukhatem et al., 2014) et a Tizi-ouzou (Djenane et al., 2011). De méme, la
composition chimique de cette huile extraite de plantes récoltées dans d’autres contrés
(Maroc, Brésil, Argentine) est riche en 1.8 cinéole, le rendement de ce dernier varie
d’un pays a un autre, ou les valeurs sont respectivement de 22.4, 83,9 et 62.1%
(Benziane et al., 2009 ; Bevilaqua et al., 2009 ; Cabrera et al., 2015).

Cette variabilité dépend des facteurs pédoclimatiques qui influencent ainsi le
profil chromatographique des extraits des plantes mais aussi des périodes de récoltes,
de la photo-périodicité, la température, la pluviométrie, 1’altitude ainsi que 1a nature du
sol (Boukhatem et al., 2017). D’un autre c6té, la variation entre les groupes de
composés peut resulter aussi de la co-régulation de plusieurs génes biosynthétiques,
contrélant les profils terpéniques complexes dans les differentes parties de la plante
(Andrew et al., 2013).

3. Activités biologiques
3.1. Activité antifongique de ’HE d’eucalyptus

Dans la figure 13, qui représente 1’effet de I’HE d’Eucalyptus globulus sur la

croissance mycélienne de Fusarium roseum, on constate qu’aprés 7 jours d’incubation
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un effet inhibiteur des doses appliquées est enregistré, et qui atteint son maximum

(100%) aux deux plus fortes concentrations soit 3500 et 4000 ug/ml.

100
90
80
70
60

Pourcentage d'inhibition

T

50 1

30 7
20 7
10 7

N Taux
d'inhibition %

250 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

[C] ug/mli

Figure 13. Effet de ’HE d’Eucalyptus globulus sur la croissance mycélienne de
Fusarium roseum (activité antifongique)

Aussi, on remarque que jusqu’a la concentration 2000pg/ml, les pourcentages

d’inhibition ne dépassent pas les 50% ce qui est confirmé par la densité du mycélium

de fusarium qui est réduit de moitié par rapport au témoin (photo 03).

Photo 03. Effet de ’HE d’Eucalyptus globulus sur la croissance radiale
de Fusarium roseum (photo personnelle)

E
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» Détermination de la CMI et CMF

L’évaluation de la CMI et CMF sur milieu liquide en utilisant des doses allant de
2000 pg/ml a 4000 pg/ml (Tableau 5) a démontré que la dose 2500ug/ml est la CMI et

que la dose 4000png/ml représente la CMF ou il n’y avait aucune croissance détectée.

Les doses 4000 et 4500ug/ml se sont avérées étre les plus toxiques sur le

champignon phytopathogene.

Tableau 5. CMI et CMF de ’HE d’Eucalyptus globulus

Photo 4. Détermination de la CMI de ’HE d’Eucalyptus globulus
(Photo personnelle)

E



PARTIE Ill. RESULTATS & DISCUSSIONS

Plusieurs auteurs ont étudié¢ le potentiel antifongique de I'HE d’Eucalyptus
globulus. Barbosa et al., (2016) ont évalué cette huile contre diverses especes
fongiques et ont mis en évidence une activité antifongique contre plusieurs espéces de
champignons (Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus, Candida
albicans,  Fusarium  oxysporum,  Penicillium  digitatum,  Saccharomyces
cerevisiae...etc.)

De méme, Tyagi, et Malik (2011) ont rapporté des CMI de cette huile qui
variaient entre 2,25 et 9 mg/ml. Par exemple pour Fusarium oxysporum, une CMI de
4,5 mg/ml a été signalée. Ces observations corroborent nos résultats ou nous avons
noté une CMI de I'HE d’Eucalyptus globulus de 3500ug/ml. Aussi, Dakov et al.,
(2011) ont signalé I’efficacité de I’huile essentielle d’eucalyptus (deux fois plus
efficace) par rapport a la nystatine (antifongique) dans le traitement de certaines
infections fongiques de la peau, du tractus intestinal, de la bouche et du vagin.
Almeida et al., (2009) ont également rapporté I’efficience de cette huile contre
Aspergillus flavus ainsi que Aspergillus parasiticus. lls ont réalisé une expérience dans
laguelle ils ont exposé ces deux espéces a deux solutions différentes : une premiére
solution contenant ’HE d’eucalyptus et une deuxiéme contenant le 1.8-cinéole seul.
Les résultats obtenus ont démontré que ’huile d ' Eucalyptus globulus est plus efficace,
en inhibant la croissance mycélienne des deux espéces d’aspergillus. Cependant, le
1,8-cinéole seul n’a pas d’effet sur les mycéliums prouvant ainsi que ce dernier n’est
pas le seul responsable de I’activité¢ antifongique de cette huile mais c’est plutdt
I’action synergique entre les différentes molécules qui composent I’huile (Koziol,
2015) ce qui vient conforter nos résultats.

En effet, les HEs d’Eucalyptus sont dotés de plusieurs propriétés antivirales,
antifongiques, insecticides, antidouleurs mais sont tres utilisés pour leurs vertus
mucolytiques et expectorantes dues a leur forte teneur en 1,8-cinéole (Lobstein et al.,
2018). En revanche, notre étude a permis de déceler une activité antifongique
pratiquement pour toutes les doses appliquées face a la prolifération mycélienne de
Fusarium et ce malgré les faibles teneurs signalées en 1,8-cinéole par rapport aux

autres composants. Ceci est donc probablement liée a son profil chimique notamment
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la présence du linalool comme composant majeur. Ce dernier est un alcool
monoterpénique largement présent comme constituant majeur des huiles essentielles

végétales, en particulier la lavande et la coriandre.

Des recherches antérieures ont rapporté que le linalol est une molécule qui
affecte l’intégrité membranaire perturbant ainsi la biosynthése de 1’ergostérol et
pourrait également bloquer le cycle cellulaire de la souche cible (Khan et al., 2010,
Zore et al., 2011). Il n’est pas toxique en soi et, selon de récentes études scientifiques
in vitro et in vivo, il a été démontré qu'il possede une gamme compléte de propriétés
bioactives, lui permettant d’étre utilisé en cosmétique et pharmaceutique (Peirera et
al., 2018). Effectivement, le linalol est connu comme étant un compose antibactérien
efficace et ayant également des propriétés antifongiques (Peirera et al., 2018). Il a été
rapporté que ce composé était efficace contre Candida spp. et en particulier Candida
albicans qui sont des composants communs du microbiote normal des humains se
trouvant généralement dans la cavité buccale, les voies respiratoires et intestinales ainsi
que la cavité vaginale avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 8 mM
(Hsu et al., 2013).

Hermann et al. (2016) ont rapporté que le linalol a le potentiel d'améliorer
considérablement l'efficacité antimicrobienne d’autres huiles essentielles permettant
ainsi de réduire la concentration de ces derniéres dans les produits finaux. En effet,
I'ajout du linalol & I'nuile de S. aromaticum de maniére synergique améliore son
efficacité antimicrobienne contre Pseudomonas aeruginosa et Aspergillus brasiliensis.
De plus, l'interaction additive entre cette huile et le linalol a été observée contre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Candida albicans. Il a également été
constaté que le linalol, de maniere additive, stimulait I'activité antimicrobienne de
I'nuile de Thymus vulgaris contre Pseudomonas aeruginosa. Malgré les faibles teneurs
du 1.8-cinéole enregistrées, I’HE d’eucalyptus de la région de Séraidi s’est avérée trés
efficace contre Fusarium roseum qui est due probablement a la présence du linalol.
Certains auteurs ont attribué le pouvoir antimicrobien des HEs a la présence des
monterpénes oxygeénes en taux élevés (Marzoug et al., 2011) et qui peuvent engendrer
des altérations sur les parois des souches cibles par leur solubilisation élevée

(Hammer et al.,, 2003). Paralléelement, a ne pas négliger la présence d’autres

e



PARTIE Ill. RESULTATS & DISCUSSIONS

substances telles que le b-Linalyl oxide, le bergamol et le camphre et dont la synérgie
peut avoir un effet antifongique sur ces champignons. Le camphre par exemple est une
molécule qui posséde plusieurs propriétés : antimicrobien, antitussif, analgésique,

insecticide et activateur de pénétration cutanée (Khine et al., 2009).

3.2. Activité antibactérienne de ’HE d’eucalyptus

Les valeurs obtenues concernant 1’effet antibactérien de I'HE d’Eucalyptus
globulus sur la souche bactérienne Pseudomonas savastanoi sont regroupées dans le
tableau ci-dessous. On remarque que le diamétre d’inhibition augmente en fonction des
concentrations croissantes d’HE d’eucalyptus. Il est de 11 mm a la plus faible
concentration (2500 pg/ml) et atteint son maximum a la plus forte concentration

(4000ug/ml) ou il est le double soit 22 mm.

Tableau 6. Détermination du pouvoir antibactérien de ’'HE d’Eucalyptus globulus

Concentrations 2500 pg/ml 3000 pg/ml 3500 pg/ml 4000 pg/ml

Diamétre 11mm 14mm 18mm 22mm

Euca: Eucalyptus
Concenmration en u=mi

Photo 5. Effet de L’HE d’Eucalyptus sur la croissance de
Pseudomonas savastanoi
Selon la classification établie par De Billerbeck (2007), il a classé les
antibiotiques selon leurs valeurs du diamétre d’inhibition (Résistant: D<6mm
intermédiaire : 13mm>D >6mm ; sensible : D >13) et a utilisé cette gamme pour
déterminer 1’activité antibactérienne des HEs en comparant les diameétres de ces
derni¢res avec celles des antiobiotiques. En comparant avec cette gamme, il s’avere

que la souche utilisée dans notre expérimentation semble étre sensible et ce a partir de

.
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la concentration d’HE d’eucalyptus de 3000pug/ml ou le diametre d’inhibition est de
14mm, alors que le la concentration 2500 pg/ml s’avére moyennement active avec un
diamétre d’inhibition rapporté de 11 mm. Ces résultats vont dans le méme sens de
plusieurs recherches comme celles de Luis et al., (2016) qui ont rapporté le pouvoir
antibactérien des HES d ’Eucalyptus globulus et d’Eucalyptus radiata contre des gram-
négatives (Acinetobacter baumannii).

De méme, Merghni et al., (2018), qui ont signalé le potentiel antibactérien de
I’HE d’Eucalyptus globulus face a la souche Staphylococcus aureus. En effet, les
effets antibactériens des HEs et de leurs constituants majoritaires se sont révélés
efficaces contre certains agents bactériens (Bouyahia et al., 2017 ; Nazzaro et al.,
2013) ou plusieurs auteurs ont confirmé leur effet bactériostatique et bactéricide méme
parfois a des concentrations trés faibles (Sugumar et al., 2014). Les HEs agissent sur
le cytoplasme et sur I’enveloppe cellulaire externe induisant ainsi une perturbation des
structures bactériennes avec augmentation de la perméabilité membranaire due a une
incapacité a séparer les HEs de la membrane bactérienne (Bouhdid et al., 2009 ;
Bouhdid et al., 2010). Le mécanisme d’action de ces huiles peut donc étre attribué a
I’interaction entre les composants de ces dernieres et les constituants membranaires
(Benchaar et al., 2008). Leur efficacité est liée a leur hydrophobicité qui leur permet
de s’intégrer dans les lipides membranaire et mitochondriales les rendant ainsi
perméables ce qui entraine des fuites du contenu cellulaire (Horvathova et al., 2014).
D’innombrables molécules qui composent les HE sont dotées de pouvoirs
antibactériens comme les phénols (carvacrol, thymol et eugénol), les alcools (linalool)
et les aldéhydes (cinnamaldéhyde). Grace a la présence de 1,8-cinéole, I’'HE
d’Eucalyptus globulus est antibactérienne et cicatrisante. Elle est particulierement
active contre : Shigella flexneri, Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella choleraesuis, Proteus mirabilis et Enterobacter aerogenes.
Cependant, elle n’est pas active sur Escherichia coli ou Pseudomonas
aeruginosa (ESCOP, 2009).

Cependant, I’HE d’Eucalyptus globulus utilisée dans notre travail n’est pas trés
riche en 1,8-cinéole mais elle est efficace contre la souche Pseudomonas savastanoi,

bien que I’inefficacité de cette huile contre Pseudomonas aeruginosa ait été
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mentionnée par plusieurs auteurs prouvant ainsi que ’activité antibactérienne dépend
aussi de la sensibilité de la souche utilisée. Par ailleurs, notre huile est riche en linalool,
ce dernier est connu comme ayant une excellente activité antibactérienne. Cette activité
de linalool se traduit par la perturbation des parois cellulaires bactériennes en inhibant
I’activité enzymatique et en supprimant la traduction de certains produits de genes
régulateurs (Park et al., 2012). Il a été rapporté que plusieurs facteurs peuvent
influencés les effets antibactériens de I’huile comme la méthode utilisée pour ces tests,
la nature chimique de I’HE ¢étudiée ainsi que les bactéries testées (Delaquis et al.,
2002). Aussi, cela peut dépendre a la fois des molécules majoritaires, des effets
synergiques et/ou additifs et des composés mineurs qui y sont présents (Mouray et al.,
2002).
3.3. Pouvoir antioxydant de ’HE d’eucalyptus (Test du DPPH)

Le taux d’inhibition du DPPH mesuré en fonction de I’'HE d’eucalyptus est
enregistré dans la figure 14 ou on remarque que les pourcentages d’inhibition
augmentent en fonction des concentrations croissantes d’HE d’eucalyptus appliquées
pour atteindre un maximum de 82% a la plus forte concentration soit 100mg/ml, mais
qui restent néanmoins inférieures comparées a celle de la Vit C (84,45%). On constate
que la Vit C atteint les 80% a 50mg/ml ce qui représente la moiti¢ de I’HE
d’eucalyptus, ce qui prouve I’inefficacité de cette huile par rapport a la Vit C.

Ces résultats nous ont également permis de déterminer la CIS0 pour I’HE

d ’Eucalyptus globulus qui équivaut a 17 mg/ml.
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Figure 14. Détermination de I’activité anti-oxydante de ’HE d’Eucalyptus
globulus comparée a I’acide ascorbique (AA).
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En effet, plusieurs HEs possédent de bonnes propriétés antioxydantes, qui
peuvent étre exploitées pour protéger d'autres matériaux, tels que les aliments et leur
rancissement (Amorati et al., 2013). De plus, le linalol s’est avéré avoir un effet anti-
radicalaire et inhibiteur de la peroxydation lipidique, dont les propriétés pourraient en
faire une alternative potentielle aux antioxydants synthéetiques. Par exemple,
I'utilisation d'huile essentielle de coriandre ou bien du linalol peut améliorer la durée de
conservation des aliments, étant extrémement bénéfique pour l'industrie alimentaire
compte tenu de l'origine naturelle de ces composés (Pereira et al., 2018). Ces attributs
sont dus au pouvoir antioxydant de certains de leurs constituants, notamment les
phénols qui préviennent 1’oxydation des produits en neutralisant les radicaux libres, en
piégeant 1’oxygeéne ou en décomposant les peroxydes (Pereira et al., 2018).

De leur coté, EI-Ghorab et al., (2002) rapportent un pouvoir antioxydant
modéré pour I'huile de fruit volatile d'Eucalyptus camaldulensis var. brevirostris et ce
en inhibant la dégradation oxydative de I'acide linoleique (20%) aprés 12 jours. En
revanche, les HEs des parties aériennes d'Eucalyptus camaldulensis Dehnh, poussant a
I'état sauvage dans différentes localités de Sardaigne (ltalie), ont révélé une activité
antioxydante (dosage DPPH) comprise entre 0,5 et 5,8 mmol/ L (Barra et al., 2010).
Nos résultats different de ceux retrouvés en utilisant des HEs commercialisées de
feuilles d'E. globulus tunisiennes ou les IC50 étaient de 0,057- 0,048 et 0,048 mg/mL)
(Noumi et al., 2011) et aussi des HEs hydrodistillées a partir des feuilles indiennes d'
Eucalyptus citriodora (les valeurs 1C50 etaient de 0,425 + 0,006 ; 0,087 + 0,009 ; 0,01
+ 0,008 g/mL) pour les trois tests d’antioxydants réalisés (Singh et al., 2012) et ce
comparativement a I’IC 50 enregistrée au cours de notre étude qui est largement
supérieure a ces valeurs (17mg/ml).

En effet, la CI50 est inversement proportionnelle a I’action anti radicalaire (anti-
DPPH), une CI50 faible correspond a une activité antioxydante élevée et vice-versa ce
qui laisse penser que ’HE d’Eucalyptus globulus de Séraidi est dotée d’une activité
anti radicalaire assez modérée. Le pouvoir antioxydant peut donc étre attribué a la
nature chimique des huiles essentielles. Cependant, elle peut étre due soit a I’une des
molécules majoritaires ou a d’autres minoritaires ou €galement soit & une synergie

entre ces derniers. Notre HE contient des monoterpénes a des taux variés. Cependant,
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les huiles contenant les monoterpenes comme molécules prédominantes ont montré une
activité assez modeste, ce qui a été démontré par plusieurs études. Par exemple
Ruberto et Barata, (2000) ont attribu¢ le modeste potentiel antioxydant de I’HE du
Laurus nobilis a la présence de monoterpenes oxygénés dont le 1,8-cinéole qui a été
signalé comme un faible antioxydant avec une 1C50 assez élevé 9,360 mg/ml. Encore
une fois, on peut attribuer cette différence d'activité a la différence de composition
chimique, aux facteurs environnementaux, agronomiques, d'age et géoclimatiques, aux
techniques d'extraction, aux conditions de stockage et aux conditions expérimentales

d'extraction (Boukhatem et al., 2014).

B. Huile essentielle de Lavandula angustifolia

1. Cinétique d'extraction de I'huile essentielle de lavande et rendement

A partir de la formule du RHE (%), nous avons pu déterminer le rendement en
fonction du temps nécessaire pour extraire le maximum d’huile. Les résultats obtenus

sont représentés dans la figure n°® 15.
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Figure 15. Cinétique d’extraction de I'HE de Lavandula angustifolia

La cinétique d’extraction de I’HE de Lavandula angustifolia indique que le
rendement de cette derniere augmente en fonction du temps et atteint un maximum de
1.71% au bout de 80 min. En général, les quantités d’HE produites par les plantes sont
minimes, entrainant des rendements d’extraction extrémement faibles, généralement
inférieurs a 2% (Boukhatem et al., 2019) ce qui est en parfait accord avec les valeurs

retrouveées lors de notre étude.
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En effet, plusieurs auteurs ont rapporté des valeurs de rendement similaires de
I’HE de lavande tels que Carrasco et al., (2015); Tardugno et al., (2018);
Adaszynska-Skwirzynska et al., (2023) avec respectivement 1.5%, 1.67% et 1.92%.
De méme, Elharas et al., (2013) qui ont signalé un rendement de 1.5% de I’'HE de
lavande extraite de plantes cultivées au Maroc. D’un autre c6té, Benyagoub et al.,
(2014) ont enregistré un rendement d’extraction de I’HE de Lavandula angustifolia a
partir de plantes récoltées a Tlemcen (Ouest Algérien) d’environ 4,12%, ou encore
Luu Thai Danh et al., (2012) dans la région de Victoria (Australie) avec 4,6% ce qui

est nettement supérieur a la valeur notée lors de I’extraction de notre huile.

Effectivement, plusieurs études menées en Algérie et ailleurs ont révélé des
rendements d’extraction de I’HE de Lavandula angustifolia différents d’une région a
une autre tels que Sidi-Moussa, (2012) dans la région de Blida avec un taux de 0,11%
ou encore Biljana Blazekovié¢a et al., (2018) dans la région de Zagreb en Croatie
centrale avec 0,9%. On pourrait attribuer cette différence dans les rendements
d’extraction a plusieurs facteurs qui peuvent affecter les teneurs en HE tels que des
facteurs environnementaux, agronomiques, age, génotype et géoclimatiques (Gilles et
al., 2010) et aussi a la saison de récolte, la méthode et les conditions d’extraction ainsi
que les pourcentages de récupération (Bagheri et al., 2014) sans oublier 1’interaction
avec l’environnement ainsi que les niveaux de maturation des fleurs de lavande

(Besombes, 2008).

2. Composition chimique de ’HE de Lavandula angustifolia

L’analyse chimique de I’HE de Lavandula angustifolia par la GC-SM a décelé 20
composés (Tableau 7, Figure 16). Cette huile est composée majoritairement par le
Linalol avec 31.27% suivie par le Camphre (16.21%) et le Linalyl Acetate (11.93%).
Plus de la moitié de la quantité totale de I’huile est représenté par la teneur totale de
ces trois molécules, ce qui corroborent les résultats obtenus précedemment par Nasiri
Lari et al., (2020) ainsi que Garzoli et al., (2021).
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Les autres principaux composants secondaires comprennent des teneurs
relativement moyennes comme le 2-Furanmethanol (7.49%), I’Eucalyptol =1,8-Cineole
(6.76%), le Borneol (5.34%), le Linalool Oxide (5.93%) et 1’Acétate de Lavandulyle
(4.63%). Par rapport a d’autres études, de grandes différences existent dans les
constituants principaux secondaires. En fait, cette différence est attribuée a de
nombreux facteurs, y compris les méthodes d'extraction et de détection, Il'origine
géographique, le type de cultivar, le métabolisme adaptatif de la plante, la période de

récolte, etc.
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Figure 16. Chromatogrammes de I’HE de Lavandula angustifolia par CG-SM

D’autre part, la caractérisation chimique a révélé des teneurs plutdt faibles
d’autres constituants qui ne dépassent pas les 2% du total. En réalité, toutes les variétés
de lavande ne possédent pas les mémes composants mais certains sont présents dans la

majorité des cas et sont souvent responsables des bienfaits thérapeutiques de la
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lavande. En effet, le Linalol et le Linalyl acétate représente généralement la majorité
de I’HE et les autres constituants sont treés divers, nombreux et minoritaires. Le linalool

est un alcool monoterpénique largement présent comme constituant majeur des
huiles essentielles végeétales, en particulier la lavande et la coriandre. Il n’est pas
toxique en soi et, selon de récentes études scientifiques in vitro et in vivo, il a été
démontré qu'il posséde une gamme compléte de propriétés bioactives, pouvant étre

exploitées en pharmaceutiques et cosmétiques (Peirera et al., 2018).

Tableau 7. Composés chimiques de ’HE Lavandula angustifolia (par CPG-SM)

N° Temps de Teneur (%) Composés
rétention
6.697 0.79 3-Octanone
6.806 0.18 B-Myrcene
6.880 0.20 Tétrahydrofurane
7.384 0.73 Hexyl Acetate
7.973 6.76 Eucalyptol ; 1,8-Cineole
8.420 0.21 B-Ocimene
9.227 11.98 Linalool Oxide
9.707 7.49 2-Furanmethanol
9 10.125 31.27 Linalool
10.337 1.56 1-octen-3-yl Acetate
11.521 16.21 Camphor
11.784 0.66 Cyclohexane
12.299 5.34 Borneol
12.562 0.85 Triméthylbicyclo[2.2.1]heptan-2-ol
12.940 1.25 1-Hexyl butyrate
13.106 1.21

1-Cyclohexene-1-Methanol

15.063 11.93 Linalyl Acetate
16.190 0.63 Lavandulol Acetate
19.200 0.38 Lavandulol
25.414 0.39 Caryophyllene Epoxide
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3. Activités biologiques
3.1. Activité antifongique de ’HE de Lavandula angustifolia

D’apreés la figure 17, qui représente 1’effet de I’HE de Lavandula angustifolia sur
la croissance mycélienne de Fusarium roseum, on constate qu’aprés 7 jours
d’incubation un effet inhibiteur des doses appliquées est enregistré, et qui est totale a la
plus forte concentration soit 4000 pg/ml.

Aussi, on remarque les pourcentages d’inhibition ne dépassent pas les 50%

jusqu’a la concentration de 1500pug/ml, ce qui est confirmé par la densité du mycélium

de fusarium qui est réduit de moitié par rapport au témoin (photo 6).

Enfin, les concentrations 2000, 2500 et 3000ug/ml ont un pourcentage
d’inhibition moyen de 70% avec une réduction apparente du mycélium par rapport au
témoin. Ainsi, cette huile semble étre efficace contre ce champignon et ce a partir de
2000pg/ml.
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Figure 17. Effet de ’HE de Lavandula angustifolia sur la croissance mycélienne de

Fusarium roseum (activité antifongique)
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Photo 6. Effet de ’HE de Lavandula angustifolia sur la croissance radiale de

Fusarium roseum
Les résultats des CMI et CMF sur milieu liquide en utilisant les doses entre 2000
pg/ml et 4000 pg/ml (Tableau 8) ont révélé que la dose 3000pug/ml représente la CMI
et que la dose 4000 ug/ml représente la CMF ou aucune croissance n’a été détectée.
Ces résultats sont similaires a ceux obtenus sur milieu incorporé ou les doses 3000 et

3500ug/ml se sont avérées étre les plus toxiques sur le champignon phytopathogene.

Tableau 8. CMI et CMF de I’HE de Lavandula angustifolia sur Fusarium roseum

Doses de ’HE 2000 2500 3000 3500 4000
(Mg/ml)
MIC + + - - -
MFC NC NC + + -

(+) Prolifération (-) inhibition ~ (NC) non concerné

En général, les HEs de Labiatae, dont appartient la lavande, sont les plus
étudiées pour leurs propriétés antifongiques. D’innombrables recherches antérieures
ont signalé I’efficacit¢ de I’HE de Lavandula angustifolia (Danh et al., 2012 ;
Miladinovic et al., 2012 ; Puskarova et al., 2017) et de ses principaux composants
(linalol et acétate de linalyle) en inhibant la croissance des champignons (Adam et al.,
1998). Ainsi, Zore et al., (2011) ont mis en exergue le potentiel antifongique du linalol
contre Candida albicans. De méme, Antov et al., (1997) et aussi Hakimi et al., (2020)
qui ont montré le potentiel antifongique des HEs de lavande contre A. alternata, B.

cinerea et F. oxysporum.

E
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Etant donnée la grande complexité de la composition chémotypique des HEs, il
s’avere que Dactivité fongistatique semble €tre lice a la présence de certaines fonctions
chimiques (Voukou et al., 1988). Cette activité antifongique diminue selon la fonction
chimique : Phénols > Alcools » Aldéhydes » Cétones > Ethers » Hydrocarbures
(Kalemba et Kunicka). Bien que I’HE utilisée dans notre étude soit caractérisée
majoritairement par une teneur élevée en alcools monoterpéniques, cétones et esters
(linalol, camphre, acétate de linalyl), elle a tout de méme montré une activite
antifongique assez importante face a la souche Fusarium roseum. En effet, I'activité
biologique d'une HE est liée a sa composition chimique et aux possibles effets
synergiques entre eux, et probablement aussi aux composés minoritaires qui agissent
en synergie. Ainsi, on dit que 1’effet due a l'intégralité des constituants de I’huile et non
pas seulement a ses composés majoritaires c’est ce qu’on appelle « totum » (Lahlou,
2004). Cependant, et malgré cette activité antifongique apparente, les valeurs
enregistrées de la CMI et CMF (2000ug/ml ; 3500ug/ml) sont assez élevées par

rapport a d’autres études ce qui est due probablement a la résistance du champignon.

Effectivement, Pepeljnjak et al., (2007) ont mis en évidence la différence de

sensibilité entre plusieurs genres face a I’HE de lavande et ils les ont classés ainsi :

Penicillium cyclopium>Penicillium puberurum>Penicillium
urticae>Penicillium viridicatum>Aspergillus flavus>Penicillium
camenberti>Aspergillus clavatus>Penicillium roqueforti>Rhisopus

nigricans>Aspergillus niger>Aspergillus nidulans>Aspergillus versicolor>Fusarium

oxysporium.

L’huile a révélé une activité fongicide sur tous les genres testés mais avec des
CMF comprises entre 250 et 1000pg/ml nettement inférieures aux valeurs obtenues
dans notre étude. De méme, BlaZekovi¢ et al., (2018) qui ont testé ’efficacité de I’HE
de Lavandula angustifolia sur 30 agents pathogenes et contaminants microbiens
(bactéries et champignons) et ont enregistrés ainsi des CMI tres faibles allant de 0.25 a

3 mg/ml.




PARTIE Ill. RESULTATS & DISCUSSIONS

3.2. Activité antibactérienne de ’HE de Lavandula angustifolia

Selon les valeurs représentées dans le tableau 9, on remarque que le diametre
d’inhibition augmente en fonction des concentrations croissantes d’HE de lavande. Il
est de 6 mm a la plus faible concentration (2500 pg/ml) et atteint son maximum a la
plus forte concentration (4000ug/ml) ou il est de 14mm.
Tableau 9. Détermination de Dactivité antibactérienne de I’HE Lavandula

angustifolia

Concentrations 2500 pg/ml 3000 pg/ml 3500 pg/ml 4000 pg/ml

Diameétre 6mm 10mm 12mm 14mm

En comparant nos résultats avec la gamme établie par De Billerbeck (2007), qui
a classé les antibiotiques selon le diametre d’inhibition (Résistant: D<6mm ;
intermédiaire : 13mm>D >6mm ; sensible : D >13) et a utilisé cette gamme pour
déterminer 1’activité antibactérienne des HEs, il s’avere que 1’huile utilisée dans notre
expérimentation semble avoir une activité antibactérienne intermédiaire pour les trois
premicres concentrations (2500, 3000 et 3500ug/ml) avec un diametre d’inhibition
allant de (6mm - 12mm), et uniquement sensible a la plus forte concentration

(4000ug/ml) ou le diamétre d’inhibition est de 14mm.

En poursuivant I’expérimentation afin de déterminer la CMI, nous n’avons noté
aucune activit¢é de ’HE de Lavandula angustifolia sur la bactérie a Gram négatif
Pseudomonas savastanoi montrant ainsi une résistance totale sur toutes les
concentrations de ’HE. Ceci est probablement dii & une perte des composé€s volatils de
I'huile qui se produit lors du stockage et/ou lors de ’extraction. Aussi, il se pourrait
que ce soit di a I’évaporation produite durant 1’incubation diminuant ainsi sa
concentration, et par conséquence son potentiel antibacterien.

En effet, le linalol, est connu pour son large spectre antimicrobien et possede
une activité relativement forte contre certains agents pathogénes importants y compris

Staphylococcus aureus, aureus, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae (Dias et al.,
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2017 ; Silva et al., 2017). Cependant, 1’acétate de linalyle s’avére moins efficace que
le linalol selon certaines recherches (Sokovié¢ et al., 2010). Il est ainsi impératif de
prendre en compte I’éventuel effet synergique des différents composés de cette huile
car il pourrait étre a I’origine de la réduction de ’activité antibactérienne de I’HE de
lavande utilisée dans notre étude. D’un autre c6té, la présence de camphre (16,21%)
pourrait €tre a I’origine de ce pouvoir antibactérien, d’autant plus que ce composé
possede lui-aussi des propriétés antibactériennes comme 1’ont signalé plusieurs auteurs

(Sokovié et al., 2007 ; Mahboubi et Kazempour, 2009).

D’un autre c6té, Chebaibi et al., (2015) ont révélé des diamétres d’inhibition
inférieurs a 15 mm sur différentes especes de bactéries ou encore ceux obtenus par
Benyagoub et al., (2014) qui ont rapporté que I’HE de L. angustifolia, de la région de
Tlemcen (Ouest Algérien), présente une activité moyenne contre S. aureus avec une
inhibition de 18%. Il constate également que le pouvoir antibactérien de L. angustifolia
est plus important chez les Gram positifs que chez les Gram négatifs, ce qui est due
probablement a la présence de linalol et 1’a-terpinéol qui sont trés actifs sur les Gram
positifs et méme sur celles antibio- resistantes (Kotan et al., 2007). Ceci pourrait étre
aussi attribué aux différences qui existent dans la structure des couches externes des
bactéries ; ainsi ces composés vont exercer leurs activités antimicrobiennes sur les
bactéries par la perturbation de I’intégrit¢ de la membrane (Swamy et al., 2016)
perturbant ainsi la biosynthése de I’ergostérol et pourraient aussi bloquer leurs cycles

cellulaires (Zore et al., 2011).

Chez les bactéries a Gram négatif, la membrane externe, riche en lipo-
polysaccharides, est chargée négativement ce qui empéche la diffusion des molécules
hydrophobes et constitue ainsi une barriére efficace (Nikaido et al., 2003). Cependant,
certains phénols (faible PM) peuvent se fixer aux protéines et aux lipo-polysaccharides
membranaires des bactéries grdce a leurs groupes fonctionnels ce qui explique
I’activité antibactérienne modérée de notre huile face a cette espeéce bactérienne Gram

négatif (Pseudomonas savastanoi).
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Par ailleurs, il existe de nombreux autres facteurs qui influencent la composition
chimique des huiles et ainsi leurs activités biologiques comme 1’humidité, I’insolation,
la nature du sol et la température. Des études menées récemment ont mis en évidence
I’influence de I’altitude ainsi que la proximité de la mer sur son profile biochimique
(Demasi et al., 2018). Ainsi, il a été déterminé pour la lavande (Lavandula
angustifolia) qu’une plante poussant a haute altitude produisait jusqu’a 10% d’esters

(acétate de linalyle) de plus qu’une plante se développant a une altitude moyenne.

3.3. Activité antioxydant de ’HE de Lavandula angustifolia (Test du DPPH)

Le taux d’inhibition du DPPH mesuré¢ en fonction de I’HE de lavande est
enregistré¢ dans la figure (18) ou on remarque que les pourcentages d’inhibition
augmentent en fonction des concentrations croissantes d’HE appliquées pour atteindre
un maximum de 67,06% a la plus forte concentration soit 200mg/ml et avec une ICs,
qui équivaut a 48,4 mg/ml. Cependant, 1’antioxydant standard (Acide ascorbique),
utilisé a des fins comparatives, a révélé une activité anti-radicalaire supérieure a celle
de ’HE de lavande (78%) avec une ICso de I'ordre de 8,33 mg/ml. Par ailleurs, on
constate que ’HE de lavande posséde un faible pourcentage d’inhibition pour les
faibles concentrations allant de (10 a 50 mg/ml). En revanche les fortes concentrations
(60, 80 et 100mg/ml) entrainent une inhibition d’au moins 50% du radical libre
révélant ainsi des activités importantes mais qui restent néanmoins inférieures a celle

de la Vit C.
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Figure. 18. Détermination de I’activité anti-oxydante de ’HE Lavandula angustifolia

comparée a I’acide ascorbique (AA)
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Le test du DPPH- est la plus ancienne méthode de détermination de l'activité
antioxydante. 1l a d'abord été proposé en 1950 pour découvrir H donateurs en
matériaux naturels. Plus tard, le test a été quantifié pour déterminer le potentiel
antioxydant des composés alimentaires ainsi que des échantillons biologiquement
pertinents (Roginsky et Lissi, 2005). Le DPPH est généralement utilisé comme reéactif
pour déterminer l'activité antiradicalaire des antioxydants (Elmastas et al., 2006).
C’est un radical libre stable avec une absorption maximale & 517 nm. Lorsque le DPPH
est en présence de substrat donneur de protons tel un antioxydant, l'absorbance est
réduite (Blois, 1958; Gulgin et al., 2009).

Les capacités des échantillons testés a piéger le DPPH% ont été évaluées sur la
base de leurs valeurs ICs, qui sont inversement liées a leurs capacités antioxydantes,
car elles expriment la quantité dantioxydant nécessaire pour neutraliser la
concentration des radicaux de 50%, ce qui laisse penser que I’HE de Lavandula
angustifolia de Séraidi est doté d’une activité anti radicalaire modérée par rapport a
d’autres huiles d’origine différentes, par exemple I’IC 50 de I HE de Croatie est de 27.7
+ 0.6 mg/ml (BlaZekovi¢ et al., 2018) ou bien d’Italie avec 28.57 mg/ml (Pistelli et al.,
2017) suggérant ainsi un pouvoir antioxydant modéré de cette huile.

Cependant, la meilleure activité antioxydante de cette huile a été noté par
Carrasco et al., (2016) avec une I1Cso de 1,4+0,2ug/ml et qui ont signalé une meilleure
activité de I’huile lorsqu’elle est extraite par distillation que par hydrodistillation (27,5
mg /ml) (Blazekovi¢ et al., 2018) car cette derniére peut favoriser des réarrangements
moléculaires (Da porto et Decoti, 2008) et par conséquence une différenciation dans
la composition ainsi qu’une réduction du pouvoir antioxydant. En plus de cet effet, il
existe une relation étroite entre les teneurs en phénols totales de I’huile et l'activité
antioxydants.

L’efficacité de la combinaison Linalol/Acétate de linalyle est connue car il
existe une synergie entre ces deux composes et qui sont nécessaires par exemple pour
I’effet anxiolytique des HEs de lavande inhalées (Buchbauer et llic, 2013).

Cependant, nous avons signalé dans nos résultats une quantité pas tres

importante d’Acetate de linalyl ce qui pourrait réduire le pouvoir antioxydant de notre
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huile. En revanche, Blazekovi¢ et al., (2018) ont démontré que l'activité antioxydante
de I’'HE de Lavande ne dépend pas complétement de la présence du linalol (1Cs, 218,6
mg/mL) et de I'acétate de linalyle (ICso 157,1 mg/mL), qui sont les composés les plus
abondants mais cet effet résulte probablement d'interactions synergiques des différents
constituants de I'HE (Ciesla et al., 2016).

En effet, les résultats de Miri (2015), qui a testé les principaux constituants des
HE de L .angustifolia (a-Pinene, Camphre, Menthol 1,8-Cinéole), ont révélé une
activité nettement plus élevée du 1,8-cinéole (11+ 0,31 pg/ml) suivi par le menthol
(11,5 0,04 pg/ml) par rapport aux autres composés. En revanche, les activités des
autres terpénes étaient faibles (a-pinéne et camphre). Nous pouvaons donc présumer
que D’activité anti radicalaire modérée de notre huile peut étre attribuée a la présence
du 1,8-Cinéole en faible quantité (6.76%) au détriment du Camphre (16.21%) qui
d’aprés Biswas et al., (2009), I'augmentation des ratios de camphre diminue la qualité
de I'huile.

Aussi, on pourrait attribuer cette activité modérée au fait que I’HE a été obtenue
a partir des sommites fleuries de la lavande et il est connu que les extraits de feuilles de
lavandes sont principalement plus actifs que ceux des fleurs ou des tiges (Blazekovi¢
et al., 2010).




PARTIE IV. CONCLUSION & PERSPECTIVES
______________________________________________________________________|

PARTIE IV. CONCLUSION & PESPECTIVES




PARTIE IV. CONCLUSION & PERSPECTIVES

Conclusion

Ces derniéres années, les produits naturels dérivés de sources véegetales, entre
autres les huiles essentielles, deviennent de plus en plus présent dans notre quotidien
(phytothérapie, aromathérapie, parfums et additifs, antioxydant...) en raison du
potentiel énorme qu’ils offrent dans la formulation et la fabrication de nouveaux
produits. Ainsi, ils sont utilisés partout dans le monde et notamment dans les pays en
développement grace au retour vers le Naturel et le Bio mais aussi grace a une
meilleure acceptabilité de la part des populations, une compatibilité avec le corps
humain ainsi que des effets secondaires moindres par rapports aux produits

synthétiques considérés comme nocifs pour I’homme et son environnement.

De nombreuses recherches traitent de 1’utilisation des huiles essentielles en
agriculture en mettant en évidence leurs pouvoirs antibactérien, virucides, fongicide
et /ou insecticide comme par exemple 1'usage de I’huile essentielle d’eucalyptus,
d’orange douce, de citron, de clou de girofle ou bien de lavande. Ces propriétés sont
attribuées aux mélanges de molécules contenues dans ces huiles permettant la
communication chimique entre les organismes et leur environnement. Comme par
exemple repousser les herbivores et pathogénes (champignons, bactéries) ainsi que
défendre la plante contre divers agresseurs ou attirer les pollinisateurs.
Economiquement, elles présentent des couts tres variables, en fonction de I’espéce
et du chémotype utilisé, de 1’origine des végétaux et de la partie de la plante qui est

distillée.

Ce travail a pour objectif de mettre en exergue des moyens plus inoffensifs
de protection des cultures et cela par le remplacement des produits phytosanitaires
synthétiques et la recherche d’alternatives efficaces a ces derniers ce qui constitue

un important challenge.

=
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Nous avons entameé cette étude en caractérisant chimiquement deux huiles
essentielles (Eucalyptus et Lavande) obtenues de plantes récoltées dans la forét de
Séraidi- Annaba, afin de connaitre leur chémotype ce qui nous a aidé a mieux
comprendre les propriétés biologiques attribuées a ces huiles et pouvoir ainsi les
utiliser dans la lutte biologique soit en association avec d’autres pesticides soit
seules.

Ainsi, il s’avére que I’HE des feuilles d’Eucalyptus globulus est de chémotype
linalol et différe ainsi de la majorité des HEs de feuilles d’eucalyptus qui sont
généralement de chémpotype eucalyptol. Néanmoins, il s’avére qu’elle posséde une
forte activité antimicrobienne car, elle est efficace contre 1’agent pathogene de la
fusariose du blé (Fusarium roseum) ainsi que, contre celui de la tuberculose de
I’olivier (Pseudomonas savastanoi). Cette activité dépend donc essentiellement du
mélange de substances chimiques qu’elle contient plutdt, qu’a un seul composant. En
effet ’'HE d’Eucalyptus de Séraidi est riche en linalol et monoterpénes oxygénés qui
lui confere ainsi une forte activité bio-fongicide. Concernant le pouvoir antioxydant,
les résultats ont révéleé une activité modérée de cette derniére comparée a la vitamine
C méme si le composant majoritaire de notre huile est le linalol, connu pour avoir une
bonne activité antioxydant. Cependant, cette activité reste intéressante pour I’utiliser
comme antioxydant de remplacement dans plusieurs domaines (agroalimentaire,

cosmétique...).

Parallelement, il en ressort que I’HE de Lavandula angustifolia, récoltée dans la
méme région (Séraidi), extraite des sommités fleuries de lavande est majoritairement
composé de Linalol, Acétate linalyl et Camphre. Ces trois éléments lui conferent
d’innombrables activités biologiques qui font d’elle une huile assez prisée dans divers
domaines. Elle s’avere assez efficace contre 1’agent pathogéne de la fusariose du blé
(Fusarium roseum) ainsi que contre celui de la tuberculose de 1’olivier (Pseudomonas
savastanoi). De méme, I’activité antioxydant semble étre moindre que celle de la
vitamine C qui est due probablement a la présence du 1,8-Cinéole en faible quantité
au detriment du Camphre qui, d’aprés certaines études, diminue la qualité de I'huile et

par consequence réduit ses activiteés.

&
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A la lumiere de cette somme de résultats, il s’avére donc que ces deux HEs sont
de chémotype différents par rapport a d’autres HEs d’autres régions dues
probablement a plusieurs facteurs. Cependant, ’'HE d’eucalyptus semble étre plus
efficace contre le champignon Fusarium roseum et aussi contre 1’agent bactérien
Pseudomonas savastanoi en comparaison avec 1’HE de lavande, ce qui nous pousse a
suggérer cette huile pour 1’utiliser comme bio-pesticide mais, en association avec
d’autres fongicides et bactéricides ce qui diminuerait I’impact négatif de ces produits
sur ’environnement. En revanche, pour le pouvoir antioxydant, cette activité atteint
son maximum a des doses ¢élevées d’HE des deux especes (100mg/ml) contrairement
la Vit C. Ainsi, en tant qu’antioxydant, il vaudrait mieux utiliser d’autres HEs avec un
fort potentiel et non pas ces deux HEs. Les résultats in vitro nous ont donné

pleinement satisfaction, cependant en condition de terrain, tout reste a faire.

x
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Perspectives

Pour fournir plus d’informations pertinentes concernant nétre étude, il serait

judicieux de la compléter par :

4+ Déterminer d’autres activités biologiques des deux HE (insecticide,
antiparasitaires) afin d’élargir leur spectre d’utilisation dans plusieurs
domaines et spécialement dans la lutte biologique contre les ravageurs des
cultures.

+ Une mise en évidence des mécanismes d’action de I’effet antimicrobien et
I’utilisation d’autres méthodes de détermination in vitro de 1’activité
antioxydante comme la Chélation des ions ferreux et le Blanchiment du B-
caroténe serait requise.

+ Réaliser une étude approfondie des groupements chimiques responsables des
différentes activités biologiques afin de les utiliser directement comme bio-
pesticides a la place des HEs.

4+ Comparer avec d’autres HEs d’autres espéces végétales par la réalisation
d’'une étude compléte (I'extraction, composition chimique, activités
biologiques) afin de recenser les meilleures huiles a utiliser en agriculture.

+ Tester les combinaisons des HE/antibiotique, HE/pesticide et HE/insecticide,
afin de dégager des solutions économiquement et écologiquement fiables en
respectant la sant¢ humaine et 1’environnement, et donc une exploitation

pratique des résultats pour la fabrication de médicaments biopesticide.

=
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